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1) HEMOPHILIE A

1.1) Définition

L’hémophilie A est une maladie hémorragique due a un déficit en facteur VIl de la coagulation
(FVIIN), héréditaire liée a I'’X dont I'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 sévere ont un taux de FVIII inférieur & 1 Ul/dL (<1%), les patients avec une
hémophilie A modérée ou mineure ont respectivement leur taux de FVIII compris entre 1-5
Ul/dL (1-5%) ou entre 5-40 Ul/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 sévere représentent respectivement 10% et 40% de la population des patients
(3). Le mode de transmission récessif lié a I'’X a pour conséquence I'apparition de la maladie
trés majoritairement chez les individus masculins. Les individus féminins sont quant a eux
généralement décrient comme des porteurs asymptomatiques de la maladie. Cependant, elles
peuvent étre symptomatiques et ainsi présenter un phénotype mineur de la maladie dans les
cas ou elles auraient des taux subnormaux de FVIII (4). Plus rarement, des phénotypes
modérés ou séveres de la maladie ont été décrits (5). De plus, les individus féminins porteurs
présentant des taux de FVIII normaux ou a la limite des taux normaux (40-60%) peuvent voir
leur condition de vie se dégrader suite a des menstruations importantes (ménorragies) et une
carence en fer en plus d’'une augmentation des saignements suite a des traumatismes ou bien

des épisodes chirurgicaux (6).

1.2) Les causes génétiques de la maladie

Le géne codant le FVIII (géne F8) est situé a I'extrémité du bras long du chromosome X, en
position Xq28, et s’étend sur 186 kb. Ce géne F8 comprend 26 exons et 25 introns. Les
anomalies génétiques a l'origine de 'hémophilie A sont extrémement variées et participent a
I'hétérogénéité phénotypique rencontrée dans cette pathologie (7). Les anomalies touchant le
gene 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 I'épissage des ARNm (8-10). Les mutations faux-sens
conservatives sont associées a un phénotype mineur sauf si elles touchent des régions
importantes pour la fonction ou la structure du FVIIl. A Tlinverse, les substitutions non
conservatives sont plutét associées a un phénotype modéré voire sévere, en raison d’'un

risque accru de générer un FVIII dont la structure est déstabilisée. Les mutations non-sens, a
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I'origine de codons stop prématurés, se traduisent par une protéine tronquée ayant de fortes
chances de ne pas étre fonctionnelle. Ces mutations sont de ce fait associées a une forme
sévere d’hémophilie A. Les effets des mutations qui abolissent ou générent des sites
d’épissage sont variables, selon que les transcrits produits sont convenablement traduits
(hémophilie mineure/modérée) ou non (hémophilie sévere). Les délétions sont retrouvees
chez 5 a 10% des patients. Elles peuvent éliminer une grande partie du géne F8 ou encore
étre a l'origine d’'un décalage dans le cadre de lecture. Les délétions sont généralement
associées a un phénotype séveére. Les réarrangements géniques sont des évenements assez
rares, a I'exception de l'inversion de l'intron 22, dont la prévalence est de 45-50% chez les
patients hémophiles A séveres (11,12). Suite a une recombinaison homologue, le géne 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 dés lors plus possible, il
n'y a pas de production de FVIIl et un phénotype sévéere en résulte. Il a été récemment observé
que des patients présentant une inversion de l'intron 22 arrivaient a synthétiser du FVIIlI sous
la forme de deux chaines polypeptidiques dépourvues d’activité et exclusivement retrouvées
a lintérieur de certains types cellulaires, comme les cellules mononucléées issues du sang
périphériqgue mais les résultats sont controversés (13). Enfin, chez certains patients, le FVIII
est produit mais n’est pas fonctionnel : 5% des patients hémophiles A possédent du FVIII
circulant a un niveau normal mais aucune activité biologique n’est détectable dans le plasma
(14). Alors que la majorité des mutations touche le gene codant le FVIII (gene F8), il est
intéressant de noter I'existence de cas d’hémophilie A consécutive a des mutations touchant
des protéines impliquées dans le trafic intracellulaire du FVIIl. En effet, dans I'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 d0 & des mutations touchant deux génes
différents, LMAN1 (Lectin Mannose binding 1) et MCFD2 (Multiple Coagulation Factor
Deficiency 2). Ces deux génes codent pour une protéine transmembranaire (LMANL1) 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 maniéere variée sur

le plan phénotypique, fait de 'hémophilie A une maladie trés hétérogene.



1.3) Les signes cliniques et complications de la maladie

Les manifestations cliniques associées a 'hémophilie A correspondent a des épisodes hémor-
ragiques internes non controlés. 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 a un traumatisme grave ou a une
intervention chirurgicale, tandis que chez les patients hémophiles modérés, des saignements
peuvent survenir aprés des traumatismes peu importants. Enfin, dans les formes les plus sé-
veres 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 intracraniennes peuvent parfois se produire a la naissance, mais
en général, les manifestations hémorragiques n’apparaissent que lors de I'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 a une morbidité élevée (17). Dans les pays développés, I'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 I'immunodéfi-
cience humaine) et au VHC (virus de I'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 chaine polypeptidique simple
de 330 kilo Dalton (kDa) et dont la structure s’organise en différents domaines : 3 domaines A
(AL, 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 maniére suivante sur la protéine : le
domaine Al 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 a 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 I'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 Al et A2, et en
position N-terminale du domaine A3 (al 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 trés

important dans l'interaction du FVIII avec la thrombine et le facteur de von Willebrand (FvW)

10



(21,22). La chaine polypeptidique du FVIII s’organise donc ainsi : Al-al-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 étre
nécessaire a l'activité pro-coagulante du FVIII (25), mais il pourrait avoir un réle dans le
transport intracellulaire du FVIII (26). Les domaines C1 et C2 présentent des homologies de
séquence avec la discoidine | (20%), lectine tétramérique du Dictyostelium discoidium, qui
présente une aptitude a 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 a l'intérieur des domaines plutdt 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, apparait 25 fois dans la séquence du FVIII, 19 sont situés dans le domaine B,
ce qui suggere que ce domaine est extrémement glycosylé comparé au reste de la protéine
(Figure 1).

1648
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Figure 1 : A) Structure schématique du FVIII inactif. La protéine est représentée sous forme de
deux chaines, la premiére comprenant les domaines A1, A2 et B, tandis que la seconde
comprend les domaines A3, C1 et C2. Les deux chaines sont reliées par des liaisons
électrostatiques dépendantes d'ions métalliques divalents indiqués Me?*. 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
I'espace. Le domaine B n’est pas structuré et n’est donc pas visible dans cette structure
cristallisée.

11



1.4.2) Synthése et sécrétion du FVIII
La détection d’ARNm et de protéine du FVIIl 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 aprés une transplantation hépatique, ce qui corrobore cette hypothése (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 a débats, avec des études montrant
la présence d’ARNm soit au niveau des hépatocytes (36), soit au niveau de populations de
cellules endothéliales sinusoidales du foie (37,38). Grace a l'utilisation de modéles souris
présentant une délétion du géne F8 restreinte a 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 FVII est
principalement limitée a des cellules endothéliales présentes dans le foie (cellules
endothéliales sinusoidales) et dans les poumons (cellules endothéliales de la
microvasculature pulmonaire). Des cellules endothéliales d’autres organes tels que les reins
peuvent aussi contribuer a cette production de FVIII, mais dans une moindre mesure. La
chaine polypeptidique du FVIII est composée de 2351 acides aminés avec un peptide signal
(19 acides aminés) permettant la translocation dans la lumiere du RE. Au cours de son
transport dans le systéme 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 aprés son transport dans I'appareil de Golgi (43). Le transport
des molécules de FVIII du RE vers le Golgi requiert les protéines LMAN1/MCFD2. |l 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, a cause d’interactions entre le domaine A1 du FVIII et
différentes protéines chaperonnes (calréticuline, calnexine, lg-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 a la sécrétion d’'un FVIII hétérodimérique de 280

kDa. Ce FVIII hétérodimérique est composé d’'une chaine lourde (A1-al-A2-a2-B) et d’'une
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chaine légere (a3-A3-C1-C2). Les deux chaines restent liées de facon non-covalente entre les
domaines A1 et A3 grace a des interactions électrostatiques dépendantes d’ions métalliques
(45), notamment les ions cuivre, dont deux sites de liaison ont été retrouvés dans les domaines

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

1.4.3) Complexe FVIII/FYW
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 FWW, protéine chaperonne du FVIII (48,49). D’autres études semblent au
contraire reporter des sites cellulaires distincts d’expression des deux protéines, en effet
I'expression de FVIII a été observée dans certains types cellulaires endothéliales n’exprimant
gue 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 extrémement importante pour le maintien du FVIII dans la circulation, comme
le montre sa demi-vie trés courte lorsqu’il est injecté a 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 FVIIl en le protégeant d’'une clairance trop rapide. Il assure aussi la stabilité
et la disponibilité du FVIII dans la circulation grace a différents mécanismes. |l protége 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 plaguettes activées (57,58),
et méme I'endocytose du FVIII par des cellules (59,60). Enfin, il permet le transport du FVIII
vers les sites de bréches vasculaires. {Kaufman, 1997} Cette association FVIII/FVW fait
intervenir la chaine légére 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 monomére de FvW est capable de lier une
molécule de FVIII avec une forte affinité inférieure a 1nM (66,67). Le ratio physiologique de
molécules de FVIII par molécule de FW est de 50:1 (68). Dans les conditions physiologiques,

il est estimé que 2 a 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 a sa molécule chaperonne le FWV,
comme vu précédemment, et d’autre part par son interaction a des récepteurs d’endocytose
exprimés a 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 FVIIl a été démontrée in vivo dans un modele murin, dans lequel la
délétion induite de LRP1 entraine laugmentation du FVIII plasmatique endogéne et
I'allongement de sa demi-vie (72). De plus, des études de deux polymorphismes dans le géne
codant pour LRP1 (LRP1/D2080N et LRP1/A217V) ont démontré le rble de ce récepteur dans
la régulation du taux de FVIII plasmatique chez '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 chaine lourde
n’est exposé qu’aprés clivage protéolytique du FVIII (76). Il semble ainsi que le FVIII intact se
lie au LRP1 seulement via sa chaine légeére, tandis que le FVIII activé (FVllla) se lie au LRP1
via sa chaine lourde et Iégere. Par ailleurs, la liaison entre le FVW et le FVIII au niveau de sa
chaine légére de ce dernier interfere avec la liaison de LRP1 au domaine C2 du FVIII (59).
D’autres études ont montré le réle d’'un composant de la matrice extracellulaire, les
protéoglycanes d’héparines sulfatées, dans la clairance des ligands du LRP1l. Ces
protéoglycanes conduiraient a une augmentation de la concentration locale du FVIII a la
surface cellulaire, permettant ainsi une diffusion latérale vers LRP1 (71,77). De plus, le
blocage des protéoglycanes d’héparines sulfatées entrainait 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 FVYW. 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 reconnaitre 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 Iésion vasculaire sans l'aide
du FYW, étre en complexe avec le FWW 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 chaine lourde, et de I'acide aminé Arg 1689 de la chaine légere, cette
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derniére coupure dissociant le FVIII du FVYW. La protéolyse du FVIII par la thrombine génére
3 fragments différents, un fragment Al-al, un fragment A2-a2 et un dernier fragment A3-C1-
C2. Des interactions électrostatiques relient le fragment Al-al au fragment A2-a2, le FVIII
devient donc du FVllla (Figure 2). Ce changement de conformation du FVIIl en FViila
augmente son affinité pour les phospholipides d’'un facteur 10 (82). Le FVllla se lie a 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 FVllla, elle est essentiellement due a la
dissociation spontanée de la liaison ionique entre le fragment A2-a2 et le dimére de fragments
Al-al/A3-C1-C2 (45,85,86). Le FVllla peut aussi étre inactivé apres dégradation protéolytique
par la PCa, le FXa et la plasmine (87,88).

FVIIl inactif

Clivage par le FXa Clivage par le FXa
et la thrombine et la thrombine 5
(site 372) (site 740) FVIIl complexe

au FvW

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

Le FVIII est un des composants clés du processus complexe et intriqué que constitue
'hémostase. L'hémostase comprend l'ensemble des mécanismes qui concourent a la
formation d’un caillot de fibrine destiné a 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 ’hémostase dite primaire qui inclut une étape vasculaire et une étape plaquettaire,

et 'hémostase secondaire qui comporte la cascade de coagulation.

1.5.1) Hémostase primaire
Lors d’'une Iésion vasculaire, chez un individu normal, 'lhémostase primaire est déclenchée en
seulement quelques secondes. Le sous-endothélium est ainsi exposé permettant le
recrutement des plaquettes. La premiére phase est initiée par le FVW, qui forme un pont entre
le complexe plaquettaire GPIb/IX et les fibres de collagéne présentent dans la matrice sous-
endothéliale (89). Les plaquettes vont ensuite adhérer stablement au sous-endothélium par
l'intermédiaire des glycoprotéines membranaires a2p1 et GPVI (récepteurs du collagene). Les
plaguettes activées libérent le contenu de leurs granules contenant des éléments qui
favorisent la vasoconstriction et 'agrégation plaquettaire. Dans le méme temps, la membrane
plaquettaire subit des transferts de phospholipides anioniques de la couche interne vers la
couche externe, permettant ainsi I'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 plaguettaire ». Chez les patients
hémophiles A, 'adhésion et I'activation plaquettaire sont normales et permettent la génération

des premiéres 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 étre distinguées :
la voie extrinséque qui est initiée par I'exposition du facteur tissulaire (FT), et la voie intrinséque
qui est initiée via I'activation de contact par des surfaces chargées négativement telles que la
silice (90). Cependant, I'existence de deux voies séparées I'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 zymogéne d’une sérine
protéase est activé pour devenir une enzyme active qui catalyse la réaction suivante. Outre
lactivation des zymogénes de sérine protéases, nous retrouvons aussi I'activation de
glycoprotéines cofacteurs en cofacteurs actifs et parmi eux, le FVIII est décrit comme un acteur

majeur de la voie intrinséque de la coagulation. Lors d’une bréche vasculaire, le FT forme, en
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présence d’ions Ca?*, un complexe avec le FVII activé (FVIla) présent a I'état de traces dans
le plasma. Ce complexe FVIla/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 premieres
molécules de thrombine (92). Une boucle d’amplification de I'activation de la prothrombine en
thrombine est alors établie. La thrombine est utilisée pour activer le facteur Xla (FXla), ce qui
permet par la suite une génération additionnelle de FIXa. Il est a noter que les polyphosphates
relargués par les plaquettes ont été montrés comme pouvant accélérer I'activation du facteur
Xl médiée par la thrombine (93). De plus, la thrombine convertit aussi le FVIIl et le FV en leurs
formes activées. Le FIXa forme un complexe avec son cofacteur FVllla, a raison d’une
molécule de FIXa liant une molécule de FVIlla, en présence d’'ions Ca?* 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 accélére
l'activation du FX. Le FXa forme a son tour un complexe avec son propre cofacteur, le FVa,
un complexe que 'on nomme « prothrombinase ». Comme le nom le suggere, le réle de ce
complexe est d’'amplifier 'activation de la prothrombine et donc de finalement former assez de
thrombine pour transformer le fibrinogéne soluble en fibrine insoluble. Cette fibrine peut alors
consolider le caillot sanguin avec I'aide du facteur Xlll activé (FXIlla) (94). Chez les patients
hémophiles A, le déficit en FVIII entraine un défaut de formation du complexe « tenase ». Les
guantités 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 I'hnémostase 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 aprés la génération des premiéres traces de thrombine.
En retour, le complexe tenase formé par le FIXa et son cofacteur FVllla (en présence d’une
surface de phospholipides et d’ions Ca?*) a pour réle de générer de plus grandes quantités de
FXa a partir de FX. A son tour, le complexe prothrombinase formé par le FXa et son cofacteur
FVa (en présence d’une surface de phospholipides et d’ions Ca?*) amplifie la génération de
thrombine (indiquée Flla). Cette trombine remplit trois réles principaux : la génération de
fibrine insoluble a partir de fibrinogéne soluble ; I'activation du FXIIl en FXllla ; I'activation des
plaguettes sanguines par interactions avec des récepteurs de surfaces. Le FXllla 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'arrét rapide du saignement chez le sujet sain. En revanche chez le patient hémophile A,
l'absence de FVIII entraine la formation d'un complexe tenase déséquilibré ot le FIXa doit
remplir son réle 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 FXllla 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 a saigner
significativement plus longtemps que le sujet sain.

1.6) Les traitements de ’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 I'administration de FVIII exogéne dit
thérapeutique par voie intraveineuse substitutive. Le traitement vise a restaurer la quantité de
FVIII fonctionnel dans la circulation sanguine. Le FVIII peut étre administré aux patients soit a
la demande, soit de maniére prophylactique (c’est-a-dire de maniére préventive). Les
traitements a la demande font référence aux injections de FVIII lors d’un saignement. La dose
appropriée a administrer et la durée du traitement dépendent de 'ampleur du saignement.
Ainsi, pour des hémorragies mineures (hématomes mineurs, épistaxis), il suffit d’atteindre 40-
60% du niveau normal de FVIII pour arréter le saignement (95). En revanche, pour des
hémorragies plus sévéres (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 a empécher les épisodes hémorragiques spontanés et la survenue de
complications invalidantes chez les patients hémophiles A sévéres. La prophylaxie consiste
en des injections intraveineuses répétées de FVIII, a hauteur de 2 a 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’a l'injection suivante. Selon les réactifs utilisés, les niveaux
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circulants de FVIII varient entre moins d’1% jusqu’a 5% (96). D’un point de vue thérapeutique,
il était recommandé dans un premier temps d’avoir des niveaux circulants de FVIII supérieurs
a 1% car 1% dactivité FVIII est suffisant pour réduire énormément l'occurrence des
saignements spontanés mais aussi le développement de problemes articulaires chez les
patients (97,98). Plus récemment, il a été proposé d’augmenter les niveaux circulants de FVIII
a 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 ’hémophilie A était compliqué a cause d’un
manque de thérapeutiques contenant suffisamment de quantités concentrées de FVIII. Ceci
changea gréace a la découverte des cryoprécipités par le Dr Judith Poole. Dans cette technique,
le plasma congelé est décongelé a basse température (4°C), résultant en la précipitation de
plusieurs protéines plasmatiques dont le complexe FVIII/FVYW. Dans les années 1970-1980, la
production de concentrés de FVIIl a grandement évoluée ce qui permit d’obtenir des
concentrés de FVIII trés purifiés (100). L'utilisation de concentrés de FVIII dérivés de plasma
est devenue trés 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
gue 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 a 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 I'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 a 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 a 12 heures.

1.6.3) La nouvelle génération de produits thérapeutiques
Plus récemment, de nouvelles générations de FVIII recombinant « a longue durée de vie » ont
été développées afin de diminuer la fréquence d’injections de FVIIl. Pour cela, deux stratégies
différentes ont été utilisées. La premiéere est de lier de maniére covalente le FVIII a différents
polyméres de polyéthyléne glycol (PEG) par liaison a une cystéine libre spécifique (au niveau
des domaines A2, A3 ou B) ou a un résidu glycane spécifique (103). Cependant,

laugmentation 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 a environ 18h (104). La seconde stratégie

consiste a fusionner le FVIIl au fragment cristallisable Fc de I'lgG1 humaine, en tirant avantage

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

physiologique qui protége les IgG de la dégradation lysosomale. Cependant, la 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).
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Figure 4 : Frise chronologique des traitements de ’hémophilie A (adaptée de Muczynski et al.,
2017) (100). De nombreuses avancées scientifiques ont permis depuis la description de la

maladie I'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 [linjection de FVIIl 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 entraine une dégradation de leur qualité de vie ainsi qu’une complication de
leur prise en charge clinique. Le développement d’anticorps inhibiteurs survient chez prés de
30% des patients hémophiles A sévéres. Ces anticorps apparaissent généralement apres 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% apres 50
jours d’exposition au FVIII (112,113).

1.8) Les traitements de I'hémophilie A avec inhibiteurs

La réponse inhibitrice est évaluée par une variante de la méthode Bethesda développée a
Nijmegen. Le titre inhibiteur est estimé en unités Bethesda (UB), 1 UB correspondant a la
dilution du plasma testé capable de neutraliser 50% de I'activité pro-coagulante du FVIII d’'un
plasma normal. Le seuil de positivité est fixé a 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 & 5UB, malgré
la poursuite des injections de FVIII, tandis que les forts répondeurs présentent un titre
inhibiteur qui peut augmenter apres chaque nouvelle exposition au FVII (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’avére 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 FVlla recombinant (Novoseven ®)
(116,117). Toutefois, I'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 étre associée a un
traitement immunosuppresseur (cyclophosphamide). Ces traitements font disparaitre les
inhibiteurs chez 65-70% des patients, mais sont contraignants pour le patient et extrémement
colteux (118). De plus, le risque d’échec n’est pas négligeable (30-35% des patients traités)
et jusqu’a 30% des patients rendus tolérants au FVIII développent a nouveau des anticorps
inhibiteurs (119). Pour les 30-35% de patients chez qui les inhibiteurs subsistent car I'induction

de tolérance immunitaire a échoué, les approches plus modernes consistent en soit une

22



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 I'activité du FVllla (emicizumab, Hemlibra
®) a été développé (122). Ainsi, I'apparition d’inhibiteurs du FVIII chez le patient hémophile A
pose a la fois un probléme 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 cot de la prise en charge de ces patients est tres largement augmenté (124).

1.9) Les modeles animaux expérimentaux dans I’'hémophilie A

Les modéles animaux dans I'hémophilie A ont été et sont toujours essentiels dans le
développement de nouveaux traitements contre la maladie. lls 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 a l'aide

d’anticorps.

1.9.1) Les animaux avec une hémophile A congénitale
Les especes animales décrites présentant une hémophilie A congénitale sont le chien, le
mouton, le chat ou encore le cheval. Néanmoins, le modeéle canin est sans aucun doute le
modele animal principal d’hémophilie A, en plus d’étre le premier modele animal décrit pour la
maladie en 1946 (125). En 1949, une équipe de Chapel Hill aux Etats Unis a été la premiére
a 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 'hémophilie A. En effet,
le chien hémophile A présente le méme mode de transmission de la maladie que 'Homme
ainsi que les mémes manifestations cliniques (hémarthroses, hématomes sous-cutanés et
hémorragies post-trauma) (127). L’hémophilie A peut donc également étre classée chez le
chien selon la méme échelle de sévérité de phénotype, allant de mineur a sévere. De plus,
I'apparition d’inhibiteurs du FVIII exogéne a aussi été observée chez le chien hémophile A, a
des fréquences relativement similaires a celles observées chez les patients hémophiles A. En
effet, dans une étude de 1984, apres plusieurs administrations de FVIII canin (obtenu a 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 modéle canin est donc un
modéle proche de la pathologie humaine mais qui toutefois posséde certaines limites
conséguentes. Par exemple, il a été montré que ces animaux présentaient une réponse
immunitaire trés rapide a I'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 colt 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 espéces
évoquées précédemment, je donnerais quelques informations sur 'hémophilie A chez le
mouton et le cheval. Concernant le cheval, 'hémophilie A est une maladie trés sévere chez
cette espéce et la survie de ces animaux est extrémement faible, trop pour étre compatible
avec une utilisation en tant que modele animal (131). L’hémophilie A chez le mouton a été
décrite plus tardivement que chez le chien (132,133), néanmoins cette espéce a pourtant été
utilisée comme modéle animal dans plusieurs études concernant la thérapie cellulaire et/ou
génétique dans I'hémophilie A (134,135). Malheureusement, le modeéle ovin reprend les
mémes limitations que le modéle canin, en ajoutant aussi une disponibilité plus que limitée de
FVIII ovin, ce qui empéche une utilisation extensive de ce modeéle animal. Récemment, un
modele de rats hémophiles A a été obtenu suite a I'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 géne F8 de ces rats. Contrairement a ’humain ou a la plupart des autres modéles animaux
précédemment évoqués, le gene F8 se trouve sur le chromosome 18 chez le rat. De ce fait, la
maladie est autosomale récessive et non liée a I’X. La mutation faux-sens entraine 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 & celui observé chez les chiens
et moutons hémophiles A. Il s’agit d’'un modéle animal a linterface entre les gros modéles
animaux d’hémophile A congénitale et les petits modéles animaux d’hémophilie A

génétiquement modifiés.

1.9.2) Les modéles animaux d’hémophilie A génétiquement modifiés

Comme les petits mammiféres sont simples a élever et relativement peu chers a 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 modéles
murins d’hémophilie A. Leurs petites tailles en font de trés bons modéles pour des études
initiales lors du développement de nouvelles thérapies car la quantité de molécules tests a
administrer reste faible. En 1995, les deux premiers modeéles murins d’hémophilie A ont été
établis, avec un fond génétique mixte entre souris 129/SV et souris C57BI/6. Les deux souches
de souris rendues déficientes en FVIII obtenues ont été générées grace a la technique de

« gene targeting » ainsi qu’a des manipulations de cellules souches embryonnaires (138). Une
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cassette néomycine fit insérée au niveau de I'extrémité 3’ de I'exon 16 du géne F8 de la
premiére souche de souris, appelées souris E16, tandis que I'exon 17 du géne F8 de la
seconde souche de souris, appelées souris E17, fOt totalement perturbé par la technique de
« gene disruption ». Ces deux exons ont été choisis comme cibles car de nombreuses
mutations dans ces exons du géne F8 humain entraine I'apparition d’'une hémophilie A
congénitale sévere (3). Les ARNm de FVIII obtenus dans les deux souches de souris se sont
retrouves tronqueés et en accord avec cette observation, les niveaux de FVIII tronqué circulant
dans ces souris ne sont pas détectables et I'activité FVIII dans leur plasma est inférieure a 1%
(139). Contrairement a 'hémophilie A chez I'Homme, les saignements spontanés sont tres
rares chez ces souris. En revanche, le temps de saignement observé dans ces modeles par
exemple avec la technique de « tail-clip », est trés significativement augmenté, pouvant méme
entrainer la mort par exsanguination. Ces modeles murins ont été largement utilisés pour
déterminer I'efficacité de traitements a 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 modele murin total d’hémophilie A a aussi été
généré afin de reproduire le plus fidélement possible le phénotype de patients hémophiles A
séveres dits « cross-reacting material », c’est-a-dire des patients qui n’expriment aucun FVIII
endogene et qui aussi sont les plus prompts a former des inhibiteurs. En effet, les modéles
murins présentés précédemment produisent des niveaux indétectables de FVIII tronqué mais
cela ne veut pas dire que ces niveaux sont nuls pour autant, contrairement a ce qui est observé
chez les patients dits « cross-reacting material ». Ce nouveau modéle murin au fond génétique
totalement C57BI/6 a été généré grace a une délétion totale du géne F8 médiée par la
technique de recombinaison Cre/LoxP (145). Enfin, un modéle murin d’hémophilie A a été
généré a 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 modele murin résultant
du couplage de ces deux lignées ne posséde aucun niveau détectable de FVIII circulant, ce
gue ce soit le FVIII murin ou le FVIII humain muté. De maniére surprenante, I'injection répétée
de FVIII humain dans ces souris ne provoque aucun développement d’inhibiteurs dirigés
contre le FVIII injecté. Cela fait donc de ce modéle murin un modéle tolérant au FVIII humain
(147). Les modéles murins ont le désavantage de ne présenter que trés rarement des
saignements spontanés et d’avoir un volume de sang limité. Cependant, il existe un modele
de rat génétiqguement modifié, avec un phénotype de saignements spontanés. Des rats
hétérozygotes FVIII*" ont été générés grace a la technologie des nucléases a doigt de zinc.
Cette technologie d’édition ciblée du génome permit de faire une délétion de I'exon 16, d’'une
taille de 13 paires de bases, provoquant un arrét de traduction prématuré dans la partie C-

terminale du domaine A3 du FVIII. Au terme de I'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 FVIIl chez ces rats. Les animaux répondent correctement au traitement avec du FVIII
humain mais le développement d’anticorps inhibiteurs suite au traitement doit encore étre
étudié. Il est parfois compliqué d’extrapoler les résultats observés dans les modéles murins a
cause des différences de systéme de coagulation et de systeme immunitaire qui existent entre
la souris et ’THomme. Le porc, bien qu’il ne présente pas les nombreux avantages du modéle
murin, a l'intérét d’avoir un systeme de la coagulation trés homologue a celui retrouvé chez
’Homme. Cette homologie a méme permis d’utiliser le FVIII porcin pour traiter des patients
hémophiles A présentant des inhibiteurs (148,149). Un modéle de porc génétiguement modifié
a été développé grace a linsertion d’'une cassette néomycine au niveau de I'extrémité 3’ de
I'exon 16 du géne F8 porcin (150). Ce modéle porcin a I'avantage de pouvoir développer des
arthropathies suite a des saignements intra-articulaires répétés, tout comme les patients
hémophiles A. lls peuvent donc étre une option supplémentaire pour évaluer I'efficacité de

nouvelles thérapeutiques (151).

1.9.3) Les modéles animaux d’hémophilie A acquise

L'hémophilie A dite acquise est une maladie hémorragique non héréditaire rare due a la
présence d'anticorps (auto-anticorps) dirigés contre le FVIII qui diminuent drastiguement
lactivité du facteur de coagulation et prédisposent donc a de séveres épisodes
hémorragiques. Cette maladie chez 'lHomme se développe tardivement et est extrémement
rare, avec une occurrence d’un cas pour plusieurs millions. Des modéles animaux présentant
une hémophilie A de ce type ont été générés, les principaux étant le modele de lapin et de
primate non humain. Ces modéles sont trés utiles dans le cadre de la thérapie génique, ainsi
que pour le développement et I'étude d’agents contournant I'activité du FVIIl. Le modéle lapin
a notamment été utilisé dans le cadre du développement d’'un anticorps anti-TFPI (Tissue
Factor Pathway Inhibitor) nommé Concizumab (152). Ce modéle animal est un modéle
transitoire d’hémophilie A acquise, c’est-a-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 méme le FVIII de lapin.
En comparaison de lapins contrbles, les lapins hémophiles A présentent un temps de
saignement significativement augmenté. Le modéle primate non humain a quant a 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 regu I'anticorps inhibiteur. Ce modéle a été
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utilisé pour la caractérisation de l'anticorps bispécifique emicizumab (153) reconnaissant
spécifiguement les facteurs de coagulation humains et de primates. L’ensemble des modéles

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

Espéce animale

Type d’hémophile A

Références

Mutation naturelle

Mutation naturelle

Mutation naturelle

| |Modification génétique

Induction par
des anticorps

Induction par
des anticorps

Brinkhous KM et al. Science 1950
Giles AR et al. Blood 1982

Neuenschwander S et al. Thromb Haemost 1992

Booth CJ et al. J Thromb Haemost 2010

Nielsen LN et al. J Thromb Haemost 2014

Bi L et al. Nat Genet 1995
Chao BN et al. J Thromb Haemost 2016

Kitazawa T et al. Nat Med 2012

Figure 5 : Les différents modéles animaux les plus utilisés pour I'étude de I’'hémophilie A.

Nous allons maintenant nous intéresser plus particulierement a deux agents contournant

l'activité du FVIIl in vivo, a savoir le FVlla recombinant et I'anticorps bi-spécifique emicizumab.
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2) LE FACTEUR Vlla (FVlla) DE LA COAGULATION

2.1) Structure du géne F7 et ARN

Le géne codant le FVII (F7) est situé sur le chromosome 13 en position q34qter9 et s'étend
sur 12,8 kb. Ce géne 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
géne entraine 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 la et 1b du géne 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 a la sécrétion, et une région d’intérét pour la y—carboxylation des protéines.
La différence de taille du peptide signal s’explique par un épissage alternatif au niveau des
exons 1a et 1b, cependant I'exon 1b est absent de la trés grande majorité des ARNm (155).
L’exon 2 quant a lui code pour le propeptide du FVII, ainsi que son domaine Gla. Le domaine
Gla est suivi d’'une courte région hydrophobe codée par I'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 a 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 I'exon 6, codant pour la zone d'activation. En effet, a la différence des facteurs

II, IX, X et de la protéine C, le facteur VII ne libére 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 chaine polypeptidigue comprenant
un peptide signal suivi d'un pro-peptide gqui 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 zymogene de sérine protéase simple chaine dont le poids
moléculaire est de 50 kDa. Il circule dans le plasma a une concentration d’environ 0,5 ug/mL
ou 10 nM, soit bien inférieure a celle des autres facteurs vitamine K-dépendants (158). De
plus, sa demi-vie est aussi trois a quatre fois plus courte que celles des autres facteurs
vitamine K-dépendants, entre 4 a 6 heures (159). Le FVII est composé de trois grands types

de domaines que nous allons détailler un a 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 chaine 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 y-carboxylation ou 8-
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 y-carboxylation
La vitamine K (K pour Koagulation en allemand) a été identifi€ée par les lauréats du prix Nobel
de médecine et physiologie en 1943, Karl Dam et Edwards Doisy, comme un nutriment essen-
tiel a 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
étre 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 des le début des années 1940. Tout comme la carence en vitamine
K d’origine alimentaire, la warfarine entraine une diminution de I'activité biologique des pro-
téines vitamine K-dépendantes plasmatiques (161). La perte de fonctionnalité est due a 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 Ca?* di-
minuée. Ainsi, un acide aminé pouvant lier les ions Ca?* a été découvert, il s'agit de Gla, pour
acide y-carboxyglutamique, un acide aminé Glu ayant subi une modification post-traduction-
nelle que I'on appelle la y-carboxylation. Chez les vertébrés, la majorité des protéines vitamine
K-dépendantes sont des protéines impliquées dans la coagulation. Ainsi, elles possédent dans
leur région N-terminale un domaine appelé domaine Gla, long d’environ 50 acides aminés et

contenant 9 a 12 résidus Gla (162). Ce domaine Gla est retrouvé dans les protéines pro-
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coagulantes telles que la prothrombine, les facteurs VI, 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 ’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), impliqguées dans la minérali-
sation tissulaire (169,170). L'apport de vitamine K par I'alimentation se fait sous une forme
oxydée, dite vitamine K quinone, qui doit étre réduite en vitamine K hydroquinone afin de
rendre possible son utilisation comme cofacteur de la y-carboxylation. La y-carboxylation con-
siste en la substitution, au niveau du carbone y d’un acide glutamique Glu, d’'un atome d’hy-
drogéne par un groupement carboxyle, le modifiant ainsi en acide y-carboxyglutamique Gla
(171). La vitamine K carboxylase ou y-glutamyl carboxylase est une protéine a 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 y-carboxylation, transformant
dans le méme temps la vitamine K hydroquinone en vitamine K époxyde (Figure 7). La réaction
de y-carboxylation est dite processive, ce qui veut dire que tous les acides aminés Glu du
domaine sont y-carboxylés avant que les protéines soient libérées par 'enzyme (175). Dans
la séquence du FVII, les acides aminés Glu qui sont y-carboxylés sont situés en position Glu6,
Glu7, Glul4, Glul6, Glul9, 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 y-carboxylation
d’acides glutamiques spécifiques situés dans le domaine Gla des facteurs de la coagulation
vitamine K-dépendants. La vitamine K est apportée dans I'organisme sous forme de vitamine
K quinone qui doit d’abord étre réduite en vitamine K hydroquinone avant de pouvoir étre uti-
lisee comme cofacteur par I'enzyme vitamine K carboxylase (y-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 B-hydroxylation et les domaines EGF-like

Les domaines EGF-like (Epidermal Growth Factor) sont des domaines trés conservés dans
I'évolution et aussi parmi les types de domaines les plus communs retrouvés dans les
protéines extracellulaires ou transmembranaires. lls 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 [3-hydroxylé. La B-
hydroxylation est une réaction transformant les acides aminés Asp et Asn en respectivement
acides aminés acide B-hydroaspartique Hya et B-hydroasparagine Hyn. Dans le cas du FVII,
il s'agit de I'acide aminé Asp63 qui est B-hydroxylé. Une séquence consensus caractéristique
Cys-X-Asp/Asn-X-X-X-X-Tyr-Phe-X-Cys est essentielle pour la B-hydroxylation (178) qui est
catalysée par une hydroxylase de la famille des hydroxylases dépendantes de a-cétoglutarate.
Il a été montré que les domaines EGF-like contenant des acides aminés Hya et/ou Hyn sont
capables de lier les ions Ca?* (179,180), permettant d’orienter le domaine Gla adjacent par
rapport aux domaines EGF-like de facon a étre 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 posséde 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 a 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 extrémement 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 a celui de la trypsine, les surfaces moléculaires situées autour leur site actif sont
arrangées différemment. Cela leur confere en comparaison de la trypsine une capacité et
spécificité de liaison a leurs substrats, augmentée (186). Le site actif du FVII, aussi appelé site
de liaison S1, est formé par le regroupement de trois boucles nommeées respectivement boucle
1, boucle 2 et boucle 140s. L’agencement de ces boucles entre elles, mais aussi vis-a-vis
d’une quatriéme boucle située a proximité de la boucle 2 et nommée boucle 170s, joue un role
important dans la détermination de la spécificité de substrat du FVII (187). Le domaine sérine-
protéase du FVII posséde 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 derniére région est située a proximité du

site de liaison aux ions métalliques divalents (188).

2.3) L’activation du FVIl en FVlla

Un certain nombre de protéines sont capables d’activer le FVII, tels que les facteurs de
coagulation Xa, IXa mais aussi Vlla (156,189-191), ou encore la protéase FSAP (Factor
Seven Activating Protease) (192). Néanmoins, le FXa semble étre tout de méme 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 Argl52 et lle153 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 FVlla composée de deux chaines, une
chaine Iégére de 152 acides aminés qui comprend le domaine Gla, les domaines EGF-like et
une courte hélice hydrophobe, et une chaine lourde de 254 acides aminés qui porte le site
catalytique. Ces deux chaines 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 zymogéne. Un clivage protéolytique est effectué par
différents facteurs de coagulation activés entre I'arginine 152 et l'isoleucine 153 du FVII. Cela
entraine un réarrangement complet de sa structure et son activation. Le FVIlla est organisé en
deux chaines, légére et lourde, la premiére comprenant le domaine catalytique et la seconde
comprenant les domaines Gla, EGF1, EGF2. Les deux chaines sont reliées par un pont disulfure
entre les cystéines 135 et 262, celui-ci est représenté par un crochet orange. L'interaction du
FVlla avec son cofacteur facteur tissulaire est nécessaire pour son efficacité enzymatique
maximale. Le facteur tissulaire fixé a la membrane est composé de trois domaines,
extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire.

L’acide aminé lle153, présent dans la partie N-terminale de la chaine lourde nouvellement
formée, enfouit alors sa chaine latérale dans I'environnement hydrophobe du site actif du FVila
tout en formant un pont salin avec la chaine latérale de I'acide aminé Asp194. Cet acide aminé
est adjacent a la sérine 195, membre de la triade catalytique, et la formation du pont salin
entre lle153 et Aspl194 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’événements est suffisante pour obtenir une enzyme complétement active. Cependant dans
le cas du FVlla, d’autres conditions sont nécessaires pour obtenir un FVlla complétement actif,
telles que la complexation avec son cofacteur FT. En effet, la chaine latérale de l'isoleucine
153 est susceptible d’étre modifiée chimiquement et son insertion dans le site actif du FVlla
est incompléte tant que le FT ne lie pas sur le FVila (194). Le FVlla libre existe donc sous
deux formes zymogéne et complétement activée. La plupart des formes activées des facteurs
de coagulation de type sérine protéase ont des demi-vies extrémement courtes dans le

plasma, de 'ordre de la minute, car le plasma contient des concentrations élevées d’inhibiteurs
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de protéases. Cependant, le FVlla libre circule majoritairement sous forme zymogeéne, moins
d’1% circule sous forme complétement activée (195). Grace a cette propriété, le FVlla est
moins sensible a I'action de la plupart des inhibiteurs de protéases plasmatiques (196). En
conséquence, la demi-vie du FVlla est extrémement 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 'angiogenése. Le FT, aussi
appelé thromboplastine, facteur de la coagulation Ill ou CD142, est le principal initiateur de la
génération de la thrombine via la fixation avec une trés forte affinité au facteur VIl activé ou
non. Le gene 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 géne
comprend 885 pb. L’expression du gene du FT est trés complexe et régulée par de nombreux
facteurs, comme I'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 Il et est structurée en 3 domaines : un domaine
extracellulaire N-terminal de 219 acides aminés (1 a 219), un domaine transmembranaire de
22 acides aminés (220 a 242) et un domaine cytoplasmique C-terminal de 21 acides aminés
(242 a 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 'asparagine 107. Chaque domaine est constitué de 7 brins B repartis
en feuillets antiparalléles. 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 protege le
FT de sa dégradation protéolytique (205) et augmente son activité pro-coagulante (206). Le
domaine extracellulaire contient également 2 domaines fibronectines de type Ill 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 mutagenése dirigée
ont démontré le r6le du pont disulfure Cys186-Cys209 dans I'affinité du FT pour son ligand, le
FVila (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 trés court, seulement 21 acides

aminés. Il contient deux sites de phosphorylation : le site sérine 253(Ser253), site consensus
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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 réle important dans
'ancrage du complexe FT/FVlla a la surface cellulaire et donc dans I'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 I'auto-activation du FVII (214). Cet ancrage a la membrane se fait via une structure
en hélice a, néanmoins cette hélice a n’a pas été décrite comme réellement important pour
l'activité pro-coagulante du FT (215). En effet, 'ancrage du domaine extracellulaire du FT aux
lipides de la membrane semble étre suffisant pour rétablir une activité pro-coagulante de la
protéine (216). Le domaine extracellulaire du FT est composé de deux domaines fibronectine
de type Il et est lié au domaine transmembranaire grace a une séquence linker de 6 acides
aminés. Cette séquence linker est suffisamment flexible pour permettre au domaine
extracellulaire d’étre découplé des domaines transmembranaire et intracellulaire au niveau
conformationnel (217). L’activité pro-coagulante du FT n’est pas nécessairement corrélée a
son niveau d’expression a la surface des cellules. Une importante proportion du FT est
exprimée a 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
FVlla/FT

2.5.1) L’activation allostérique du FVlla
L’association du FT avec le FVlla entraine une activation allostérique de la protéase, ce qui
crée un dimere enzymatique dans lequel le FT est une sous-unité régulatrice et le FVlla une
sous-unité catalytique. L’activité amidolytique du FVlla est augmentée d’environ 50 fois
lorsque celui-ci est complexé au FT, ce qui indique que la formation de ce complexe entraine
des changements conformationnels a l'intérieur du site actif de 'enzyme (218). Le FVlla en
solution existe sous deux formes, une forme active dans laquelle la partie N-terminale de la
chaine lourde est insérée dans le site actif, et une forme dite zymogene dans laquelle cette
partie N-terminale serait insérée incorrectement ou de maniére incompléte dans le site actif.
De nombreuses boucles dans le domaine protéase du FVlla sont stabilisés apreés la liaison de
'enzyme au FT, grace au réarrangement et au renforcement du réseau de liaisons hydrogénes
(219,220). Ces changements structurels ne sont pas limités au domaine catalytique du FVlla
et concerne la majorité de la protéine, ce qui indique que la modulation allostérique du FVlla

par le FT est trés importante.
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2.5.2) L'importance des ions métalliques divalents

Les ions Ca?" sont requis pour I'assemblage et la fonctionnalité du complexe FVIla/FT. Bien
que le FT ne possede aucun site de liaison aux ions métalliques divalents, les ions Ca?
peuvent occuper jusqu’a neuf sites de liaison sur le FVIla. Parmi eux, sept sont présents dans
le domaine Gla de I'enzyme et ils sont d’'une importance critique pour la structure et la
fonctionnalité de ce domaine. En particulier, la fixation des ions Ca?" 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 Ca?" 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 FVlla lie entre
4 a5ions Ca? et 2 a 3 ions Mg?* (222,223). Néanmoins, il est important de noter que les ions
Mg?* 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 Mg?* malgré I'excés d’ions Ca?" suggére
I'existence d’'un sous-groupe de sites liant de maniere préférentielle les ions Mg?". Les
différences de spécificité des différents de liaison sont certainement dues a la géométrie de
chaque site de liaison ainsi qu'aux différences de propriété de dureté entre les ions Ca?* et
Mg?* (224). Les ions Mg?* ont été montrés comme étant capable de moduler la liaison a la
membrane et les propriétés enzymatiques des facteurs Vlla et IX (225,226). En dehors du
domaine Gla du FVIlla, il existe aussi dans le domaine EGF1 de I'enzyme un site de liaison ou
se lie un ion Ca?* et celui-ci ne peut pas étre substitué par un ion Mg?* (222). Cet ion Ca?* est
impliqué dans I'optimisation des interactions entre le FVlla et le FT, en modulant I'orientation
du domaine Gla du FVlla par rapport au domaine EGF1 (227). Enfin, le dernier site de liaison
aux ions métalliques divalents se trouve dans le domaine sérine-protéase du FVlla. Ce site
est occupé par un ion Ca?" aprés l'activation allostérique de I'enzyme qui produit un
réarrangement d’une boucle contenant ce site de liaison (219). Deux sites de liaison aux ions
Zn?* ont aussi été identifiés dans le domaine catalytique du FVlla et la liaison d’ions Zn?* dans
ces sites provoque une inhibition de I'activité enzymatique du FVlla ainsi que de sa liaison au
FT (228).

2.5.3) Le repositionnement du site actif du FVlla
In vivo, l'activité enzymatique du complexe FVIla/FT intervient exclusivement a la surface des
membranes de phospholipides. L’activité enzymatique du complexe est aussi dépendante des
interactions des facteurs Vlla, 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 FVlla libre adopte une structure stable lorsqu’il est lié a la membrane de phospholipides,

avec son site actif positionné approximativement 80 angstrom (A) 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 li¢ au FVlla, le site actif de celui-ci devient 6A plus
proche de la membrane que lorsque I'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 maniére surprenant, ce résultat n’est pas modifié dans d’autres expériences de
FRET utilisant un FVlla dépourvu de domaine Gla, ce qui démontre que le FT exerce son
action de repositionnement du site actif du FVlla méme en absence d’interactions entre
'enzyme et la membrane de phospholipides (232). Au contraire, lorsque la distance entre le
site actif du FVlla et la membrane de phospholipides est supérieure a 80A, lactivité
protéolytique du complexe FVIla/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 extrémement important pour l'activité de I'enzyme a l'encontre de substrats

physiologiques tels que le FX (233).

2.5.4) La stabilisation du FVlla dans 'espace

Le FVlla libre est une molécule dynamique disposant une grande flexibilité entre ses différents
domaines mais aussi a I'intérieur de ceux-ci (217). Outre le repositionnement du site actif du
FVlla, le FT intervient aussi dans une autre modulation allostérique importante du FVlla, a
savoir sa stabilisation dans I'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 FVlla. Que ce soit en solution ou lié sur la membrane, le degré
de mouvement du FVlla 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 I'enzyme (234,235). Le remplacement de cette
boucle 170s par une boucle 170s tronquée provenant de la trypsine entraine une
augmentation de l'activité amidolytique du FVIla méme en absence de FT. Cela suggére que
la stabilisation de la boucle 170 joue un réle important dans I'activation allostérique du FVlla
par le FT (236). D’autres simulations de dynamique moléculaire ont permis de mettre en
évidence que la liaison du FT au FVlla aide I'insertion de l'isoleucine 153 dans le site actif du
FVIlla et donc la stabilisation de la structure, méme lorsque la partie N-terminale de la chaine
lourde n’est pas insérée dans ce méme site actif. Enfin, des données de cristallographie ont
démontré que la méthionine 306 du FVlla joue a un rble important dans les interactions avec
le FT, notamment la diminution de flexibilité de la boucle 170 aprés formation du complexe
FVIla/FT (237,238).
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2.5.5) Les interactions entre le FT et les substrats macromoléculaires
En plus du réle du FT dans l'activation allostérique du FVlla, les interactions entre la région
exosite du FT et des substrats macromoléculaires sont aussi impliquées dans l'activité
catalytiqgue du complexe FVIla/FT. Les substrats physiologiques connus du complexe FVIla/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 entraine une diminution de
l'activation des substrats physiologiques précédemment cités sans pour autant impacter
l'activité amidolytique du FVlla (239). Plusieurs structures cristallographiques ont mis en
évidence une boucle flexible du FT entre les acides aminés 159 a 165, et les acides aminés
présents a lintérieur ou a proximité de cette boucle ont été montrés comme ayant une
importance critique pour l'activité protéolytique du complexe FVIla/FT (222,237). De maniére
intéressante, la mutation de la glycine 164 du FT par une alanine perturbe grandement 'activité
protéolytique du complexe FVIla/FT, suggérant ainsi que la flexibilité apportée par la présence
de la glycine & cette position de la séquence est trés 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 entrainer une diminution
significative de I'activité cofacteur du FT (239,241,242). Des structures cristallographiques ont
permis de montrer que ces deux lysines sont orientées a 'opposé I'une de l'autre, avec la
lysine 165 pointant vers le FVlla 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 I'acide y-
carboxyglutamique 35 du FVIla démontre que I'interaction du FT avec le domaine Gla du FVlla
module la reconnaissance des substrats par le complexe (223). L'ensemble de ces
observations suggérent 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 FVIla 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 a 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 FVlla recombinant (rFVlla) dans ’'hnémophilie A

Comme il 'a été évoqué dans une partie précédente, le rFVlla est utilisé comme traitement
chez les patients hémophiles A présentant des inhibiteurs afin qu’ils puissent étre a nouveau

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

2.6.1) Le développement du rFVila
Dans le début des années 1980, il a été montré que le FVlla pouvait étre exprimé dans des
cellules BHK (244,245). Ce qui est intéressant, c’est que le FVlla a été identifi€ 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 FVlla de maniére recombinante afin de I'utiliser pour le traitement des patients
hémophiles et ce projet fat approuvé en 1985. Dans la méme période de temps, l'effet
hémostatique du FVlla exogéne purifié a partir de plasma a pu étre observé sur des patients
hémophiles A présentant des inhibiteurs (246,247). Aprés un travail de caractérisation de la
pharmacodynamique et de la pharmacocinétique du rFVlla pendant plusieurs années
(129,197,248,249), les premiers patients hémophiles avec inhibiteurs ont pu étre traités avec
succes avec du rFVlla en 1988 (250,251). Aprés une série d’essais cliniques effectués par
Novo Nordisk, le rFVIla de la firme, renommé Novoseven®, flt 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 rFVlla
Malgré son efficacité en tant que traitement, le mécanisme d’action du rFVlla n’était pas
parfaitement connu. En effet, il a été observé que le rFVlla 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 I'hypothése que le rFVIla est capable de lier
soit le FT, soit les phospholipides membranaires ou soit les deux et que cette capacité est a
I'origine de son efficacité en tant que traitement (253). Le rFVlla est capable de se lier aux
plaquettes avec une faible affinité et c’est cette propriété qui est utilisée lorsque des doses de
rFVlla 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 plaguettaire peut étre plus importante que la simple
formation d’'une surface propice a la génération de thrombine (255). Un certain nombre
d’études ont par la suite corroboré I'importance de la liaison aux plaquettes pour I'activité du

rFVila (253,255,256). Des données cliniqgues ont montré un effet hémostatique prolongé du
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rFVila chez les patients hémophiles avec inhibiteurs traités (257). Cela a soulevé la
problématique de comprendre comment cet effet pouvait étre prolongé compte tenu de la
courte demi-vie du rFVlla dans la circulation (197). Des études dans des modéles murins ont
suggéré que ce phénomeéne pouvait étre di a une localisation extravasculaire du rFVlla
(258,259). En effet, le rFVila s’associerait rapidement a I'endothélium via un récepteur
endothélial a la protéine C. Une fois lié aux cellules endothéliales, le rFVlla serait transféré
dans les tissus périvasculaires entourant les vaisseaux sanguins, entrainant ainsi une
rétention de rFVlla dans les tissus pendant une certaine période de temps. La localisation du
rFVlla 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) LANTICORPS BISPECIFIQUE EMICIZUMAB

L’emicizumab, aussi appelé ACE910 ou Hemlibra ®, est un anticorps bispécifique, c’est-a-dire
un anticorps capable de reconnaitre deux épitopes d’antigénes différents. Il s’agit d’'un
anticorps monoclonal mimant l'activit¢ du FVllla. Dans ce chapitre je décrirai comment

I'emicizumab a été produit et comment il fonctionne.
3.1) Structure d’immunoglobuline conventionnelle

Les immunoglobulines, ou anticorps, sont des glycoprotéines présentes a 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
a la structure protéique. Le systéme immunitaire des mammiféres a 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
gu’en plus d’isotypes d'immunoglobulines, il existe aussi des allotypes pouvant étre considérés
comme des sous-classes des différents isotypes précédemment mentionnés. Ainsi la classe
d’'lgG peut étre divisée en quatre allotypes principaux, IgG1 a IgG4, numérotés suivante 'ordre
décroissant de leur abondance dans le plasma (261). Dans le cadre d’'une partie concernant
I'anticorps emicizumab, seule la structure conventionnelle d’une IgG sera brievement 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 chaines
polypeptidiques, deux chaines lourdes H (pour Heavy) d’environ 50 kDa et deux chaines lé-
géres L (pour Light) d’environ 25 kDa, ce qui donne des IgG ayant un poids moléculaire d’en-

viron 150 kDa. Les deux chaines lourdes sont identiques entre elles, tout comme les deux
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chaines légeéres, et ces différentes chaines sont reliées entre elles par des ponts disulfures.
Ces ponts disulfures servent a la fois a relier les deux chaines lourdes entre elles mais aussi
a relier chaque chaine lourde a une chaine légeére et fonctionnent de la méme maniére que
des charniéres flexibles, permettant aux différentes chaines d’avoir un certain degré de liberté
les unes par rapport aux autres. Chaque chaine lourde ou Iégére est constituée de plusieurs
domaines globulaires d’environ 110 acides aminés organisés en deux séries de feuillets -
plissés antiparalléles. Le repliement de chacun de ces domaines globulaires est stabilisé par
un pont disulfure qui est cette fois intra-chaine. Une fois correctement repliés les domaines
des chaines lourdes s’alignent avec ceux des chaines légéres 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. Grace a I'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 chaines présente une variabilité trés importante de séquences, alors que dans la partie
restante des différentes chaines les séquences ne présentent que peu de variation. Il est alors
distingué des régions hypervariables (VH ou VL suivant la chaine en question) et des régions
constantes (CH1/CH2/CH3 ou CL suivant la chaine en question) (264). La combinaison des
régions hypervariables d'une chaine lourde et d'une chaine Iégére forme le paratope, c’est a
dire le site de reconnaissance et de liaison de I'anticorps a une partie de I'antigéne appelée
I'épitope. Au vu de leur structure en Y les immunoglobulines disposent donc de deux para-
topes, un par bras. Le squelette de I'immunoglobuline, formé des trois régions constantes de
chaque chaine lourde et de la région constante de chaque chaine Iégere, est quant a lui im-
pliqué dans des fonctions effectrices telles que I'activation du systéme du complément ou la
fixation a 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'lgG. L'immunoglobuline est formée par deux chaines
lourdes (en bleu) et deux chaines légéres (en orange). Les deux chaines lourdes sont reliées
entre elles par deux ponts disulfures présents au niveau de la région charniere dite "hinge".
Cette région charniére relie les deux parties d'une méme chaine lourde. Les couples de chaine
lourde et chaine légeére sont aussi reliés entre eux par un pont disulfure. Chaque chaine lourde
ou légére est composée d'une partie constante et d'une partie hypervariable. Les domaines de
la partie constante de la chaine lourde sont nommeés CH et ils sont au nombre de trois, de CH1
a 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
chaines légeres 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 I'épitope d'un antigene
donné.

Les régions hypervariables de chaque chaine lourde ou légére VH ou VL sont constituées de
trois petites régions hypervariables qui ont un rdle majeur dans la détermination de la
complémentarité de reconnaissance avec I'épitope de I'antigéne. Il s’agit des régions CDR
(Complementary-Determining Regions) 1 a 3 dont la numérotation est déterminée d'apreés leur
position dans la séquence peptidigue. Ces trois régions CDR sont séparées et encadrées par
guatre régions trés conservées ayant un rble de charpente et de stabilisation, les régions FR
(Framework Regions) 1 a 4 : FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. Les régions CDR
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forment des boucles a I'extrémité des immunoglobulines, créant ainsi une surface propice a la
liaison avec un antigene. Ces boucles formées varient en composition d’acides aminés ou
encore en longueur selon les anticorps, elles sont donc a l'origine de la spécificité de liaison
des anticorps. Le site de liaison a 'antigéne de chaque anticorps n’est cependant déterminé
et formé qu’apres juxtaposition des six régions CDR d'un bras (3 sur la chaine lourde et 3 sur
la chaine légeére) (266). Néanmoins, bien que les régions CDR soient les actrices majeures
responsables de la spécificité des anticorps, les régions hypervariables dans leur entiéreté
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

I'affinité d’un anticorps pour son antigéne d’intérét (267).
3.2) Synthése et mode d’action de I'emicizumab

L’emicizumab contient un bras capable de reconnaitre le FIX humain activé ou non et un bras
capable de reconnaitre le FX humain activé ou non. Pour arriver a la génération de cet anti-
corps bispécifique, 200 anticorps monoclonaux ont été obtenus a partir d’'animaux immunisés
avec soit du FIXa humain, soit du FX humain. Les régions hypervariables VH de ces anticorps
ont ensuite été combinées a des chaines lourdes d’lgG2 ou IgG4 humaines. Les régions hy-
pervariables VL de ces mémes anticorps ont quant a elles été fusionnées a des chaines lé-
geres humaines d’isotype k ou A. Suite aux différentes combinaisons possibles a partir de ces
anticorps obtenus apres immunisation, 40000 IgG bispécifiques comprenant différentes com-
binaisons de chaines lourdes et chaines légeres avec des régions hypervariables anti-FIXa
humain et anti-FX humain ont été exprimées. Chaque 1gG bispécifique a été exprimée aprés
transfections simultanées de 4 plasmides (2 codants pour une chaine lourde et une chaine
Iégére anti-FIXa humain et 2 codants pour une chaine lourde et une chaine légére anti-FX
humain) dans des cellules HEK293. Parmi tous ces IgG, un total de 94 anticorps bispécifiques
présentant une activité mimétique du FVllla humain, et donc favorisant avec succes la géné-
ration de FXa humain, ont été identifiés. Apres de multiples étapes visant a identifier les
chaines légeéres et les charpentes d’lgG ayant une correspondance optimale avec les diffé-
rentes chaines lourdes sélectionnées, un anticorps nommé BS15L a été choisi comme candi-
dat principal (268). Ce BS15L a pour caractéristiques d’étre constitué d’'une chaine lourde de
rat avec une région hypervariable anti-FIX humain et d’'une chaine lourde de souris avec une
région hypervariable anti-FX humain, toutes deux greffées sur une charpente d’lgG4 humain.
Afin de former un anticorps bispécifique conventionnel, cet anticorps a chaine lourde bispéci-
fique a été combiné avec une chaine légére humaine d’isotype k dont la région hypervariable

a été substituée par une région hypervariable hybride rat/souris.
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Figure 10 : Schéma d'interaction de I'emicizumab avec le FIXa (en orange) et le FX (en vert). Le
FIXa et le FX sont fixés a la membrane de phospholipides via leur domaine Gla. L'emicizumab
est un anticorps bispécifique, il peut donc reconnaitre deux épitopes différents. Un premier
paratope dirigé contre le FIXa reconnait le domaine EGF1 du FIXa, tandis que le second para-
tope dirigé contre le FX reconnait le domaine EGF2 du FX. La présence de I'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 entraine un changement de conformation du zymogéne 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 FVIlla humain par mutagénese dirigée sur
certains acides aminés spécifiques, une amélioration de ses propriétés pharmacocinétiques
ou encore une amélioration de sa capacité a étre purifié et de sa solubilité (268). Apres toutes
ces étapes, I'anticorps BS15L devint I'anticorps ACE910 avant d’étre connu sous son actuel
nom d’emicizumab. En comparaison du FVIII, le mécanisme d’action de I'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 '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 ».

44



3.3) Comparaison des propriétés moléculaires de I'emicizumab et du FVilla

Puisque le FVIlla humain et I'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 tres différentes en termes de structure et

de régulation, c’est pourquoi elles peuvent agir differemment durant la coagulation (Figure 11).
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Figure 11 : Comparaison des caractéristiques du complexe FVIlla/FIXa/FX a celles du complexe
emicizumab/FIXa/FX.

3.3.1) Interactions avec FIX/FX et stoechiométrie du complexe tenase
Les sites d’interaction du FVIlla humain et de 'emicizumab avec les facteurs IXa et X humains
se sont pas identiques. En effet, les interactions du FVllla avec le FIXa ou le FX se font toutes
deux par I'intermédiaire de plusieurs sites distincts localisés sur les chaines Iégéres et lourdes
des différentes protéines. A titre de comparaison, I'emicizumab ne se lie qu’'a un seul site sur
chaque protéine qu’il reconnait, 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 FVllla formée lors de
la coagulation. Concernant 'emicizumab, la concentration lors d’un traitement prophylactique

estde I'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 FVllla formée mais la quantité de FIXa formée. C’est une notion
importante a retenir pour l'interprétation de l'activité de I'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 FYW mais
aussi pour convertir les FIX et FVIII dans leur conformation active. De plus, le FVllla n’est pas
capable d’interagir avec le FX non activé (56). Ainsi, I'activation du FVIII peut étre considérée
comme la mise en fonctionnement du complexe tenase. L’affinité du FVllla pour le FIXa et le
FX est bien plus forte que celle mesurée entre I'emicizumab et les acteurs du complexe tenase.
En effet, le FVllla 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 I'emicizumab ces affinités de liaison sont respective-
ment d’environ 1,5 pM et 1,8 pM (269). Il est aussi crucial de noter que la distinction entre
protéines zymogénes et protéines activées n’existe pas pour I'emicizumab car celui-ci est ca-
pable de lier avec des affinités similaires le FIX/FIXa humain (Kd respectivement égal a 1,6
UM et 1,5 pM) mais aussi le FX/FXa humain (Kd respectivement égal a 1,9 uM et 1,0 uM)
(269). Puisque I'anticorps bispécifique reconnait a la fois le FIX humain zymogéne et le FIX
humain activé, cela implique que I'anticorps est toujours actif tant que du FIXa humain est

présent.

3.3.3) Activité cofacteur et régulation
Activité cofacteur : Le FVIlla participe a 'augmentation de génération de FXa de trois maniéres
différentes, c’est-a-dire en favorisant la localisation du FIXa a 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, I'emicizumab lui est incapable de réaliser les deux pre-
miers roles du FVllla et son rdle se retrouve limiter & uniquement former un pont entre I'enzyme
et son substrat. L’amplitude de I'effet cofacteur du FVllla sur 'augmentation de I'activité cata-
lytigue du FIXa est souvent déterminée dans des tests utilisant des protéines purifiées. En
général, le FVllla est capable d’augmenter entre 1000 a 1 million de fois 'activité du FIXa. A
titre de comparaison, la détermination de I'effet cofacteur de I'emicizumab donne des valeurs

environ 10 fois plus faibles que celles obtenues avec le FVllla (153).

Régulation : L’'activité du complexe tenase peut étre inhibée de différentes manieres. Le com-
plexe tenase naturel ou par le complexe tenase avec I'emicizumab ont pour similarité que le
FIXa est sensible a l'inhibition par des protéines anticoagulantes telles que I'antithrombine ou
la protéase nexine 2 (271,272). Néanmoins, le complexe tenase naturel posséde un second

mécanisme de régulation ou I'activité cofacteur du FVilla est neutralisée par deux voies
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d’inactivation, 'une due a la dissociation spontanée du domaine A2 du FVllla et 'autre due a
la dégradation protéolytique provoquée par différentes sérine-protéases, telles que la protéine
C activée.

3.4) Détermination de I'effet de I'emicizumab dans des tests d’activité

Plusieurs tests d’activité existent pour mesurer I'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 I'analyse des formes d’onde des caillots formés. La difficulté princi-
pale concernant 'emicizumab est d’obtenir un équivalent FVIII, c’est-a-dire de corréler son
activité dans les différents tests d’activité a une valeur comparable d’activité FVIIIl. En effet,
tous ces tests ont été concgus 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 a un autre mais aussi d’'un réactif a 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 I'efficacité de I'emicizumab. Il est alors aisé
de déduire qu’une méme concentration d’emicizumab peut étre équivalente a 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, a gauche) et
de temps de céphalines avec activateur (TCA, a droite). Ces tests sont utilisés pour déterminer
I'effet de I'emicizumab in vitro. Dans le test TGT, I'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 a partir de prothrombine est directement corrélée
au clivage de ce substrat fluorescent par cette méme thrombine. Dans le test TCA, la
coagulation est déclenchée par le systeme 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 systéme contact entraine 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 étre en mesure d'arréter le mouvement de la bille magnétique.
Le temps nécessaire a l'arrét de la bille magnétique correspond ainsi au temps de coagulation
du plasma testé. L'utilisation de I'emicizumab dans ces deux tests donnent des résultats
extrémement variables. Ainsi, pour une concentration thérapeutique d'emicizumab de 3
mg/kg, I'effet de I'emicizumab dans le test TGT est équivalent a 5-10% de FVIII alors qu'il est
équivalent a 100% de FVIII dans le test TCA (données tirées de Soeda et al. WFH, 2014).
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3.5) Détermination de I'effet de 'emicizumab dans des essais cliniques

Le premier essai clinigue de phase | réalisé chez 'lHomme a été complété en 2015 sur 64
volontaires sains et non-hémophiles. Ces individus regurent une unique injection sous-cutanée
de placebo ou d’emicizumab a des doses comprises entre 0,001 et 1 mg/kg (275). La distribu-
tion de I'emicizumab suit un profil pharmacocinétique linéaire et la demi-vie de la protéine est
estimée a approximativement 30 jours, indépendamment de la dose injectée. Aucun effet in-
désirable sévére 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 maniére dose-dépendante dans chacun des
tests. Un autre essai clinique de phase | a été réalisé en 2016, cette fois sur 18 patients hé-
mophiles A dont 11 qui présentaient des anticorps inhibiteurs. Ces patients recurent une fois
par semaine pendant douze semaines une injection sous-cutanée d’emicizumab a des doses
comprises entre 0,3 et 3 mg/kg (276). Le principal sujet d’étude de I'essai clinique était le
nombre d’événements hémorragiques annualisé. Une diminution trés importante du nombre
d’événements hémorragiques annualisé médian a été observé dans I'ensemble des groupes
traités. Une absence de saignements a été observé chez 8 patients sur 11 dans le groupe
présentant des inhibiteurs anti-FVIIl et chez 5 patients sur 7 dans le groupe ne présentant pas
d’inhibiteurs. Aucun effet indésirable sévére et aucun trouble d’hypercoagulation n’ont été en-
registrés. Enfin, une étude pivot de phase Il multicentrique nommée HAVEN a été réalisée
sous la forme de quatre essais cliniques (HAVEN 1 a 4) afin d’évaluer I'efficacité, 'absence
de risque et la pharmacocinétique d’'une prophylaxie utilisant '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 I'essai
clinique, regurent une dose initiale d’emicizumab de 3 mg/kg une fois par semaine pendant
guatre semaines. lls regurent 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 clinigues concordent entre eux, une
diminution significative du nombre d’événements hémorragiques annualisé est enregistrée,
entre 87% a 99% en comparaison de groupes contrdles n’ayant pas regu de traitement pro-
phylactique. Cing effets indésirables sévéres ont été enregistrés dans I'essai HAVEN 1 (trois
microangiopathies thrombotiques et deux événements thrombotiques). lls concernent des pa-

tientes hémophiles A et ils ont été associés a Iutilisation de doses de complexe
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prothrombotique activé supérieures a 100 U/kg/24h dans le cadre du traitement de saigne-
ments intermenstruels. Néanmoins, aucun effet indésirable sévere et aucun trouble d’hyper-

coagulation n’ont été enregistrés dans les trois autres essais cliniques de 'étude.

4) LES ANTICORPS A DOMAINE UNIQUE OU NANOBODIES

Les anticorps conventionnels sont des outils thérapeutiques trés utiles de par leurs propriétés
intéressantes. Il existe cependant dans certaines espéces des anticorps particuliers dont les
propriétés sont a la fois similaires et différentes de celles des anticorps conventionnels. Tout
comme les anticorps conventionnels, ces anticorps particuliers peuvent étre des outils

thérapeutiques trés intéressants.

4.1) Mise en évidence des anticorps a chaine lourde
4.1.1) Les anticorps a chaine lourde chez les camélidés

En 1987, des protéines de bas poids moléculaires ont été découvertes dans des préparations
de plasma de dromadaires visant a I'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-
guement formés de deux chaines lourdes identiques et ils sont aussi dépourvus de chaines
Iégéres dans leur structure. lls furent donc nommeés anticorps a chaine lourde (281). Chez les
camélidés, il existe trois isotypes d'immunoglobulines G, les immunoglobulines Gi correspon-
dent aux immunoglobulines conventionnelles tandis que Gz et Gs correspondent a des anti-
corps a chaine lourde. Ainsi, la proportion d’anticorps a chaine lourde a été estimée entre 25
et 50% suivant les espéces 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 'absence de chaines légéres dans leur structure, mais
aussi par le fait que leurs chaines lourdes sont seulement organisées en 3 domaines, et non
4 comme chez les anticorps conventionnels. En effet, leurs chaines 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 chaines légeéres, les

propriétés de reconnaissance et liaison d’antigénes de ces anticorps sont uniguement dues a
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'unique région hypervariable VHH (Heavy chain only Variable domain) et non pas a 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 charniére flexible. Deux séquences distinctes
de région charniére sont retrouvées chez les camélidés et elles codent pour des régions char-
niéres de tailles différentes. La région charniere dite « longue » est retrouvée chez les anti-
corps a chaine lourde d’isotype IgG; et la région charniére dite « courte » est retrouvée chez
les anticorps a chaine lourde d’isotype 1gG3(284) (Figure 13).
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Figure 13 : A) Représentation schématique des différentes sous-classes d’IgG présentes chez la
famille des camélidés. Les camélidés possédent des anticorps conventionnels IgG1 et des
anticorps a chaine lourde, dits a "charniere longue" IgG2 ou a "charniere courte" 1gG3. Ces
anticorps a chaine lourde ne possedent pas de chaines Iégéres, leurs chaine 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 I'humain, numérotées de IgG1l a IgG4 selon leur abondance relative
décroissante dans le plasma.
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L'absence du domaine constant CH1 dans les anticorps a chaine lourde est probablement
directement liée a I'absence de chaine légeére. En effet, lors de la synthése d’anticorps con-
ventionnels, les chaines 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 chaines Iégéres afin de permettre la formation puis
la sécrétion des anticorps conventionnels (285). Dans le cas des anticorps a chaine lourde, la
suppression du domaine constant CH1 est donc essentielle & leur sécrétion, pour pallier a
'absence des chaines légeres. En effet, une mutation est présente dans le géne codant pour
la chaine lourde d’isotype 1gG2 ou IgG3 au niveau de la séquence d’épissage bordant I'exon
CHZ1, ce qui conduit a la suppression de celui-ci lors de I'épissage de 'ARNm correspondant
(284,286).

4.1.2) Les anticorps a chaine lourde chez d’autres espéces animales

Des immunoglobulines dépourvues de chaines légéres d’environ 175 kDa ont aussi été ob-
servés dans certaines espéces 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 different quelque peu des anticorps a
chaine lourde des camélidés dans leur structure (289). En effet, les chaines lourdes de ces
IgNAR comptent cinqg domaines constants CH1 a 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 chaines lourdes de mammiféres. De maniére
surprenante, elles ne présentent pas non plus une homologie trés élevée avec des régions
hypervariables de chaines lourdes provenant d’autres immunoglobulines de poissons cartila-
gineux (288,290). Au contraire, elles présentent une homologie de séquence avec des régions
hypervariables de chaines légéres 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 a I'antigéne des anti-
corps a chaine lourde est constitué uniquement par le domaine hypervariable VHH. L’expres-
sion recombinante d’un domaine hypervariable VHH permet d’obtenir un anticorps a domaine
unique soluble de dimensions hanométriques, aussi appelé pour cette raison Nanobody. Mal-

gré leur petite taille et leur poids moléculaire de I'ordre de 15 kDa, ces nanobodies présentent
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des caractéristiques fonctionnelles, telles que l'affinité et la spécificité, trés similaires et com-
parables a celles d’anticorps conventionnels (291). En termes d’affinité, ils sont capables de
reconnaitre des antigénes avec des affinités de I'ordre du nanomolaire ou méme 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 a 3, impliquées dans la liaison a I'antigéne, et quatre régions FR1 a 4 qui for-
ment le cceur 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 étre 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). Premié-
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 extrémement 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 I'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 a agréger lorsqu’ils sont exprimés
en absence de partenaires VL (300). Deuxiemement, 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 a ce que
cette diversité soit moins élevée dans les anticorps a chaine lourde. Néanmoins, grace a 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 a parts égales a la reconnaissance de |'épitope. En revanche dans les anti-
corps a chaine lourde, la part du CDR3 prédomine puisqu’il participe pour 60 a 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 méme maniere de quatre domaines constants
FR1 a FR4 et de trois domaines variables CDR1 a 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 I'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 genes dits de variabilité V, de diversité D et de jonctions JH et leur
réarrangement au cours du développement des lymphocytes B, cet éveénement 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 chaines
lourdes, soit de fragments génomiques V et J pour les chaines légéres. Ces fragments
génomiques se situent dans le locus H du génome des camélidés, en amont des séquences
codant pour les domaines constants CH1 a 3. Pour les anticorps a chaine 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 ’ARNm par épissage alternatif. Cet épissage ne semble pas nécessiter de facteurs

cellulaires propres aux camélidés puisque le transfert d'un géne réarrangé d’anticorps a chaine
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lourde dans des cellules de souris en culture a abouti a la production d’anticorps a chaine
lourde fonctionnels (307). Cela indique que I'environnement nucléotidique de I'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 méme temps que les domaines VHH
présentant des régions CDR3 longues. Cependant, leur faible proportion dans la population
de domaines VHH suggére que les lymphocytes B les exprimant sont probablement moins
sélectionnés lors de I'amplification clonale des lymphocytes aprés I'exposition a l'antigéne. En
plus de cette diversité due aux réarrangements de genes au cours du développement des
lymphocytes B dans les organes lymphoides centraux, la diversité du répertoire peut étre
encore augmentée grace a I'hypermutation somatique qui intervient dans les organes
lymphoides périphériques lors de la réponse immunitaire. Enfin, les régions CDR1 des
domaines VHH contiennent deux sites d'hypermutation somatique supplémentaires par
rapport a leurs homologues présents dans les domaines VH. Cela contribue a ce que les
anticorps a chaine lourde aient un répertoire de reconnaissance comparable a celui des

anticorps conventionnels (304) (Figure 15).

Segments V Segments D Segments J Régions constantes

Recombinaison D-J

Recombinaison V-0J— (i} 00— -

Transcription et épissage —{H  NEGNG-— -~

Traduction et assemblage

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
étre 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 a son tour traduit en protéine. Cette protéine est un anticorps disposant un
domaine hypervariable VH unique, obtenu grdce a la recombinaison VDJ.
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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 monome-
rique. Cela simplifie considérablement leur clonage a 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 confére
une pénétration tissulaire bien meilleure que celle des anticorps classiques et leur permet
méme de passer la barriere 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 acces a des épitopes enfouis est possible grace a leur propen-
sion a reconnaitre des structures concaves grace a leur forme convexe (313). Les domaines
VHH possédent aussi certains avantages physico-chimiques tels qu’une stabilité thermique a
haute température. Les domaines VHH semblent étre capables d’endurer de longues incuba-
tions a 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 méme capables de conserver leur capacité de liaison a I'antigéne
malgré ces hautes températures (291). De la méme maniére, 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 premiére application des
nanobodies qui peut étre citée est leur utilisation dans le domaine de I'imagerie. En effet 'une
des premiéres applications dans ce domaine a été de marquer des antigénes in vivo au niveau
de différents compartiments intracellulaires grace a des nanobodies fusionnés a une protéine
fluorescente (316) ou a des fluorochromes de type Alexa®, a des quatum dots (317), a 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 a l'imagerie médicale (320). D’autres
avancées font état de la possibilité d'utiliser les nanobodies pour l'imagerie cellulaire
dynamique a trés haute résolution (318,321). Dans un domaine tout a 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 a 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 I'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 a 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 a 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 a
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 thése a été de travailler sur deux types d’anticorps : un nanobody dirigé car
le FVIla et 'emicizumab. Dans la premiéere partie, je me suis intéressé a cribler, identifier et
caractériser un nanodody fixant et inhibant le FVIla et dans la seconde partie j'ai évalué dans

un modéle de saignement chez la souris, I'effet de 'emicizumab en combinaison avec du FVIII.

Avant de présenter les différents articles sur lesquels jai travaillé, je vais présenter une revue
traitant des anticorps en tant que traitements dans le cadre de '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 sévere. De nouvelles thérapies de '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 particuliere-
ment a un anticorps bispécifique servant de pont entre le FIXa et le FX, a des anticorps mo-
noclonaux bloguant la fonction du TFPI et a une protéine de fusion FVIll/nanobody ayant une

liaison significativement augmentée pour le FVW.
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Replacement therapy has been proven effective in the management of bleedings in
haemophilia A. Nevertheless, this approach comes with several shortcomings, like the
need for frequent intravenous infusions and the development of neutralizing anti-
bodies in 20 to 30% of the patients with severe haemophilia A replacement. This has led
to the development of novel strategies to expand the spectrum of treatment options,
some of which are based on antibody technology. These include a bispecific antibody
that bridges enzyme factor IXa and substrate factor X, monoclonal antibodies that
block the function of tissue factor pathway inhibitor, and a factor Vill-nanobody fusion
protein with strongly enhanced von Willebrand factor binding. In this review, functional
and mechanistic considerations on the use of these antibody variants will be discussed.

Die Ersatztherapie hat sich bei der Behandlung von Blutungen bei Hamophilie A als
wirksam erwiesen. Dennoch bringt dieser Ansatz einige Nachteile mit sich, wie
beispielsweise die Notwendigkeit hdufiger intravendser Infusionen und die Entwick-
lung von neutralisierenden Antikérpern bei 20 bis 30% der Patienten mit schwerer
Hamophilie A. Dies hat zur Entwicklung neuer Strategien gefiihrt, um das Spektrum der
Behandlungsoptionen zu erweitern, von denen einige auf der Antikérpertechnologie
basieren. Dazu gehoren ein bispezifischer Antikorper, der den Enzymfaktor IXa und den
Substratfaktor X Gberbriickt, monoklonale Antikorper, die die Funktion des Tissue
factor-Pathway-Inhibitors blockieren, und ein Faktor-VllI-Nanobody-Fusionsprotein mit
stark verstarktem von Willebrand-Faktor. In dieser Ubersichtsarbeit werden funktionale
und mechanistische Uberlegungen zur Verwendung dieser Antikérpervarianten
diskutiert.

For decades, the treatment of haemophilia A has mainly
consisted of replacement therapy using FVIII concentrates of

The activated derivative of factor VIII (FVIIIa) participates in the
coagulation cascade as a nonenzymatic cofactor for activated
factor IX (FIXa) in the generation of activated factor X (FXa)." Its
physiological relevance in this enzymatic reaction is illustrated
by the notion that the functional absence of FVIII predisposes to
a severe bleeding diathesis, known as haemophilia A.
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varying purity. As of today highly purified plasma-derived or
recombinant FVIII concentrates are broadly used for the pro-
phylactic treatment of haemophilia A, thereby not only marked-
ly reducing spontaneous bleeding events but also enabling
home therapy.?® Although effective, replacement therapy
comes with several disadvantages, like the need for frequent
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promoting FX activation by FIXa
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Antibodies in Haemophilia A Treatment

Anti-TFPI: blocks TFPI function,
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Fig. 1 Antibodies in haemophilia treatment. The mechanisms of action of three different types of antibodies that are or may be useful in the

management of haemophilia are schematically depicted.

intravenous applications and the development of anti-FVIII
antibodies in 20 to 30% of the patients with severe haemophilia
A4 It is not surprising therefore that a search for alternative
strategies to improve haemophilia A treatment has been ongo-
ing. In this review, we will focus on antibody-based treatment
options, and three examples will be discussed ( = Fig. 1). First, a
bispecific antibody (emicizumab) that combines FIXa and FX to
enhance FXa generation; second, antibodies that block the
function of tissue factor pathway inhibitor (TFPI), thereby
promoting activity of the tissue factor/factor Vlla (TF/FVIIa)
and prothrombinase complex; and third, a FVIll-nanobody
fusion protein that displays prolonged survival and reduced
immunogenicity.”~® Importantly, this review will limit itself to
the functional and mechanistic aspects of the antibodies, and
will not discuss clinical efficacy.

Bispecific Antibody Emicizumab:
Comparison with FVIII

Emicizumab (also known as ACE910 or Hemlibra) is a
bispecific antibody that interacts with FIX/FIXa and FX/
FXa.? The rationale behind this antibody is that it brings
the enzyme FIXa and its substrate FX in close proximity,
favouring conversion of FX into FXa. To some extent, this
antibody resembles FVIIIa, the cofactor within the tenase
complex that is also capable of simultaneously interacting
with FIXa and FX. Nevertheless, emicizumab and FVIII are
very different proteins in terms of structure and regulation,
and consequently they will act differently during coagula-
tion. To understand these differences, it is perhaps conve-
nient to first provide a reminder of how FVIII actually
functions. We have recently described the mode of action
of FVIII in great detail,'® and will therefore only provide a
summary of the key points in this regard.

On/off switch: FVIII circulates as a precofactor that
requires activation by thrombin and/or FXa before it
becomes an active cofactor. However, because FVIlla is a
very labile protein, it will lose its function by just falling apart
within minutes following activation."" Also, FVIIa is an

efficient substrate for activated protein C, which is able to
inactivate FVIlla via site-specific proteolysis.'2 FVIlla activity
is thus regulated by an on/off switch.

Specific cofactor functions: FVIIIa’s cofactor function consists
of different explicit tasks. FVIIla initiates formation of the
tenase complex by recruiting FIXa to the phospholipid surface,
limiting the movement of the proteins to a two-dimensional
space.”® While interacting with FIXa, FVIlla stabilizes the
protease domain of FIXa.'* This interaction has two main
functions: to reduce the flexible movements of the surface
loops that surround the active centre and to position the active
centre at the appropriate height from the phospholipid surface.
Both functions are crucial to optimize the catalytic capacity of
FIXa. Once in place, the complex is ready to receive FX. By
interacting with FVIIIa, the activation peptide of FXis optimally
aligned to the active site of FIXa, which further promotes FXa
generation.'” Thus, multiple aspects of FVIIla cofactor function
define its enhancing potential within the tenase complex.

Specificity: Although FIXa binds equally well to FVIII or
FVIlla (with this interaction only being limited by the pres-
ence of von Willebrand factor [VWF]), the opposite is untrue.
FVIla (or FVIII) is unable to interact with the FIX zymogen.'®
This restricts the formation of the complex to one between
the enzyme and cofactor, rather than between the zymogen
and cofactor. Furthermore, FVIIIa is able to interact with FX,
while less so with FXa.!® Indeed, the low affinity for FXa
compared with FX allows the release of FXa from the FIXa/
FVIlla complex, making the tenase complex available for a
next substrate molecule. Hence, FVIIla displays specificity
toward both the enzyme and substrate.

Stimulating activity: The magnitude by which FVIlla
enhances the catalytic activity of FIXa is often determined
in assays using purified components. Accordingly, variables
like phospholipid concentration and composition, as well as
concentrations of the proteins, are determinant for the
catalytic efficiency that is measured. In general, FVIlla
enhances FIXa activity by 1,000- to 1 million-fold.

Limiting factor within the tenase complex: To establish
what is the limiting factor within the tenase complex, it is of

Hamostaseologie  Vol. 39 No. 1/2019

61

Ferriere, Lenting 37



38

Antibodies in Haemophilia A Treatment

relevance to consider the respective protein concentrations.
It is obvious that FVIII concentrations (0.3-1 nM) are consid-
erably lower than those of FIX (90 nM) or FX (135 nM). The
actual concentrations of FVIIla and FIXa during in vivo
coagulation are difficult to establish, but even if we consider
that 50% of FVIIl is activated versus 5% of FIX, this would still
mean 9 to 30-fold less FVIIla than FIXa (0.15-0.5 vs. 4.5 nM).
It is thus fair to assume that FVIIla is the limiting factor
within the tenase complex.

In view of this complex mechanism of action and regula-
tion of FVIIIa, it is obvious that the characteristics of the
antibody-based protein emicizumab will be rather different.
A first important difference is that emicizumab has similar
affinity for FIX versus FIXa and for FX versus FXa.!” This
indicates that the specificity of FVIIla toward FIXa and FX is
no longer present in the bispecific antibody. It is therefore
possible that the following ternary complexes will be formed
in the circulation: emicizumab/FIX/FX, emicizumab/FIXa/FX
(which is the one that is relevant for FXa generation),
emicizumab/FIX/FXa, and emicizumab/FIXa/FXa. How
much of each complex is being formed is very much depen-
dent on the respective concentrations of the individual
constituents. Based on concentrations and respective affini-
ties, it is possible to calculate how much of each complex is
formed. In the normal circulation and at therapeutic emici-
zumab concentration of 55 pg/mL (370 nM), the emicizu-
mab/FIX/FX complex will be the most abundant, with
~0.8 nM ternary complex.17

Interestingly, in normal individuals (and there is no
reason to assume that this will be different in haemophilia
A patients), there is ~120 pM of FIXa that is constitutively
present in the circulation.'® Since emicizumab does not
make any distinction between FIX and FIXa, only a small
portion of these 120 pM of FIXa will bind to emicizumab.
Indeed, the ternary complex relevant for FXa generation
(emicizumab/FIXa/FX) present under basal conditions in
these treated patients can be calculated to be ~2 pM. Of
note, since emicizumab is not regulated by an on/off switch,
this may indicate that there is a constitutive background
activity of this emicizumab/FIXa/FX complex. It is not to be
excluded that such low background activity may act already
during small subclinical bleeds that do not provoke a full
trigger of the coagulation cascade.

An important question is of course how efficiently does
emicizumab enhance FIXa activity in comparison to FVIIla?
The antibody configuration of emicizumab will prevent it
from capturing FIXa and FX to the phospholipid surface
(something that does not exclude the activation reaction to
be still phospholipid-dependent). Furthermore, with the
emicizumab binding site being located in the epidermal
growth factor 1 (EGF1)-like domain of FIXa, the bispecific
antibody is also unlikely to modify the flexibility and posi-
tion of the FIXa protease domain to a significant extent. It is
therefore difficult to expect that emicizumab to be as effi-
cient as FVIlla in stimulating FX activation. Experiments
using purified components showed that emicizumab was
approximately 10-fold less efficient in enhancing the cata-
lytic efficiency by which FIXa activates FX.3:7
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Emicizumab: Monitoring Using Activity
Assays

To monitor emicizumab-based therapy in the patients, two
issues are of relevance. First, one might want to verify levels
of emicizumab during therapy. In the current clinical trials, a
specific enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) sys-
tem using anti-idiotype antibodies has been applied.'® Al-
ternatively, one could also employ a chromogenic FVIII
activity assay, with the necessity of such an assay to contain
human FIXa and FX (for example Biophen FVIII:C by Hyphen
Biomed), which uses emicizumab as standard. The main
difficulty is to find a so-called FVIII-equivalence using activi-
ty assays. Several assays are available to measure FVIII
activity, like the activated partial thromboplastin time
(aPTT), thrombin generation assays (initiated by TF or factor
Xla), or clot waveform analysis. Each of these assays is based
on FVIII being the limiting factor, while the amount of FIXa
that is generated in these tests is quite variable from one test
to the other, and even depends on the activating reagent
used. Knowing that emicizumab is present in large excess
over all other relevant components (FIXa and FX) and is
always in its “on”-mode, it will thus be the amount of FIXa
present that will determine the activity of emicizumab. With
the FIXa concentrations being different from one assay to the
other, it will be complicated to assign a FVIII-like value to a
certain emicizumab concentration. Care should therefore be
taken to extrapolate findings concerning emicizumab in
laboratory assays to the in vivo haemostatic potential of
this molecule. We would like to emphasize that this does not
mean that emicizumab activity in vivo is per definition lower
than what will be measured in laboratory assays. It cannot be
excluded that emicizumab has the intrinsic capacity to
modulate the extent of FIXa formation in a way that goes
unnoticed in the regular activity assays. For example, it is
known that FXa is able to generate the FIX activation
intermediate FIXa, which is a much better substrate than
FIX for the TF/FVIla complex. Akin to emicizumab promoting
formation of FXa by FIX, it is theoretically possible that it also
promotes FXa-mediated FIXa formation, which in the pres-
ence of TF/FVIla is then readily converted into FIXa. This
pathway could eventually explain why emicizumab seems to
have higher activity in TF-based thrombin generation assays
compared with FXla-based thrombin generation assays.

Emicizumab in Combination with Other
Procoagulant Agents

Under certain conditions, emicizumab has been or will be
used in combination with other procoagulant proteins, such
as FVIII concentrates or FVIII-bypassing agents like factor
eight inhibitor bypassing activity (FEIBA) or FVIla. It is of
interest to consider how the co-use of such products impacts
coagulation. In case of FEIBA use, several issues need to be
considered. First, FEIBA consists of many different proteins,
including high concentrations of prothrombin, FX, and FIX.?°
By adding FIX and FX to the circulation, one automatically
increases levels of the ternary complexes. A dose of 100 U/kg
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of FEIBA will more than double the concentration of the
ternary emicizumab/FIX/FX complex in the circulation, as-
suming a therapeutic emicizumab level of 370 nM.!” Fur-
thermore, FEIBA contains considerable amounts of FIXaand a
dose of 100 U/kg may ultimately result in circulating FIXa
levels that may reach 1 nM.2"?2 Since emicizumab makes no
distinction between FIX and FIXa, and does not require an
on-switch to become active, the presence of FIXa may
directly be used to trigger FXa generation: the ternary,
FXa-generating emicizumab/FIXa/FX complex may rise to a
concentration of 20 pM.

With regard to the use of FVIla, it will be rather different.
The use of FVIla will not change the basal FIX or FX levels,
suggesting ternary complex formation remains unaltered.
However, FVIla will cause the generation of both FIXa and
FXa, thereby increasing the participation of these proteins in
the complexes with emicizumab. Primate studies using a
dose of 50 ng/kg FVIla revealed that such a dose doubles the
FIXa concentration in the circulation from ~120 to 240 pM.?3
This suggests that that FVIIa may contribute to an increase in
active emicizumab/FIXa/FX complexes, albeit probably to a
lesser extent compared with FEIBA.

As for the combination with FVIII, two distinct situations
should be considered. First, in patients having no anti-FVIII
antibodies receiving regular doses of FVIII concentrates (25-
50 U/kg), FVIII will be present together with emicizumab and
compete for the interaction with FIXa. Since FVIlla displays
much higher affinity for FIXa than emicizumab (2-15 nM vs.
1.5 uM), and will not be diluted to nonactivated FIX zymogen,
it seems likely that any FIXa present will first choose to
partner with FVIIla. However, also in these situations, FIXa
will be present in excess over FVIIla. The remaining FIXa thus
remains available to interact with emicizumab. Depending
on the excess of FIXa, there might therefore be the formation
of ternary complexes of emicizumab/FIXa/FX in addition to
the tenase complex. However, these ternary complexes are
11-fold less efficient than the tenase complex in generating
FXa. Will this be different under conditions where patients
receive immune-tolerance therapy? Such patients have in-
hibitory antibodies against FVIII, and receive high doses of
FVIII on a daily basis. Depending on the nature of the
inhibitory antibodies and their concentrations, they may
prevent FVIII from interacting with FIXa. As such, FIXa
remains available for binding to emicizumab. Given the
polyclonal character of the antibodies in most patients, it
is probable that FVIII will not be interacting with FIXa in
these inhibitor patients. Emicizumab will therefore be able to
assist FIXa during immune tolerance therapy.

Monoclonal Antibodies Targeting TFPI

TFPI is a Kunitz-type inhibitor, known to interfere with the
initial phase of coagulation.?4%> Two isoforms are present in
humans: TFPla, which contains three Kunitz domains and a
basic C-terminal region, and TFPIB in which the third Kunitz
domain and the basic region are replaced by a glycosylphos-
phatidylinositol-binding sequence. The mode of action of
TFPI is perhaps less straightforward than many seem to
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appreciate.?*2% At low concentrations, its Kunitz-2 domain
interacts loosely with FXa, before isomerizing into a tight
complex. This complex is then able to rapidly inhibit the
activity of the TF/FVIla complex, via interactions between
the Kunitz-1 domain of TFPI and the FVIIa active site. TFPI
alone is a less effective inhibitor of TF/FVIla compared with
FXa/TFPL

The fact that TFPI plays an important role in the regula-
tion of the initial phase of coagulation has sparked interest
related to its use as a target in the treatment of haemo-
philia.” The rationale would be that by blocking TFPI, more
FXa and FIXa will be generated by the FVIla/TF complex,
which in turn will lead to increased thrombin generation
and subsequent fibrin deposition and platelet activation.
Preliminary studies indeed revealed that anti-TFPI anti-
bodies shorten the coagulation time of haemophilic plasma
and reduce the bleeding tendency in a rabbit model of
acquired haemophilia A.2728

As to our knowledge, three monoclonal antibodies target-
ing TFPI are currently under clinical development: PF-
06741086 by Pfizer, BAY1093884 by Bayer Healthcare, and
concizumab by Novo Nordisk. Results from efficacy studies
using these antibodies are awaited with great anticipation.
Meanwhile, it is of interest to reflect on the various aspects of
how such monoclonal antibodies affect TFPI biology. Several
issues seem to be of relevance in this regard. First, TFPI is not
only an inhibitor of the FXa/FVIla/TF complex, but also
recognized as a direct inhibitor of the prothrombinase
complex.?? At present, it is unclear which of the three clinical
candidates is able to interfere with TFPI-mediated inhibition
of the prothrombinase complex, and how this affects the
prohaemostatic potential of such antibody.

The second issue relates to the biodistribution of TFPI.
The majority of the TFPI molecules are located at the surface
and within endothelial cells, while only a small percentage
of TFPI is present in plasma, mostly associated to lipopro-
teins.3? There is also a portion that is stored in platelets.3' It
will thus be difficult to monitor how much of the total TFPI
population will be inhibited by the therapeutic antibodies,
while having only access to the patients’ plasma. Moreover,
in vivo studies using mice with a combined tissue-specific
deficiency of TFPI and full deficiency of FVIII revealed that
particularly platelet-stored TFPlx is of particular relevance
to compensate for the absence of FVIIL.32 At this point, it is
uncertain which of the three monoclonal antibodies in
clinical development is able to specifically target platelet-
stored TFPI. Lastly, we know that the FVIIa/TF complex may
exert functions beyond haemostasis, in part via protease
activated receptor 2 (PAR-2) mediated signalling process-
es.33 For example, animal studies have revealed that cell-
bound TFPI contributes to reduce tumour metastasis and
atherosclerosis.3#3> Furthermore, TFPI may also inhibit
other proteases that are not involved in haemostasis, and
the FVII-activating protease has been reported to be among
them.3® It would be important therefore to investigate how
the prophylactic use of anti-TFPI antibodies modulates the
extra-haemostatic activities of the TF/FVIla complex and
other proteases.
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A Factor VIlI-Nanobody Fusion Protein

For our third example of how antibodies could be used in the
development of novel strategies in the treatment of haemo-
philia, we would like to focus on a specific kind of antibodies,
namely heavy chain-only antibodies.3” Such antibodies are
found in members of the Camelid family, which include
camels and Ilamas. These heavy chain-only antibodies lack
the light chain that is present in classic immunoglobulin G
(IgG) molecules, and consequently all the antigen-binding
information is constrained within the variable heavy-chain
region of the heavy chain-only antibodies. This variable
region (also known as VHH or nanobody) can thus be used
similar to the single-chain Fv fragments of classic IgGs. In
isolated form, nanobodies have a molecular weight of ~15
kDa. Despite their small size, they can still display high
affinity for their target antigen. In the present example of
this review, nanobodies have been used as a fusion partner to
FVIIL® Of course, many other possibilities to use these
specific antibody fragments do exist (see for instance
reviews in Beghein and Gettemans 2017, Manglik et al
2017, and Vincke and Muyldermans 2012).38-40

The rationale behind the use of nanobodies as a fusion
partner for FVIII lies in the observation that although FVIII
binds with high affinity to VWF, there is still 2 to 5% of FVIII that
circulates as free protein.*!**2 Free FVIII differs from VWF-
bound FVIII in that it is cleared 6- to 10-fold more rapidly.
Moreover, VWF modulates the anti-FVIIl immune response by
affecting the pathway by which FVIII is endocytosed by anti-
gen-presenting cells.**** The underlying hypothesis in the
design of the FVIII-nanobody fusion protein was therefore to
create a FVIII molecule that forms a tighter complex with VWF,
thereby reducing the amount of free FVIII. To do so, nanobodies
were generated against the VWFD’-D3 domain, the region that
contains the FVIII-binding site. These nanobodies indeed
display a ~50- to 100-fold slower dissociation rate constant
from VWF compared with FVIIL®

Two copies of one of these nanobodies, i.e., KB-VWF-013,
were cloned into the FVIII complementary DNA (cDNA),
replacing the nonfunctional FVIII B-domain.’ The final protein,
designated FVIII-KBO13bv, was produced in mammalian cell
lines as a single chain protein, and analysed for function in in
vitro assays. In terms of activity, FVIII-KBO13bv was having full
cofactor activity in one stage and chromogenic assays. FVIII-
KBO13bv further had a 25-fold higher apparent affinity for
VWEF compared with wild-type FVIII (13 vs. 330 pM), confirm-
ing that the presence of the nanobodies considerably improves
binding to VWF. This increased affinity means that at a
concentration of 1 U/ml, more than 99.8% of FVIII-KBO13 is
bound to VWF, whereas this is ~96.7% for wild-type FVIIL®

The effect of improved VWF binding was evaluated in
FVIII-deficient mice. When determining circulatory survival,
it was observed that FVIII-KBO13bv was cleared 2-fold
slower than wild-type FVIIL. The increased survival was
further established by its capacity to correct bleeding in
FVIlI-deficient mice 24 hours after a single intravenous
injection, whereas by using the same dose wild-type FVIII
was no longer able to do so.? Thus, the FVIII-nanobody fusion
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protein is fully functional in vivo and has a prolonged half-
life. With regard to the development of anti-FVIII antibodies,
we observed that FVIII-KBO13bv was less immunogenic than
wild-type FVIII (15% of mice developed antibodies against
FVIII-KBO13bv vs. 85% developed antibodies against FVIII).?
The reason for this difference will require further studies, but
may be related to the fact that upon binding of the classic
FVIII/VWF complex to antigen-presenting cells, FVIII enters
into these cells, whereas VWF remains mainly at the cell
surface.*® By having a FVIIl molecule that sticks to VWF much
more tightly, it is possible that less FVIII is able to enter the
antigen-presenting cells, resulting in the formation of fewer
anti-FVIII antibodies. In comparison to emicizumab and the
anti-TFPI antibodies, FVIII-KBO13bv is not yet ready to enter
clinical evaluation. Nevertheless, it represents an interesting
example of how antibodies can be used to optimize treat-
ment in general and that of haemophilia A in particular.

Conclusion

This review has presented three different ways of how anti-
bodies signify novel strategies to innovate the management
of bleeding episodes in haemophilia. Importantly, the use of
antibodies is not limited to a simple inhibition of the function
of its target. Two of the three examples presented here, such
as emicizumab that has procoagulant cofactor activity and
the FVIlI-nanobody fusion protein that ameliorates the
molecular properties of the complex FVIII molecule, repre-
sent these options. The future will teach us if other types of
application will become available to further improve the
clinical management of haemophilia.
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Premier article

Développement d’un nanobody inhibiteur du FVlla de la coagulation

Publication : Ferriére 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 I’art et questions

L’hémophilie A résulte de I'absence fonctionnelle du facteur VIII (FVIII) de la coagulation. Le
traitement fait appel a une thérapie de substitution utilisant des concentrés de FVIII. Toutefois
des agents court-circuitant le FVIII sont parfois nécessaires, tels que le FVlla. L’activité pro-
téolytique et amidolytique du FVlla est grandement augmentée lorsqu’il est lié a son cofacteur
FT. Bien que cliniguement efficace, le mécanisme d’action du FVIla in vivo est sujet a 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 FVlla lo-
calisée au niveau de la surface des plaquettes, selon un mécanisme indépendant du FT. Néan-
moins, '’hypothése que le FVlla ait une activité dépendante du FT dans certaines conditions

ne peut étre écartée.

Afin de répondre a cette question, nous avons donc eu pour objectif d’isoler un nanobody
spécifique pour le FVlla libre plutét que le FVIla 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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Abstract

Background: Activated factor VII (FVIIa) is pertinent to the initiation of blood coagu-
lation. Proteolytic and amidolytic activity of FVlla are greatly enhanced by its cofac-
tor, tissue factor (TF).

Objective: We aimed to generate a single-domain antibody (sdAb) that recognizes
free FVlla rather than TF-bound FVlla.

Methods: A llama-derived phage library was used to screen for anti-FVlla sdAbs.
Results: One sdAb, KB-FVIla-004, bound to FVIla, but not to its precursor FVII or
to homologous proteins (prothrombin, factor X, or their activated derivatives). FVlla
amidolytic activity was inhibited by KB-FVIla-004 (K; = 28-45 nM) in a competitive
manner. KB-FVIla-004 also inhibited FVIla-mediated FX activation (K; = 26 nM). In
contrast, KB-FVIla-004 was inefficient in prolonging the clotting time of the pro-
thrombin time-test, which was prolonged by a maximum of 10 s at high sdAb con-
centrations (10 pM). Furthermore, FVIla/TF amidolytic activity or FVIla/TF-mediated
FX activation remained unaffected up to a 50-fold to 1000-fold molar excess of
KB-FVIla-004. These data suggest that KB-FVIla-004 loses its inhibitory activity in
the presence of TF. A KB-FVIla-004/albumin fusion-protein (004-HSA) was gener-
ated for in vivo testing. By using 004-HSA, we observed that this sdAb blocked the
therapeutic capacity of FVlla to correct bleeding in FVIlI-deficient mice.

Discussion: This observation is compatible with the view that FVlla functions inde-
pendently of TF under these conditions. In conclusion, we have generated a sdAb
that specifically blocks TF-independent activity of FVIla. This antibody can be used
to gain insight into the roles of TF-bound and TF-free FVlla.
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2 | jth
1 | INTRODUCTION

Human blood coagulation factor VIl is a vitamin K-dependent ser-
ine protease precursor that is secreted as a 50-kDa protein consist-
ing of 406 amino acid residues. Structurally, FVII is related to other
vitamin K-dependent proteins, such as factor IX (FIX) and factor X
(FX): it contains an N-terminal Gla domain enriched in y-carboxy-
lated Glu-residues, two epidermal growth factor-like domains, and
a C-terminal serine protease domain."? Activation of FVI| is achieved

152

via limited proteolysis at Arg™>“, generating a two-chain derivative

that is covalently linked via a disulfide bridge.

Factor Vlla is responsible for the activation of its cognate substrates
FIX and FX. Similar to many other vitamin K-dependent serine prote-
ases, the enzymatic activity of FVIla toward these substrates is relatively
poor.® Furthermore, the notion that FVIla also displays low intrinsic ac-
tivity toward small tripeptidyl-amide substrates suggests that the active

site of FVlla is not fully developed.” Indeed, it appears that the N-termi-

153

nal lle*” of the protease domain does not properly fold into the active

site pocket, leaving the catalytic triad that consists of His'"3, Asp??, and

Ser®** immature.” It has been proposed that FVlla exists in equilibrium

153 is inserted into the active site

pocket and one that is more zymogenlike, with lle**? incorrectly inserted.

between two states, one in which lle

In order to develop physiologically relevant activity, FVIla forms
a complex with TF. Formation of the FVIla/TF complex strongly pro-
motes the insertion of lle*** into the active site pocket.® This does not
only result in a functional catalytic triad, but also induces a number of
allosteric changes in FVlla protease domain surface loops, including the
S1 entrance frame (residues 365 to 372).” Consequently, TF binding
enhances amidolytic activity 20-fold to 100-fold, while proteolysis of
macromolecular substrates FIX and FX is increased 10°-fold to 10°-fold.

Importantly, recombinant FVlla is used as a therapeutic agent in
the treatment of the bleeding disorder hemophilia A. Although clini-
cally effective, its mechanism of action has been a matter of debate
for many years, mainly regarding its function's being TF-dependent
or independent.? On the basis of in vitro and in vivo observations,
there is accumulating evidence that this FVIlla activity is localized to
the platelet surface, predominantly in a TF-independent manner.”1°
However, it cannot be excluded that therapeutic FVlla also displays
TF-dependent activity under some conditions.**"*3

Soon after the development of monoclonal antibody technol-
ogy, antibodies against FVII and FVIla were generated.'*'® Of note,
many of them recognize both the active and zymogen forms of FVII.
There are nevertheless some examples of FVlla-specific antibodies.
Philippou et al. generated a polyclonal antibody directed against the
C-terminal part of the FVlla light chain, which displayed >3000-fold
greater reactivity to FVlla than FVII.Y Andersen et al.'® reported on
antibodies that show preferential binding to FVIla and stimulated
FVlla activity. Most recently, a llama-derived single-domain antibody
(sdAb) that binds to FVIla but not to FVII has been described.” The
antibody described by Philippou remains inhibitory in the presence
of TF.Y? With regard to the FVlla-specific sdAb, it is not reported
whether it is inhibitory or, if inhibitory, whether this is affected by
the presence of TF.

Essentials

e Factor Vlla (FVIIa) is an enzyme that has both tissue fac-
tor (TF-dependent and TF-independent activities.

e We describe a novel antibody (KB-FVIla-004) that se-
lectively blocks TF-independent activity of FVlla.

e KB-FVIla-004 interferes with the action of recombinant
FVlla (rFVIIa) in factor VIII (FVIII)-deficient mice.

e Our data suggest that rFVlla acts as a FVIII-bypassing
agent predominantly in a TF-independent fashion.

The aim of the present study was to generate sdAbs against
FVlla that display selectivity to free FVlla rather than TF-bound
FVlla. Such antibodies could be helpful to gain insight into the role
of TF-bound and TF-free FVIla function.

2 | EXPERIMENTAL PROCEDURES

2.1 | Animals and ethics statement

Factor VllI-deficient mice with an exon 16-deletion?’ have been
backcrossed (>10 times) on a C57BI/6 background. Males and females
were used throughout the study (8-12 weeks old, 20-25 g). Housing
and experiments were performed in accordance with French regula-
tions and the experimental guidelines of the European Community.
This project was approved by the local ethical committee of
Université Paris-Sud (comité d'éthique en experimentation animale
no 26) under the APAFIS number #4400-2016021716431023-V5.

2.2 | Materials

D-Phe-Pro-Arg-chloromethyl ketone (PPACK) was obtained from
Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX). Purified recombinant FVlla
was from NovoNordisk (Malov, Denmark). Purified plasma-derived
FVII was from Haematologic Technologies, Inc. (Essex Junction, VT),
and traces of FVlla (<2%) were inactivated by incubation with PPACK
and benzamidine. Purified plasma-derived FX was from Haematologic
Technologies, Inc. Two sources of relipidated recombinant full-length
human TF were used during the study (Siemens-Dade, Marburg,
Germany, and American Diagnostica, Neuville-sur-Oise, France), giving
similar results. Soluble murine TF (smTF) was obtained from Novusbio/
Bio-Techne (Lille, France). Thrombin was purchased from Kordia
(Leiden, the Netherlands). Control sdAb KB-VWF-006bv has been
described previously.?? Bovine serum albumin (BSA) was from Sigma-
Aldrich (Saint-Louis, MO). Polyclonal goat anti-FVII/FVIla antibodies
and peroxidase-labeled polyclonal sheep anti-FVII/FVlla antibodies
were from R&D Systems (Minneapolis, MN). Phospholipid vesicles
(75% L-a-phosphatidylcholine/25% L-a-phosphatidyl-L-serine) were
prepared as described.?® The PT and aPTT reagent were from Stago
(Asnieres, France). Chromogenic substrate CBS-34.47 was from Stago,
and S-2222 and $-2238 were from Chromogenix (Mélndal, Sweden).
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2.3 | Isolation of single-domain antibodies

The sdAb repertoire was amplified from lymphocyte cDNA, iso-
lated from llamas immunized with human recombinant FVlla,
and cloned into the pHENé6-plasmid. This material was used to
transform E. coli TG1 cells to generate a library containing >1 x
10® clones. Via a phage-display approach, this library was used
to select sdAbs against FVlla. From a series of >10 sdAbs, one
appeared specific for FVlla and was named KB-FVlla-004. KB-
FVIla-004 was cloned into the pET28-plasmid and was expressed
with an N-terminal His-tag and C-terminal hemagglutinin-tag.
Expression was performed in E. coli SHuffle-C3029H cells (New
England Biolabs, Evry, France). Bacteria were grown in 330 mL of
AUTHOR; PLEASE SPELL OUT LB.LB-medium at 30 °C until the
culture had reached the logarithmic phase at an optical density
between 0.4 and 0.6. Protein expression was then induced at 20
°C via the addition of isopropyl-thiogalactoside (0.1 mM final con-
centration). Twenty-four hours after induction of protein expres-
sion, cells were collected, and soluble proteins were released from
the cells via sonication. His-tagged nanobodies were purified via
Co?*-affinity chromatography using PBS/0.3 M NaCl/0.5 M imida-
zole as elution reagent. Minor contaminants were removed from
the preparations via size-exclusion chromatography using 20 mM
Hepes (pH 7.4)/0.1 M NaCl as equilibrium buffer. Purified KB-
FVIla-004 displayed >95% homogeneity as assessed via sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
and Coomassie staining.

2.4 | FVII/FVlla enzyme-linked
immunosorbent assay

Wells were coated with polyclonal goat-anti FVII/FVlla antibodies
(10 pg/mL) and incubated with various dilutions of human plasma
(1/2 to 1/128), purified human FVII (0-50 nM), or purified FVlla
(0-5 nM) in Tris-buffered saline (pH 7.4)/0.1% bovine serum albumin
for 2 h at 37 °C. Bound FVII/FVlla was probed with peroxidase-la-
beled polyclonal sheep-anti FVII/FVIla antibodies and detected via
hydrolysis of 3-3'-5-5"-tetramethylbenzidine.

2.5 | Amidolytic activity

Factor Vlla amidolytic activity was measured via hydrolysis of sub-
strate CBS-34.47 (1.5 mM, unless indicated otherwise). Factor Vlla
amidolytic activity in the absence of TF was performed using 75 nM
FVlla. In the presence of relipidated TF (10 nM), FVlla concentra-
tions were 7.5 nM. Concentrations of KB-FVIla-004 were O to
600 nM in the absence of TF and O to 750 nM in the presence of
TF. Substrate hydrolysis was monitored by measuring absorbance at
405 nm. Factor Xa (5 nM) and thrombin (5 nM) amidolytic activity
were measured in a similar fashion, except that substrates S-2222
(1 mM) and S-2238 (1 mM) were used. All amidolytic activities were
measured in 30 mM Hepes (pH 7.4), 125 nM NaCl, 6.5 mM CaCl,,
and bovine serum albumin 0.125%.

jth-12
2.6 | Schild regression analysis

The initial rates of CBS-34.47 (0-4 mM) hydrolysis by FVlla (75 nM)
in the presence of KB-FVIla-004 (0-112.5 nM) were determined.
Initial velocity values were then plotted versus log [CBS-34.47], and
the preprogrammed EC50-Shift equation (GraphPrism-6, GraphPad
Software, San Diego, CA) was used to determine the dose ratio for
each sdAb concentration. These values were subsequently used for
Schild regression analysis,?* in which log (dose ratio -1) is plotted
versus log [KB-FVIla-004]. The shape of the curve represents the
nature of the inhibitor (a linear curve represents a competitive in-
hibitor, whereas an exponential curve represents non-competitive
inhibition). For a competitive inhibitor, the X-axis intercept of the lin-
ear fit corresponds to the K; of the interaction.

2.7 | FXactivation in absence of TF

Factor Vlla was preincubated for 60 min in the absence or presence
of KB-FVIla-004 and added to FX and phospholipids. Final concen-
trations were 25 nM FVlla, 0.5 uM FX, 40 pM phospholipids, and 0
to 250 nM KB-FVIla-004. Factor X activation was terminated after
15 min by the addition of EDTA (50 mM), and samples were ana-
lyzed for FXa formation by assessing hydrolysis of substrate S-2222.
Assays were performed in 30 mM Hepes (pH 7.4), 125 nM NacCl,
6.5 mM CacCl,, and bovine serum albumin 0.125%.

2.8 | FXactivation in presence of TF

Factor Vlla and relipidated TF were preincubated for 60 min in the
absence or presence of KB-FVIla-004 and added to FX. Final concen-
trations were 1 nM FVlla, 2 nM TF, 0.2 uM FX, 10 puM phospholipids,
and 0-1 uM KB-FVIla-004. Factor X activation was terminated after
15 min by the addition of EDTA (50 mM), and samples were diluted
100-fold. The amount of FXa formed was determined via hydrolysis
of substrate S-2222. Assays were performed in 30 mM Hepes (pH
7.4),125nM NaCl, 6.5 mM CaCl,, and bovine serum albumin 0.125%.

2.9 | Inactivation of FVlla by PPACK

Factor Vlla (0.1 uM) was incubated with various concentrations of
PPACK (0-10 uM) for 60 min at 37 °C. Samples were then analyzed
in parallel for binding to KB-FVIla-004 and for amidolytic activity.

2.10 | Bleeding time

Mouse tail-bleeding time was performed using the tail clip-bleed-
ing assay. Briefly, immediately after tail vein injection, mice were
anesthetized using ketamine (100 mg/kg)/xylazine (10 mg/kg) so-
lution. Once they were anesthetized, the 3 mm of the distal tip of
the tail was amputated. The amputated tail was immersed in pre-
warmed physiological saline (37 °C) and blood was collected for
30 min. After 30 min, the mixture of blood and physiological saline
was centrifuged at 1500 g. The red blood cell pellet was then lysed
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FIGURE 1 Binding of KB-FVIla-004 to FVIlla. Microtiter wells coated with polyclonal anti-FVII/FVlla antibodies (red symbols) or
KB-FVIla-004 (blue symbols; both 10 pg/mL) were incubated with various dilutions of human plasma (Panel A), or various concentrations
of purified FVII (Panel B), or various concentrations of purified FVIla (Panel C). Bound FVII/FVIla was probed with peroxidase-labeled
polyclonal anti-FVII/FVlla antibodies and detected via hydrolysis of 3-3'-5-5"-tetramethylbenzidine. Plotted is the absorbance at 450 nm
versus FVII/FVlla concentration. Data represent mean + SD of three experiments. FVII, factor VII; FVlla, factor Vlla

in H,0 and the amount of hemoglobin was obtained by reading the
absorbance at 416 nm. The volume of blood lost in each sample
was calculated from a standard curve, which is obtained by lysing
defined volumes (20, 40, 60, 80, and 100 puL) of mouse blood in
H,O to extract hemoglobin.

2.11 | Statistical analysis

Statistical analysis was performed using one-way analysis of vari-
ance with Dunnett's or Tukey's correction for multiple comparisons.
P values <.05 were considered significant.

3 | RESULTS

3.1 | Selection of FVlla-specific sdAb KB-FVIla-004

The sdAb libraries were constructed from lymphocytes obtained from
a llama immunized against FVIla. Factor Vlla-specific sdAbs were se-
lected via phage-display screening using purified recombinant FVlla.
After two rounds of panning, 18 unique sequences were obtained.
Following expression in E. coli SHuffle cells, one sdAb was identified

that seemed specific in interacting with human FVIla. This nanobody,
designated KB-FVIla-004, was chosen for further analysis in this study.
We first analyzed the capacity of KB-FVIla-004 to recognize FVII/Vlla
in plasma. Serial dilutions of normal plasma were added to immobi-
lized polyclonal anti-FVII/FVlla antibodies or KB-FVIla-004. Whereas
a dose response was observed when plasma samples were incubated
with polyclonal anti-FVII/Vlla antibodies, no signal above background
levels could be detected for sdAb KB-FVIla-004 (Figure 1A). In a sec-
ond series of experiments, binding of purified FVII to KB-FVIla-004
was tested. Factor VII efficiently bound to polyclonal anti-FVII/FVlla
antibodies, whereas no binding to KB-FVIla-004 was observed for
FVII concentrations up to 50 nM (Figure 1B). In contrast, binding of
FVlla to KB-FVIla-004 was already detected at 300-fold lower con-
centrations of 0.16 nM, and a dose-dependent binding was estab-
lished using FVIlla concentrations up to 5 nM (Figure 1C). Apparently,
KB-FVIla-004 displays preferential binding to FVIla over FVII.

3.2 | Effect of KB-FVIla-004 on coagulation assays

To characterize KB-FVIla-004 further, we tested the effect of
this sdAb on FVlla-dependent and FVlla-independent clotting
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FIGURE 2 Prolongation of PT clotting time by KB-FVIla-004. Panels A, B, Human plasma spiked with various concentrations of
KB-FVIla-004 (blue symbols), control sdAb KB-VWF-006 (red symbols; both 0-10 uM) or polyclonal anti-FVII/FVIla antibodies (0-0.4 pM;
panel B only) was analyzed in an aPTT (panel A) or PT (panel B). Plotted is clotting time versus antibody concentration. Data represent mean
+ SD of three experiments. APTT, activated partial prothrombin time; PT, prothrombin time; sdAb, single-domain antibody

assays, the prothrombin time (PT) and activated partial pro-
thrombin time (aPTT), respectively. Plasma was incubated with
varying concentrations of KB-FVIla-004, control sdAb KB-
VWF-006bv (which is directed against von Willebrand factor),??
or affinity-purified polyclonal goat anti-FVII/FVlla antibodies
(PT only). As expected, control sdAb KB-VWF-006bv left both
PT and aPTT unaffected (Figure 2A,B). Furthermore, no changes
in clotting time were observed when KB-FVIla-004 was tested
in the aPTT, which functions independently of FVlla (Figure 2A).
Polyclonal anti-FVII/FVIla antibodies efficiently prolonged PT
clotting time, in agreement with the FVIla-dependent nature of
this assay. The clotting time was prolonged from 12.4 + 0.5 s to
29.3 + 0.5 s and 48.3 + 1.0 s at concentrations of 0.05 pM and
0.15 pM polyclonal antibodies, respectively (n = 3-6; Figure 2B).
A prolongation of the PT clotting time was also observed for
KB-FVIla-004, with the longest clotting time being prolonged
<10 s [from 13.1 £+ 0.6 t0 22.7 + 1.6 s (n = 9)] in the presence of
10 pM KB-FVIla-004 (Figure 2B). These data suggest that KB-
FVIla-004 partially reduces the activity of FVlla in the PT assay.
However, it does so in a rather inefficient manner compared
to polyclonal anti-FVII/FVlla antibodies, since even a 200-fold
higher sdAb concentration (10 pM sdAb compared to 0.05 nM
polyclonal antibody) is unable to achieve a similar prolongation
of the clotting time.

3.3 | Inhibition of FVIla amidolytic activity by KB-
FVlla-004

To understand the inhibitory capacity of KB-FVIla-004 toward FVlla
better, we next performed inhibition assays using purified FVlla.
First, the effect of KB-FVIla-004 on the amidolytic activity of FVlla
was assessed. Whereas control sdAb KB-VWF-006bv did not inter-
fere with substrate conversion, KB-FVIla-004 efficiently inhibited
amidolytic activity of FVlla (Figure 3A,B). When plotted as residual
FVlla activity versus molar ratio sdAb/FVIla, half-maximal inhibition

was obtained at a molar ratio of 0.7 + 0.2 (Figure 3B). Of note, no
inhibition of thrombin or FXa amidolytic activity could be detected
in control experiments (Figure 3C). To analyze the nature by which
KB-FVIla-004 inhibits FVIla amidolytic activity, a Schild regression

analysis was performed.?

When the log (dose ratio -1) was plotted
against log [KB-FVIla-004] in this analysis, a straight line was ob-
tained (Figure 3D), compatible with KB-FVIla-004 acting as com-
petitive inhibitor. In addition, the intercept of this line on the X-axis at
Y = 0 corresponds to the log (Ki) of the interaction, and the ensuing K‘
was found to be 45 + 2 nM in this analysis.

Given the competitive nature of KB-FVIla-004, we were also able
to calculate a K; value from the half-maximal inhibition value of the data
presented in Figure 3A,B, by applying the Cheng-Prusoff equation (K; =
IC5o/(1 + [S)/[K\y)). % Using a K, of 1.6 mM for FVIla-mediated hydroly-
sis of CBS-34.47 (determined in separate experiments), the resulting K;
was 28 + 8 nM, which is in the same order of magnitude as the K; value

obtained from the Schild regression analysis.

3.4 | Effect of active site inhibitors on the
interaction between FVlla and KB-FVlla-004

We next investigated whether binding of KB-FVIla-004 is af-
fected by the presence of the irreversible inhibitor PPACK. To
this end, FVlla was incubated with PPACK, and samples were
subsequently tested in two separate assays. One portion of
the sample was used to measure residual FVlla activity, while a
second portion of the sample was used to determine binding to
immobilized sdAb KB-FVIla-004. As expected, incubation with
PPACK resulted in a dose-dependent loss of amidolytic activity
(>90% loss at 10 pM PPACK; Figure 4, right Y-axis), compatible
with PPACK forming a covalent bond with the active-site ser-
ine. When simultaneously tested for binding to immobilized KB-
FVIla-004, a similar dose-dependent decrease in binding to this
sdAb was observed (Figure 4; left Y-axis). This indicates that inhi-
bition of the FVlla active site by PPACK coincides with a loss of
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FIGURE 3 Inhibition of FVIla amidolytic activity by KB-FVIla-004. Panel A, FVIla (75 nM) was incubated in the absence (red line) or
presence (blue lines) of various concentrations of KB-FVIla-004 (19-600 nM) for 60 min at 37 °C. CBS-34.47 (1.5 mM) was added and its
hydrolysis was monitored for 30 min by measuring absorbance at 405 nm. A typical experiment is shown in which absorbance at 405 nm is
plotted versus time (s). Panel B, Presented is the percentage of residual FVIla amidolytic activity relative to activity in the absence of sdAb
as function of the molar ratio sdAb/FVIla. Data representing mean + SD of 3 to 10 experiments are shown for KB-FVIla-004 (blue symbols)
or KB-VWF-006bv (gray symbols). Panel C, Hydrolysis of substrates S-2222 by FXa (5 nM; black symbols) or S-2238 by thrombin (5 nM;
green symbols) in the absence or presence of KB-FVIla-004 was determined. Shown is percentage residual FVIla amidolytic activity relative
to activity in the absence of KB-FVIla-004 versus the molar ratio KB-FVIla-004/enzyme. Data represent mean + SD of three experiments.
Panel D, Schild regression analysis of KB-FVIla-004 mediated inhibition of FVIla amidolytic activity. Plotted is the log [dose ratio 1] versus
log [KB-FVIla-004]. Data represent mean + SD of three experiments. X-axis intercept (Y = 0) was calculated to be 1.65, corresponding to 44
nM KB-FVlla-004. FVlla, factor Vlla; sdAb, single-domain antibody

binding to KB-FVIla-004. It seems possible that the epitope for

s 1004 100 KB-FVIla-004 is close to or within the active site of FVlla.
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loss of binding to KB-FVIla-004. FVIla (0.1 tM) was incubated ent inhibition of FXa formation in the presence of KB-FVlla-004
with various concentrations of PPACK (0-10 M) for 60 min at 37 (Figure 5A). Half-maximal inhibition was obtained at a sdAb/FVlla
°C. Samples were then analyzed in parallel for residual binding to molar ratio of 1.9 + 0.7 (Figure 5C). Also for this inhibition, a K; could
immobilized KB-FVIla-004 (left Y-axis; red symbols) and residual be calculated from the Cheng-Prusoff equation, by using a K,, of

am{dolytl? ac.tmty (”ghF Y—axns; bl.ue symbols). The percentage' 0.6 uM for FVIla-mediated FX activation.?® This approach generated
residual binding and activity relative to the absence of PPACK is

plotted versus PPACK concentration. Data represent mean + SD of akK; value of 26 + 10 nM. Apparently, KB-FVIla-004 displays a similar
three to four experiments. FVlla, factor Vila; PPACK, D-Phe-Pro- efficacy in blocking FVlla activity toward small and macromolecular
Arg-chloromethyl ketone substrates.
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FIGURE 5

Inhibition of FVIla-mediated FX activation by KB-FVIla-004. Panels A, B, FVIla was incubated in the absence (red line) or

presence (blue lines) of KB-FVIla-004 for 60 min at 37 °C, and samples were then added to a mixture containing relipidated TF, FX, and
phospholipids. FX activation was stopped after 15 min by the addition of EDTA. The presence of FX was measured by monitoring hydrolysis
of substrate S-2222 (1 mM) for 5 min. Concentrations used were Panel A, FVlla: 25 nM, KB-FVIla-004: 0-2.5 pM, FX: 0.5 pM, phospholipids:
40 pM; Panel B, FVlla: 1 nM, relipidated TF: 2 nM, KB-FVIla-004: 0-1 pM, phospholipids: 10 uM. Depicted are hydrolysis curves of a typical
experiment in the absence or presence of relipidated TF. Hydrolysis curves were generated using undiluted samples for panel A and samples
diluted 100-fold for panel B. Panel C, Percentage residual FVIla activity relative to activity in the absence of KB-FVIla-004 as function of
the molar ratio sdAb/FVIla. Shown are data representing mean + SD of three to five experiments. FVIlla. Factor Vlla; sdAb, single-domain

antibody; TF, tissue factor

3.6 | Effect of TF on KB-FVlla-004-mediated
FVIla inhibition

In view of the notion that FVIlla activity is strongly enhanced by its
cofactor TF, it was of interest to reassess both amidolytic and FX-ac-
tivating activity of FVlla in the presence of relipidated TF and varying
concentrations of KB-FVIla-004. Little inhibition of FXa generation
(<15%) was detected at a 1000-fold molar excess of KB-FVIla-004
over FVlla (Figure 5B). With regard to amidolytic activity, some minor
reduction in FVlla activity was observed, which reached a maximum
of 20% to 25% at a 50-fold to 100-fold molar excess of KB-FVIla-004
(Figure 6A B). These data suggest that the presence of TF eliminates or
strongly reduces the inhibitory activity of KB-FVIla-004. This was also
explored in another experiment, in which the ability of TF to reverse
KB-FVIlla-004-mediated inhibition of FVlla was investigated. Factor
Vlla (7.5 nM) was incubated with the amidolytic substrate CBS-34.47
and various concentrations of KB-FVIla-004. Despite the inefficient
hydrolysis of CBS-34.47 under these conditions, a clear dose-depend-
ent inhibition of FVIla activity was observed, with >85% inhibition at a
100-fold molar excess of KB-FVIla-004 over FVlla (Figure 6C,D). Upon
the addition of relipidated TF, a rapid increase of substrate conversion
was observed in both the absence and the presence of KB-FVIla-004
(Figure 6C,D). Although some residual inhibition remained under

these conditions, this was <15% at the highest concentration tested
(i.e. a 100-fold molar excess of KB-FVIla-004 over FVIla). Finally, we
tested the direct effect of TF on binding of FVlla to immobilized KB-
FVIla-004 in an immunosorbent assay (Figure 6E,F). The presence of
relipidated TF dose-dependently interfered with binding of FVlla to
KB-FVlla-004 (Figure 6E). Interestingly, recombinant soluble ectodo-
main of murine TF also reduced FVIlla binding to this antibody, albeit
to a lesser extent (20 + 5%; P < .0001) and at higher concentrations
(Figure 6F).

3.7 | Effect of KB-FVIla-004 on in vivo activity of
FVIla in FVIll-deficient mice

To apply KB-FVIla-004 in vivo, we generated a variant in which
this sdAb was fused to human albumin. KB-FVIla-004 has a mo-
lecular weight of approximately 15 kDa and will thus be rapidly
eliminated via renal clearance. Fusion to albumin was anticipated
to improve its circulatory half-life. This fusion protein, designated
004-HSA, was identical to KB-FVIla-004 in its inhibitory action
toward FVIla, in terms of both efficacy and specificity to inhibit
free FVIla but not TF-bound FVlla. For the in vivo experiments,
FVIll-deficient mice were divided into five groups: one group re-
ceiving vehicle, one group receiving low-dose FVlla (0.6 mg/kg),
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FIGURE 6 KB-FVIla-004 has minimal effect on FVIla activity in the presence of TF. Panel A, Amidolytic activity of FVlla (7.5 nM) in the
presence of relipidated TF (10 nM) was examined in the absence (red line) or presence (blue lines) of various concentrations of KB-FVIla-004,
and residual FVlla activity was monitored via hydrolysis of substrate CBS-34.47. Panel B, Percentage of residual FVIla amidolytic activity
relative to activity in the absence of sdAb as function of the molar ratio sdAb/FVlla. Data representing mean + SD of three experiments are
shown for KB-FVIla-004 (blue symbols) or KB-VWF-006bv (gray symbols). Panel C, Residual FVIla amidolytic activity of FVlla before (blue
symbols) and after (red symbols) the addition of relipidated TF. Panel D, Representative progress curves of FVIla amidolytic activity (7.5
nM) before and after the addition of relipidated TF (10 nM) in the absence (red line) or presence (blue lines) of KB-FVIla-004 (0-750 nM).
Panels E, F, Binding of FVlla (1 nM) to immobilized KB-FVIla-004 (10 pg/mL) was performed as described in the legend of Figure 1. Binding
was assessed in the absence or presence of relipidated TF (0-5 nM; panel E) or smTF (0.2 and 0.4 uM; panel F). Half-maximal inhibition with
relipidated TF was obtained at a concentration of 1.2 + 0.4 nM. FVlla binding was reduced by 14 + 7% (P = .0006) and 20 + 5% (P < .0001),
for 0.2 and 0.4 puM smTF, respectively. FVlla, factor Vlla; smTF, soluble ectodomain of murine TF; TF, tissue factor

one group receiving high-dose FVlla (3 mg/kg), one group receiv-
ing high-dose FVlla (3 mg/kg) with a 3-fold molar excess of 004-
HSA (5.3 mg/kg), and one group receiving high-dose FVlla (3 mg/
kg) with a 10-fold molar excess of 004-HSA (16 mg/kg). Five min-
utes after intravenous injection, the distal 3 mm of the tail was
amputated, and blood was collected for 30 min. Blood loss in ve-
hicle-treated mice was 805 + 83 pL (mean + SD; n = 7; Figure 7).
Mice treated with low-dose FVlla alone had mildly reduced
blood loss (634 + 71 pL (n = 5; P = .0325 vs. vehicle), while those

treated with high-dose FVlla had strongly reduced blood loss
(139 £ 79 uL; n = 7; P < .0001 vs. vehicle). Interestingly, the pres-
ence of low-dose 004-HSA increased blood loss in mice treated
with high-dose FVlla to the same amount as found for low-dose
FVlla: 546 + 168 puL (n = 4; P = .0016 vs. vehicle and P = .62 vs.
0.6 mg/kg FVlla). Moreover, high-dose FVlla in combination with
high-dose 004-HSA resulted in blood loss that was indistinguish-
able from that in vehicle-treated mice (773 £ 42 uL; n = 4; P = .80
vs. vehicle). Apparently, the activity of FVIla in vivo is inhibited by
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FIGURE 7 KB-FVlla-004/albumin fusion protein interferes
with FVlla activity in FVIII-deficient mice. FVIII-deficient mice
were given vehicle or FVIla (0.6 or 3 mg/kg) via intravenous tail
vein injection. Two series of mice received FVIlla (3 mg/kg) that was
preincubated with a 3-fold or 10-fold molar excess of KB-FVIla-004
fused to human albumin (004-HSA; 5 and 16 mg/kg, respectively)
prior to infusion. Five minutes after injection, the distal 3-mm
segment of the tail of anesthetized mice was removed. The tail was
immersed in a prewarmed physiological salt solution (37 °C), and
blood was collected for 30 min. Plotted is the amount of blood loss
for each group. Bars represent mean + SD, and symbols individual
mice. Statistical analysis was performed by one-way analysis of
variance with Tukey's multiple comparison test. FVlla, factor Vlla

the presence of 004-HSA, suggesting that its functioning under

these conditions is predominantly independent of TF.

4 | DISCUSSION

Single-domain antibodies (sdAbs) have been shown to be use-
ful tools for research, diagnostic, and therapeutic applications,
partially because they can associate with epitopes that are inac-
cessible to regular monoclonal antibodies. For example, we have
previously identified sdAbs that specifically recognize the active,
platelet-binding conformation of Von Willebrand factor, while
others have developed sdAbs to monitor conformation changes
of G protein-coupled receptors.?’?? In this study, we have gener-
ated a sdAb, designated KB-FVIla-004, that interferes with the
enzymatic activity of FVlla in the absence but not presence of its
cofactor TF.

KB-FVIla-004 was isolated from a sdAb library isolated from
a FVlla-immunized llama via standard procedures. Binding experi-
ments using human plasma, purified FVII, or FVlla revealed that the
antibody recognizes FVIla but not FVII (Figure 1). Interestingly, the
ability of FVIla to hydrolyze the small synthetic substrate CBS-34.47
was inhibited in a dose-dependent manner by KB-FVlla-004
(Figure 3). By using the Schild regression analysis, we determined
that KB-FVIla-004 inhibited FVlla activity in a competitive manner.
The efficacy with which KB-FVIla-004 inhibits activity of FVIla was
determined via two independent approaches: first, by the Schild

.ﬂl l 9
J

regression analysis, which is based on activity assays in which the
concentration of the substrate CBS-34.47 is varied; second, by vary-
ing the KB-FVIla-004 concentration at a fixed substrate concen-
tration, which allows the calculation of the half-maximal inhibition,
and subsequently the K; by applying the Cheng-Prusnoff equation.
Ultimately, three K; values were obtained (two for amidolytic activity
and one for proteolytic activity), which were all in the same range:
45 +2nM, 28 + 8 nM, and 26 + 10 nM.

As mentioned, FVlla requires interactions with TF to achieve
full enzymatic activity, and this cofactor enhances both amidolytic
activity and proteolytic activity of FVIla.**3! When KB-FVlla-004
was tested for its inhibitory capacity toward FVlla in the presence
of TF, little if any inhibitory potential was observed (Figures 5 and 6).
Even at a 100-fold to 1000-fold molar excess over FVlla, inhibition
was <15% toward FX and <25% toward CBS-34.47. The poor inhibi-
tory capacity toward TF-bound FVIlla was confirmed in two control
experiments. First, TF was added to KB-FVIla-004-inhibited FVlla,
resulting in the reappearance of FVIla amidolytic activity (Figure 6).
Second, a prolongation of the clotting time in the plasma-based PT
assay (which depends on FVIla/TF activity to initiate coagulation)
was only observed when using a >300-fold molar excess of KB-
FVI1la-004 over the endogenous FVlla concentration (Figure 2). It
seems conceivable therefore that the binding of FVlla to TF relieves
FVlla from the inhibitory effect of KB-FVIla-004. To our knowledge,
this is the first antibody that displays specific inhibition of FVlla in
the absence of TF. Several antibodies specific for FVIla in compar-
ison to FVII, with or without the capacity to modify FVIla activity,
have been reported. However, none of these interferes with FVila
activity in the absence but not presence of TF.

Considering the specificity of KB-FVIla-004 for FVlla in com-
bination with its capacity to block FVlla activity in a competitive
manner, it is likely that this sdAb binds within or close to the active
site of FVIla. This would be compatible with the observation that in-
hibition of FVIla by the active site inhibitor PPACK, which covalently
interacts with the active site serine residue, coincides with loss of
FVlla binding to KB-FVIla-004 (Figure 4). However, at first sight this
may seem incompatible with the notion that TF competes with the
sdAb for FVIlla binding (Figure 6E). A reasonable explanation for this
finding is that KB-FVIla-004 binds to a cryptic epitope close to the
active site that is exposed only in the zymogen state of FVIla. When
FVlla engages in binding either to a substrate or to TF, it undergoes
structural changes to adopt the active protease conformation. In
this active conformation, the cryptic epitope for KB-FVIla-004 is no
longer exposed and results in loss of antibody binding. This mode
of action (illustrated in Figure 8) would be compatible with the mu-
tually exclusive binding of TF and the antibody to FVlla and would
appear to be competitive inhibition in conventional binding assays.
Definitive insight into the binding epitope for KB-FVIla-004 will be
obtained via cocrystallization studies, which have been initiated re-
cently in our laboratory.

The unique characteristic of KB-FVIla-004 to block FVlla
activity in the absence but not presence of TF could be help-
ful to better understanding of the physiology of FVlla activity
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under various conditions. In particular, it has been a matter of
debate whether the activity of FVlla to restore hemostasis in
FVIlI-deficient plasma involves a TF-dependent or a TF-inde-
pendent process. However, relatively high concentrations of
FVlla are required to achieve efficient hemostatic activity in
humans and even more in mice: Therapeutic dosing in humans is
90 to 270 pg/kg, resulting in FVIla plasma levels of about 25 to
70 nM when assuming 50% in vivo recovery. Final plasma levels
in mice are about 600 nM, when dosing 3 mg/kg and assuming
50% recovery. These concentrations exceed FVII plasma con-
centrations 2.5-fold to 7-fold and 60-fold, respectively. It was
thought therefore that high FVIla concentrations are needed to
compete with endogenous FVII for binding to TF.1**? The need
for FVlla for TF binding was further compatible with the obser-
vation that thrombin generation in FVlla-infused primates could
be neutralized in the presence of TF inhibitors.>® However,
other studies have contradicted these results, finding that FVlla
restores hemostasis in the absence of FVIIlI in a TF-indepen-
dent manner. Evidence included efficient thrombin generation
on TF-deficient platelets and the restoration of hemostasis in
mice expressing minimal amounts of TF.”3*3¢ We therefore
used KB-FVIla-004 to gain further insight into the in vivo mode
of action of FVlla in FVIII-deficient mice. As expected, a dose of
3 mg/kg FVlla efficiently corrected bleeding in FVIII-deficient
mice (Figure 7). Correction was less efficient in mice receiving
0.6 mg FVlla/kg, a dose corresponding to 20% of the effica-
cious 3 mg/kg dose. Preincubation of FVlla with a 3-fold molar
excess of KB-FVIla-004 was anticipated to result in an 80% in-
hibition of FVlla. Indeed, mice receiving 3 mg/kg FVlla in the
presence of KB-FVIla-004 displayed similar blood loss to mice
that received 0.6 mg/kg (Figure 7). In addition, a 10-fold molar

excess of 004-HSA over FVlla resulted in full reversion of FVlla
activity, with FVIlI-deficient mice having similar blood loss to
vehicle-treated mice (Figure 7). It is important to mention that
human FVlla interacts poorly with murine TF,%”%® suggesting
that the contribution of murine TF in this FVIII-mouse model is
limited. Nevertheless, the high concentration of FVlla (600 nM)
would allow for some interaction with murine TF. In experi-
ments using smTF, we did observe some inhibition (15%-20%) of
the FVlla-antibody interaction by this protein. It seems plausi-
ble therefore that the in vivo data are compatible with the view
that FVIla generates its therapeutic effect in the absence rather
than presence of TF.

Altogether, we have isolated a novel sdAb that interferes with
FVlla in the absence but not presence of its cofactor. This sdAb
could be used to investigate the TF-independent activities of FVlla
in vitro and in vivo.
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Résultats/conclusions

Le développement et la caractérisation d’'un fragment d’anticorps a domaine unique a permis
de mettre en évidence que ce VHH inhibe le facteur Vlla de la coagulation. Ce nanobody,
nommé KB-FVIla-004 a été sélectionné pour des études plus poussées. Ce nanobody se lie
de maniere spécifigue au FVlla mais pas a son précurseur le FVII ni a des protéines homo-
logues telles que la prothrombine, le facteur X ou leurs dérivés actifs. Au niveau de son effet
inhibiteur, le KB-FVIla-004 s’est révélé étre un inhibiteur efficace de I'activité du FVlla dans
différents tests (concentration inhibitrice a 50% a 60+4 nM). Des analyses cinétiques ont révélé
gue le KB-FVIla-004 agissait comme un inhibiteur compétitif, suggérant qu’il interagit avec une
région trés proche ou méme dans le site actif du FVlla. En effet, quasiment aucune liaison
résiduelle du nanobody pour le FVlla n’a été observée quand le site actif du FVlla était bloqué
par un inhibiteur général des sérines protéases. L’étape suivante a consisté a analyser I'effet
du facteur tissulaire, le cofacteur qui stimule I'activité du FVIla. De maniéere intéressante, I'effet
inhibiteur du KB-FVIla-004 était fortement réduit en présence de facteur tissulaire (concentra-
tion inhibitrice & 50% >10 mM). Il semble donc que le facteur tissulaire induise un changement

de conformation dans le site actif du FVIla qui modifie le site de liaison du nanobody.

En conclusion, nous avons généré un nanobody se liant spécifiquement au site actif du FVlla.
L’intérét de cet anticorps est qu’il pourrait nous permettre de détecter la présence et la phar-

macocinétique du FVlla libre aprés traitement des patients hémophiles A avec cette protéine.
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Etat de I'art et questions

L’hémophilie A résulte de 'absence fonctionnelle du FVIII de la coagulation. Le traitement fait
appel a 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 I'activité cofacteur du
FViIlla, tels que I'anticorps bispécifique emicizumab. Bien qu’il soit actuellement de plus en
plus utilisé dans le traitement de 'hémophilie A, la fonction de I'emicizumab in vivo reste en-
core a étre 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 I'activité FVIll-like de
I'emicizumab. De plus, la reconnaissance sélective de I'emicizumab pour les facteurs IX et X
humains limite les modéles animaux dans lesquels sa fonction pourrait étre étudiée. Nous
avons eu pour objectif de développer un modéle murin hémophile A spécifique dans lequel la
fonction de I'emicizumab pourrait étre caractérisée in vivo. Pour vérifier la pertinence de ce
modele, nous avons évalué la perte de sang chez ces animaux en comparaison d’animaux

contrbles dans différents tests de temps de coagulation.
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THROMBOSIS AND HEMOSTASIS

A hemophilia A mouse model for the in vivo assessment of
emicizumab function
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'Unité Mixte de Recherche Scientifique (UMR_S) 1176, INSERM/Université Paris-Sud/Université Paris-Saclay, Le Kremlin-Bicétre, France; ?Research Department of

Haematology, University College London (UCL) Cancer Institute, London, United Kingdom; and *Katharine Dormandy Haemophilia and Thrombosis Centre, Royal
Free Hospital, London, United Kingdom

The bispecific antibody emicizumab is increasingly used for hemophilia A treatment.
However, its specificity for human factors IX and X (FIX and FX) has limited its in vivo
functional analysis to primate models of acquired hemophilia. Here, we describe a novel
mouse model that allows emicizumab function to be examined. Briefly, FVIIl-deficient mice
received IV emicizumab 24 hours before tail-clip bleeding was performed. A second in-

® Emicizumab
(21.5 mg/kg) partially
corrects blood loss in a
hemophilia A bleeding
model, with an FVIII

squivalance:ot 9 U/dL. fusion with human FIX and FX, administered 5 minutes before bleeding, generated con-

sistent levels of emicizumab (0.7-19 mg/dL for 0.5-10 mg/kg doses) and of both FIX and FX
(85 and 101 U/dL, respectively, after dosing at 100 U/kg). Plasma from these mice display
FVIil-like activity in assays (diluted activated partial thromboplastin time and thrombin
generation), similar to human samples containing emicizumab. Emicizumab doses of
1.5 mg/kg and higher significantly reduced blood loss in a tail-clip-bleeding model using

® Emicizumab provides
additive hemostatic
activity when given in
combination with low-
dose FVIII.

o FVIll-deficient mice. However, reduction was incomplete compared with mice treated with
human FVIIl concentrate, and no difference in efficacy between doses was observed. From this model, we deducted FVIIl-
like activity from emicizumab that corresponded to a dose of 4.5 U of FVIII per kilogram (ie, 9.0 U/dL). Interestingly,
combined with alow FVIIl dose (5 U/kg), emicizumab provided enough additive activity to allow complete bleeding arrest.

This model could be useful for further in vivo analysis of emicizumab. (Blood. 2020;136(6):740-748)

Introduction

Limitations hampering factor VIII (FVIIl)-replacement therapy
in hemophilia A have spurred the development of novel
therapeutic approaches, including the bispecific antibody
emicizumab.’? Emicizumab bridges the enzyme FIXa and the
substrate FX, thereby stimulating FX activation,** and markedly
reduces bleeding tendency in hemophilia A patients, with and
without inhibitors.®? Unfortunately, current assays that measure
emicizumab's FVIII-like activity are unfit to predict an unbiased
equivalence to true FVIII activity.>'%"" Furthermore, in vitro as-
says allow only limited insight into the interaction between
emicizumab and other procoagulant drugs.'?'3

Because emicizumab selectively recognizes human and primate
FIX and FX, reports that explored emicizumab in experimental
models are scarce. We have therefore developed a first murine
model that allows for a direct comparison between emicizumab
and FVIII in vivo. In this model, emicizumab’s cofactor activity
mimics FVIII levels of 9 U/dL. Additionally, emicizumab provides
additional procoagulant activity at low concentrations of FVIII,
resulting in enhanced hemostasis in FVIlI-deficient mice.

740 @ blood® 6 AUGUST 2020 | VOLUME 136, NUMBER 6

Materials and methods

Animals and ethics statement

F8-deficient mice'® were backcrossed (>10 times) on a C57Bl/6
background. Male and female mice were used throughout the
study (8-12 weeks old, 20-25 g). Housing and experiments were
performed in accordance with French regulations and the ex-
perimental guidelines of the European Community. This project
was approved by the local ethical committee of Université Paris-
Sud (Comité d’éthique en Experimentation Animale no. 26,
protocol APAFIS#4400-2016021716431023v5).

Blood collection and plasma preparation

Blood was collected from ketamine/xylazine-anesthetized ani-
mals (100 mg/kg and 10 mg/kg, respectively) by retro-orbital
puncture with a glass capillary in one-tenth volume trisodium
citrate (13.8 mM). Plasma was prepared by centrifugation for
20 minutes at 1500g and stored at —80°C.

Proteins
Emicizumab (marketed under Hemlibra) was obtained from
F. Hoffman-La Roche (Basel, Switzerland). Recombinant FIX

© 2020 by The American Society of Hematology
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(Benefix) was obtained from Pfizer Inc (Paris, France). Recombinant
murine FIX was obtained from Sino Biologicals (Wayne, PA).
Plasma-derived FIX and FX were obtained from Cryopep
(Montpellier, France). Recombinant FVIII (Advate) was obtained
from Shire France SAS (Paris, France). Polyclonal rabbit anti-FIX
antibodies and polyclonal rabbit anti-human FX antibodies were
isolated from serum obtained from rabbits immunized with
human FIX or FX, respectively (Eurogentec, Seraing, Belgium).
Purified antibodies were labeled with peroxidase using the EZ-
link activated peroxidase antibody labeling kit as instructed
(Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France).

Antigen and activity assays

Human FIX antigen levels in murine plasma were determinedin a
FIX enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using com-
mercially available polyclonal sheep anti-human FIX antibodies
(5 pg/mL; Cryopep) as coating antibody and peroxidase-labeled
polyclonal rabbit anti-human FIX antibodies (diluted 1/1000) as
probing antibodies. Human FX antigen levels in murine plasma
were determined in an FX ELISA using commercially available
polyclonal goat anti-human FX antibodies (5 wg/mL; Cedarlane,
Gateshead, United Kingdom) as coating antibody and
peroxidase-labeled polyclonal rabbit anti-human FX antibodies
(diluted 1/3000) as probing antibodies. For both ELISAs, murine
plasma, spiked with purified human FIX and FX, respectively,
were used as reference. The limit of detection was 0.32 U/dL and
0.16 U/dL for the FIX and FX ELISAs, respectively.

FVIII activity was measured in a chromogenic assay using the
Biophen FVlll-assay kit (Hyphen, Neuville-sur-Oise, France) as
instructed.

Determination of emicizumab levels after infusion
Isoflurane-anesthetized mice were given emicizumab (0-
10 mg/kg; 100-pL volume; n = é mice per dose) via IV injection
in the retro-orbital venous plexus. Twenty-four hours after in-
fusion, blood samples were taken under anesthesia via retro-
orbital puncture from the opposite eye from where the protein
was infused. Plasma was prepared and analyzed for the presence
of human immunoglobulin G (IgG) using an immunosorbent
assay. Briefly, diluted plasma samples were incubated in wells
coated with a monoclonal anti-human IgG Fc antibody (10 pg/mL;
Clinisciences, Nanterre, France). Bound emicizumab was
probed using a peroxidase-labeled anti-human IgG, Fc antibody
(diluted 1/20000; Abcam, Paris, France) and detected via
peroxidase-mediated hydrolysis of 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine.
Murine plasma, spiked with known concentrations of
emicizumab, was used as reference. The limit of detection was
0.02 pg/mL.

Emicizumab-compatible mouse model

Isoflurane-anesthetized FVIll-deficient mice were given emici-
zumab (0-10 mg/kg; 100-pL volume; n = 6-18 per dose) via IV
injection in the retro-orbital venous plexus 24 hours before the
tail amputation. A second retro-orbital injection was given
5 minutes before the tail-amputation procedure to mice anes-
thetized with ketamine (100 mg/kg)/xylazine (10 mg/kg), using a
solution containing human FIX and FX (both 100 U/kg, unless
indicated otherwise). Subsequently, 3 mm of the distal tip of the
tail was amputated. The amputated tail was immersed in pre-
warmed physiological saline (37°C) and blood was collected for
30 minutes. The mixture of collected blood and physiological

A MOUSE MODEL FOR THE ASSESSMENT OF EMICIZUMAB

saline was centrifuged at 1500g. The red blood cell pellet was
then lysed in H,O and the amount of hemoglobin was de-
termined by reading the absorbance at 416 nm. The volume of
blood loss in each sample was calculated from a standard curve,
which was obtained by lysing defined volumes of mouse blood
(0.3-300 p.L) in H2O to extract hemoglobin. The limit of detection
is 0.6 pL of murine blood.

In some control experiments, mice were given emicizumab with
FIX alone or FX alone. For some mice (n = 3-5), blood samples
were taken after infusion of the emicizumab/FIX/FX cocktail (with
emicizumab given 24 hours and FIX/FX given 5 minutes before
blood collection), while these mice were not exposed to the tail-
clip assay. These samples were used to measure FIX and FX
antigen levels, and to test hemostatic activity in the activated
partial thromboplastin time (aPTT) and FXla-induced thrombin-
generation assays.

FVIll-mediated correction of bleeding

Mice were given FVIII (0-10 U/kg; 100-pL volume; n = 9-18 per
dose) either in the absence or presence of human FIX and FX
(both 100 U/kg) via IV infusion in the retro-orbital venous plexus.
The tail-clip-bleeding assay was performed 5 minutes after in-
fusion as described in the previous section for the emicizumab-
compatible mouse model. FVIII activity levels using the 2.5 to
10 tU/kg dosing varied dose-dependently between 5 and 20 U/dL.

Diluted aPTT

One-stage clotting activity was determined using the STA-PTTa-
assay kit (Stago, Asniéres, France). Briefly, plasma samples were
diluted fourfold in STA-Owren-Koller buffer (Stago) to a volume
of 50 pL. Subsequently, 25 pL of aPTT reagent were added.
Finally, the clotting reaction was started by the addition of a
50-pL CaCl; solution. Analysis was performed on a Diagnostica
Stago ST4 Coagulation Analyzer.

FXla-induced thrombin-generation assay

Thrombin generation in platelet-poor murine plasma was
measured in a microtiter-plate fluorometer (Fluoroskan Ascent;
Thermo Labsystems, Helsinki, Finland) according to the method
described by Hemker et al, except that thrombin generation was
initiated using phospholipids (4 pM) and FXla (175 nM),
respectively.’ Endogenous thrombin potential (ETP; ie, area
under the curve) and thrombin peak as readouts for thrombin
generation were determined using dedicated software
(Thrombinoscope BV, Maastricht, The Netherlands). Plasma
samples from the mice that received the emicizumab/FIX/FX or
FVIII/FIX/FX cocktail, but did not undergo tail-clip bleeding,
were used for this assay.

Statistical analysis

All data are presented as mean plus or minus standard deviation
(SD) unless indicated otherwise. Number (n) refers to the number
of independent experiments or animals. The statistical analysis
was performed using GraphPad Prism 7 software for Mac (La
Jolla, CA). One-way analysis of variance (ANOVA) followed by
the Tukey or the Dunnett multiple comparison test was per-
formed when comparing multiple groups. P < .05 was con-
sidered as statistically significant.
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Figure 1. An emici b model. (A) Mice received emicizumab (0-10 mg/kg) via retro-orbital infusion. Plasma samples obtained 24 hours after infusion

were used to determine c:rculatlng emicizumab levels, expressed as milligrams per deciliter. Each data point represents an individual mouse. (B) FVIll-deficient mice previously
infused with emicizumab (1.5-10 mg/kg), received a cocktail containing human FIX (hFIX) and FX (both 100 U/kg) via retro-orbital infusion. Plasma samples obtained 5 minutes
after infusion were used to determine circulating levels of human FIX (left y-axis) and FX (right y-axis) antigen (Ag), expressed as units per deciliter. Each data point represents an
individual mouse, and pooled data from the various emicizumab doses are shown. (C) Based on the reported affinity of emicizumab (Emi) for FIX (1.85 uM) and FX (1.58 pM) and
the respective concentrations of emicizumab (0.7-18.6 mg/dL), FIX (85 U/dL), and FX (100 U/dL) in our model (see panels A-B), the concentration of the ternary emicizumab/FIX/FX
complex for each emicizumab dose used in this study (blue symbols) was calculated as described.* Higher doses of emicizumab will not further increase ternary complex
formation, and may even lead to reduced ternary complex formation (red symbols). In contrast, increasing FIX and/or FX concentrations would allow for higher concentrations of

ternary complexes (eg, green symbol: 9.6 mg/dL emicizumab, 200 U/kg FIX, 100 U/kg FX)

Results

An emicizumab-responsive mouse model

To test emicizumab in murine models, the presence of human
FIX and FX is obligatory. Our approach therefore was to first
administer emicizumab (0.5-10 mg/kg) via IV infusion into FVIII-
deficient mice 24 hours before the tail-clip procedure. Sub-
sequently, mice received a combined dose of human FIX and FX
(both 100 U/kg) 5 minutes before tail amputation. Emicizumab
levels 24 hours after infusion varied dose-dependently between
0.7 = 0.1 mg/dL for the 0.5 mg/kg dose and 18.6 = 14.1 mg/dL
for the 10 mg/kg dose (Figure 1A). Dosing with 3 mg/kg gen-
erated plasma concentrations of 5.7 = 0.2 mg/dL, similar to
concentrations in patients who receive weekly subcutaneous
dosing of 1.5 mg/kg.¢ Human FIX and FX concentrations were
measured in mice that received between 1.5 and 10 mg/kg
emicizumab (n = 3 per dose), and pooled data revealed FIX and
FX levels of 85 = 6 U/dL (h = 12) and 100 = 11 U/dL (h =

742 @ blood® 6 AUGUST 2020 | VOLUME 136, NUMBER 6

Figure 1B), respectively, at the time of tail amputation. No
differences in FIX and FX levels between emicizumab doses
were observed. Circulating ternary emicizumab/FIX/FX com-
plexes were calculated to range between 129 pM and 1270 pM,
based on the actual emicizumab and human FIX and FX levels at
the time of the intervention (Figure 1C).

Ex vivo analysis of emicizumab-treated
FVIil-deficient mice

To investigate potential emicizumab cofactor activity under
these conditions, murine plasma samples were analyzed for
FVIil-like activity in a diluted aPTT assay and in an FXla-
dependent thrombin-generation assay. Diluted aPTT-clotting
times were shortened dose-dependently and clotting times in
the normal range were obtained at doses of 3 mg/kg or more
(Figure 2A). Apparently, emicizumab fully corrects for FVIII
deficiency in the diluted aPTT, akin to what was previously

FERRIERE et al

82



A B
Emicizumab  hFIX Emicizumab  hFIX
(0-10 mg/kg)  hFX (0-10 mg/kg) hFX
# + T=0  Measure: + + T=0 _ Measure:
T=-24h T=-5min ¥y  aPTT T=24h T=-5min ¥  FXla-induced thrombin generation
Blood collection Blood collection
Fviil Emicizumab dose (mg/kg)
320 10\ 0% 90 4 1
300 —5
2 507 A 9 S 60 - —3
= \r = = —15
o, = 5
© :If\__ 25% =
B 401 100% £ 30 -
£ UM g
S 304 =
0
0.0 25 5.0 7.5 10.0 0 15 30 45
Emicizumab (mg/kg) Time (min)
Cc
hFVIII (0-10 U/kg)
hFIX
hFX
* T=0 . Measure:
T=-5min ¥  FXla-induced thrombin generation
Blood collection
FVIIl dose (U/kg)
901 — 10
— T
= 601 -—§
= —i25
E 34 il
o
=
—
0 TN e 55T
0 15 30 45
Time (min)

Figure 2. Ex vivo analysis of emicizumab activity in murine plasma samples. (A) Plasma samples obtained from FVIlI-deficient mice receiving emicizumab combined with
human FIX/FX were analyzed for procoagulant activity in a diluted aPTT assay. Clotting times for each emicizumab dose are presented. Data represent mean plus or minus SD of
3to 9 samples. Clotting times of murine FVIIl-deficient plasma, spiked with known FVIIl concentrations, are indicated as dotted blue lines for comparison. (B-C) Plasma samples
obtained from FVIII-deficient mice receiving emicizumab combined with human FIX/FX (B) or FVIIl combined with human FIX/FX (C) were analyzed in a FXla-induced thrombin-

generation assay. Data represent mean of 3 to 5 mice. Thrombin generation in the abse
time, ETP, and thrombin peak are presented in Table 1.

reported.’®'"1¢ This activity in this clotting assay is generally
considered as an overestimation of the true FVIII equivalence
of emicizumab.'®1¢ As for the FXla-dependent thrombin-
generation assay, emicizumab also promoted thrombin gener-
ation in this assay (Figure 2B). Maximal ETP was 511 *= 82 nM/
min at 10 mg of emicizumab per kilogram, similar to that ob-
served for mice that received 5 U of FVIII per kilogram (622 =
107 nM/min; P = .149; Figure 2B-C; Table 1). In contrast, peak
thrombin levels were significantly lower for emicizumab (42.2 =
5.1 nM for 10 mg of emicizumab per kilogram and 58.3 + 9.3 nM
for 5 U of FVIII per kilogram, respectively; P = .0172; Figure
2B-C; Table 1). Together, these data highlight that, in an ex vivo
setting, laboratory assays also give very different FVIll-equivalent
values for emicizumab, similar to what has been observed in

A MOUSE MODEL FOR THE ASSESSMENT OF EMICIZUMAB

nce of emicizumab or FVIII (black dotted line) is the same for both panels. Data on lag

in vitro analyses.’® Nevertheless, coinfusing emicizumab with
human FIX/FX allows for emicizumab-enhanced hemostasis in
this mouse model.

Dose-response FVIII in a tail-clip-bleeding model

To compare emicizumab with FVIII in the tail-clip model, we first
performed a dose-response study using FVIII. Mice received 2.5 to
10 U of FVIII per kilogram, resulting in plasma levels of 5 to 20 U of
FVIII per deciliter (not shown). To remain completely in line with
mice receiving the FIX/FX/emicizumab cocktail, mice were given
FVIII in combination with human FIX/FX. To evaluate whether the
presence of additional human FIX and FX would affect the activity of
FVIII, a similar dose response was also performed in the absence
of human FIX and FX. Five minutes after infusion of FVIII (with or
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Table 1. Thrombin-generation parameters

Lag time, ETP, Thrombin
min nM/min peak, nM
None 8il[I2:3=0:3 73 £ 19 76 1.2
Fvill
2.5 3 2.7 0.2 371 = 106 32.7°x55
5.0 3 2:07£0:3 622 + 107 58.7 + 9.1
75 3 20+04 692 + 41 68.3 =29
10 3 2.2:+0.3 827:+:113 85.7+11.0
Emicizumab
15 3 8.6 1.2 146 = 78 10.8 = 2.8
3.0 4 25 *04 374 = 107 275 == 93
5.0 3 2504 349 = 111 33.0 £ 9.2
10 5 19 = 0.2 511 = 82 422 + 51

Thrombograms are depicted in Figure 2B-C.

without human FIX/FX), the tail tip was amputated. Mice receiving
only human FIX/FX displayed a strong bleeding tendency (blood
loss, 852 = 139 pL; mean plus or minus SD; n = 15; Figure 3A). This
amount was unaffected upon infusion of the lowest FVIIl dose (2.5
U/kg: 809 = 61 pL; n = 6; P = .979). However, incremental doses of
FVIII (5-7.5-10 U/kg) induced a dose-dependent decrease in blood
loss (Figure 3A). No statistical difference in blood loss was observed
forthe 7.5 and 10 U/kg dose (174 =219 pLand 34 = 34 pl;n = 8;
P = .389), suggesting that blood loss is maximally corrected. The
half-maximal effective dose was calculated to be 5.3 U/kg
(Figure 3B). As depicted in Figure 3B, a similar dose response was
observed in the absence of human FIX and FX, with the half-
maximal effective dose being 4.6 = 0.5 Ukg (P = .279 com-
pared with the presence of human FIX/FX).

Dose-response emicizumab in a tail-clip-bleeding
model

We next analyzed mice infused with emicizumab. Mice receiving
emicizumab with human FIX or FX alone, but not both, displayed
similar blood loss as mice receiving FIX/FX without emicizumab
(862 +47 pLn=3;P=1.0]and 817 =44 pL[n = 3; P= .99 vs
852 + 139 pL [n = 15]; Figure 4A). Similar blood loss was also
observed for the lowest dose of emicizumab (0.5 mg/kg) tested
in the presence of human FIX and FX (849 = 221 ulL; n = 8;
P = 1.0; Figure 4B). In contrast, a significant reduction in blood loss
was observed in mice receiving any emicizumab dose between
1.5 mg/kg and 10 mg/kg (Figure 4B). Interestingly, blood loss was
not significantly different between these emicizumab doses tested,
thatis, 1.5, 3, 5, and 10 mg/kg (P = .34). Furthermore, the bleeding
profiles were also similar between these doses of emicizumab
(supplemental Figure 1, available on the Blood Web site).

Because emicizumab activity is restricted by the concentrations
of FIXa and FX available,® we tested the emicizumab-mediated
response at different doses of FIX and FX. Compared with the
dose of 100 U/kg used throughout the study, no differences
were observed with regard to doses of 50 and 200 U/kg: 700 +
235 pL (P = .091) for 50 U/kg and 639 = 65 pL (P = .531) for
200 U/kg, compared with 498 * 217 L for 100 U/kg (Figure 4C).
In contrast, significantly more blood loss was observed at a dose
of 25 U/kg (874 + 67 uL; P=.0006 compared with 100 U/kg), an
amount similar to that of vehicle-treated mice (852 = 139 pl).

Together, these data show that this model may be used to analyze
emicizumab-mediated hemostasis in an unbiased manner, and
emicizumab shows relevant cofactor-like activity under these in vivo
conditions. By using the dose-response curve for FVIIl as a refer-
ence, we used the average amount of blood loss from emicizumab-
treated mice (1.5-10 mg/kg) to calculate FVIII equivalence in this
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Figure 3. In vivo dose response of FVIIl in FVIil-deficient mice. (A) FVIlI-deficient mice received a mixture of FVIII (0-10 U/kg), human FIX (100 U/kg), and human FX (100 U/kg)
via retro-orbital infusion. Five minutes after infusion, the terminal 3 mm of the tail was amputated, and shed blood was collected for 30 minutes. Presented is blood loss over
30 minutes vs FVIIl dose. Each data point represents an individual mouse. Statistical analysis was performed via 1-way ANOVA with Dunnett multiple comparison. (B) Data
presented in panel A but depicted as mean plus or minus SD (n = 6-9; blue symbols). A similar dose-response curve was generated in the absence of human FIX and FX (n = é per

dose; red symbols). EDs, half-maximal effective dose.
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Figure 4. Emicizumab activity in FVIll-deficient mice. (A) FVIll-deficient mice were given incomplete combinations of emicizumab (3 mg/kg given 24 hours before tail
amputation), FIX (100 U/kg given 5 minutes before tail amputation), and FX (100 U/kg given 5 minutes before tail amputation), each time with 1 of the 3 proteins missing. The
tail bleeding was executed as described in the Figure 3 legend. Data represent individual mice. (B) FVIII-deficient mice were given emicizumab (0-10 mg/kg given 24 hours before
tail amputation) and FIX/FX (both 100 U/kg given 5 minutes before tail amputation). Presented is blood loss over 30 minutes vs emicizumab dose. Data represent individual mice.
Data for 0 mg/kg emicizumab are similar as those presented in Figure 3A. (C) Emicizumab (5 mg/kg) was given to FVIII-deficient mice in combination with different doses of FIX
and FX (25-200 U/kg) prior to tail bleeding as described for panel B. Data for 0 mg/kg emicizumab are similar to those presented in Figure 3A and data for 100 U FIX-FX/kg are
similar to those presented in panel B. Statistical analysis was performed via 1-way ANOVA with Dunnett multiple comparison.

model. The combined average blood loss was 566 + 177 pL
(n = 37), and interpolating this amount into the FVIll-reference
curve revealed a FVIIl equivalence of 4.5 = 1.3 U/kg (which relates
to an FVIII plasma concentration of 9.0 * 0.3 U/dL). The bleeding
profiles of the mice receiving these emicizumab doses were similar
to those of the 5 U/kg FVIII dose (supplemental Figure 1).

Combining emicizumab with FVIIl

Compared with emicizumab, FVIII has a superior affinity for
FIXa,® and it is often assumed that FVIII will outcompete

A MOUSE MODEL FOR THE ASSESSMENT OF EMICIZUMAB

emicizumab during coagulation when both FVIII and emicizu-
mab are present. We investigated, therefore, how hemostasis in
FVIll-deficient mice is affected when FVIII and emicizumab are
applied together. As shown in Figures 3 and 4, a single dose of
5 U of FVIII per kilogram or 3 mg of emicizumab per kilogram is
insufficient to fully correct bleeding. We therefore tested what
would happen if both were given simultaneously (Figure 5).
Interestingly, when a FVIII dose of 5 U/kg was combined with an
emicizumab dose of 3 mg/kg, blood loss was corrected to the
same extent as observed for an FVIIl dose of 7.5 U/kg or higher
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Figure 5. Combined activity of FVIIl and emicizumab.
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(Figure 5A). No further reduction in blood loss was observed
when emicizumab was combined with a dose of 7.5 U of FVIII
per kilogram (Figure 5A). A potential pitfall of this experiment is
that FVIII would be able to associate with both human and
murine FIXa, whereas emicizumab is restricted to its interaction
with human FIXa. To test whether this would affect the out-
come, we designed an in vitro FIXa-induced thrombin-
generation experiment using human FVIll-deficient plasma,
to which we added purified recombinant murine FIX
(Figure 5B). Compared with emicizumab (20 pg/mL) or FVIII
(0.1 U/mL) alone, thrombin generation was increased when
combining FVIII and emicizumab (Figure 5B). The addition of
murine FIX (1 U/mL) to the mixture containing FVIII and emici-
zumab did not further modify thrombin generation. This sup-
ports the view that the presence of both human and murine FIXa
does not affect the additive activity of FVllla and emicizumab.
Together, these results show that emicizumab may provide
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additional hemostatic support to the tenase complex at low FVIII
concentrations.

Discussion

Given the impact that emicizumab has on the management of
hemophilia A, it is surprising that accessible animal models are
thus far lacking. This limitation is mostly due to the species-
restricted interaction between emicizumab and its ligands,
FIX and FX. To fill this gap, we here present a simple and
straightforward mouse model, which allows for testing of
emicizumab in vivo. The model is based on the IV infusion of
emicizumab in combination with human FIX and FX. This
combination indeed results in a significant reduction in blood
loss compared with vehicle-treated FVIlI-deficient mice, at
least when doses between 1.5 and 10 mg/kg emicizumab are
being used.
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Table 2. Relation ternary complex formation and
hemostatic potential

Estimated Reduced
Emicizumab, FIX, FX, ternary blood
mg/kg U/kg U/kg complex, pM loss?
0 100 100 0 No
5 0 100 0 No
5 100 0 0 No
0.5 100 100 129 No
1 100 100 333 Yes
3 100 100 748 Yes
5 100 100 1001 Yes
10 100 100 1270 Yes
5 25 25 66 No
5 50 50 258 Yes
5 200 100 1961 Yes

A single IV infusion of emicizumab 24 hours before the tail-clip
intervention results in reproducible and dose-dependent levels
of the antibody (Figure 1). FIX and FX were dosed such that their
plasma levels were within the normal range (0.85 U/dL and 1.0 U/dlL,
respectively). Based on the respective emicizumab, FIX, and FX
concentrations used in this study, the amount of circulating
terary complex varies between 128 pM for the lowest emicizumab
concentration and 1270 pM for the highest emicizumab con-
centration (Figure 1C). Higher emicizumab concentrations would
not lead to increased levels of terary complex (red dots in
Figure 1C), and could even lead to reduced complex formation.
This bell-shaped curve is due to the fact that if the molar excess
of emicizumab increases, there will be fewer emicizumab mol-
ecules that will bind both FIX and FX simultaneously.

Although emicizumab levels are expected to remain relatively
stable during the 30-minute tail-clip intervention because of its
long half-life, this is less so for concentrations of human FIX and
FX. FIX and FX have half-lives that exceed 3 hours in mice,"”:18
and it is thus anticipated that <30% of FIX and FX will be re-
moved during the 30-minute experiment. To test whether the
amounts of FIX and FX that remain would be sufficient, we
performed experiments in which mice were given one-half the
amount of FIX and FX, that is, 50 U/kg instead of 100 U/kg. Blood
loss was similar between 50 and 100 U/kg doses (Figure 4). This
suggests that when giving a 100 U/kg dose, and even if 50% of
FIX and FX would be eliminated during the 30-minute obser-
vation period, there would still be sufficient amounts of FIX and
FX remaining to mediate emicizumab-dependent hemostasis.

The opposite was true when FIX and FX were given a 25 U/kg
dose, with blood loss being similar to that of vehicle-treated
mice (Figure 4). Apparently, a minimal amount of FIX and FX is
needed to support emicizumab activity. By using the calculation
for ternary complexes, it appears that a minimum of 260 pM
ternary complex is needed to achieve a reduction in blood loss,

A MOUSE MODEL FOR THE ASSESSMENT OF EMICIZUMAB

atleast in this model (Table 2). It is interesting to speculate on the
consequences of these data in view of individuals with reduced
FIX and FX levels, in particular newborns. Newborns have FIX
and FX levels that are reduced 40% to 60% during the first month
of their life.’®2° These levels restrict ternary complex formation,
and will remain below 250 pM if the clinical therapeutic dose of
5.5 mg/dL is being used. It is possible, therefore, that emici-
zumab will be less efficient in these patients.

Observing that a low dose of FVIII, in itself too low to fully correct
the bleeding, combined with emicizumab resulted in a complete
correction of blood loss was of interest (Figure 5). Apparently,
there is an additive effect of both components under these
conditions. One could argue that FVllla has a much higher af-
finity than emicizumab for FIXa, and will thus outcompete
emicizumab. Nevertheless, it is reasonable to assume that the
amount of FVllla available (in our case 0.03 nM, if all 10 U of FVIII
per deciliter are being activated) is much less than the amount of
FIXa. Assuming that 5% of FIXa would be activated, then there is
3.8 nM human FIXa present in our experiments; if 0.03 nM of
these interactswith FVllla, there would be 3.77 nM left for the
interaction with emicizumab. In other words, complex formation
with emicizumab will be virtually unchanged. Indeed, we noticed
that doubling the FIX concentration available for FVIII did not
affect thrombin generation in the presence of a low dose of FVIII
and emicizumab (Figure 5B).

Our proposed model is, like many other animal models, not
without limitations. First, in contrast to the human system, only
FIX and FX are of human origin in this mouse model. Moreover,
murine FIX and FX are still present. The murine and human proteins
may behave differently during the hemostatic process. It should be
noted that both human FIX and FX are able to correct the defi-
ciencies of their murine orthologs in the respective mouse knockout
models,?'?2 suggesting that the proteins are fully functional in the
murine context. We analyzed this further in a diluted aPTT assay, in
which we compared the clotting times of murine plasma containing
only murine FIX with murine plasma containing both human and
murine FIX (supplemental Figure 2). A similar dose response was
observed, suggesting that both human and murine FIX are reacting
similarly in this assay.

A second limitation is that the functionality of emicizumab has
been tested only in the tail-clip-model. Emicizumab activity is
driven by the amount of FIXa generated, and this amount may be
different dependent on the severity of the injury and the location
of the injury. We are currently exploring the hemostatic potential
of emicizumab in other models with injuries at different locations
and with different severities.

Finally, as mentioned earlier in “Discussion,” levels of human FIX
and FX are transient, and do not allow for long-term follow-up.
However, there are strategies for obtaining stable levels over a
longer period of time. Attempts to generate knock-in mice that
express human FIX and FX have only been partially successful, as
these mice express strongly reduced levels of both proteins
(10% to 20%).2® These levels are too low to form sufficient
amounts of ternary emicizumab complexes. Alternatively, FIX
and FX can be produced over a longer period of time following
hydrodynamic injection (~2 weeks stable production) or by
using viral vectors (eg, adeno-associated virus or lentivirus). The
issue here is that the protein expression levels are often highly
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variable and difficult to predict. However, our data using dif-
ferent doses of FIX and FX indicate that levels of FIX (85 U/dL)
and FX (100 U/dL) can be halved or doubled without any major
consequences, providing a relatively extended window of ex-
pression for which to aim.

In conclusion, we provide a relatively straightforward and robust
mouse model that can be used to assess the in vivo action of
emicizumab (or variants thereof) alone or in combination with
other procoagulant agents.
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Supplementary information
A hemophilia A mouse model for the in vivo assessment of Emicizumab function

Ferriere et al.

Supplementary Figure S1
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Legend Supplementary Figure S1: Bleeding profiles of FVIlI-deficient mice receiving
Emicizumab or FVIII.

FVIlI-deficient mice were given Emicizumab (0-10 mg/kg) or FVIII (0-10 U/kg) in combination
with human FIX/FX (both 100 U/kg). Emicizumab was given 24 h before the tail amputation,
whereas FVIII and FIX/FX were given 5 min before the intervention. All proteins were infused
intravenously via the retro-orbital plexus. Following tail amputation, mice were monitored for
30 min, and bleeding arrests (white sections) and (re)-bleeds (colored sections) were noted

for each mouse. For each group, the bleeding profiles of 5 mice are presented.
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Supplementary Figure S2
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Legend Supplementary Figure S2: Diluted aPTT of murine plasma with and without human
FIX

Serial dilutions of murine wild-type plasma in to murine FIX-deficient plasma were prepared
to obtain FIX concentrations of 6.25-50 U/dL (red symbols). Similar serial dilutions were
made, but with half of the FIX consisting of murine FIX supplemented with purified human
FIX to obtain similar final FIX concentrations (blue dots).

Briefly, murine-only FIX samples were prepared by mixing 40 uL murine wild-type (WT)
plasma with 35 puL murine FIX-deficient plasma and 5 pL of Owren-Koller buffer (Stago cat#
00360, Asnieres, France), generating a preparation of FIX levels of 50 U/dL. 40 pL of this
mixture was then mixed with 40 uL murine FIX-deficient plasma (25 U/dL), and this was
repeated another two times to obtain 12.5 U/dL and 6.25 U/dL. For the combined human and
murine FIX samples, 20 uL WT-plasma was mixed with 55 uL murine FIX-deficient plasma, 4
uL of Owren-Koller buffer and 1 uL purified human FIX (2,000 U/dL). This generates a
preparation of 25 U/dL murine FIX + 25 U/dL human FIX, i.e. 50 U/dL combined. This
mixture was then serially diluted as indicated for the murine-only FIX samples. 40 pL of each
sample was then mixed with 120 uL Owren-Koller buffer. The diluted aPTT clotting times

were determined using the STA-PTTa-kit (Stago).
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Résultats/conclusions

Le développement et la caractérisation de ce modele murin hémophilie A ont permis de mettre
en évidence de nouvelles informations relatives a la fonction de I'emicizumab in vivo. Dans un
premier temps, des souris hémophiles A recoivent par voie intraveineuse deux injections en
amont du test de « tail-clip », une premiéere injection d’emicizumab 24 heures avant et une
seconde injection de hFIX et hFX 5 minutes avant. Cette premiere 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 a 1,5 mg/kg réduisent
de facon significative la perte de sang chez ces souris dans le cadre du test de « tail-clip ».
Néanmoins, la réduction observée est incompléte en comparaison de celle observée chez des
souris hémophiles A traitées avec des concentrés de FVIIl. 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 FVIli-like similaire a celle
enregistrée dans des échantillons de plasmas humains contenant de I'emicizumab. A partir de
ce modele, nous avons été en mesure de déduire une activité FVIli-like de 'emicizumab cor-
respondant a une dose de FVIIl de 4,5 U/kg. De maniére surprenante, lorsqu’il est combiné
avec une faible dose de FVIII de 'ordre de 5 U/kg, I'emicizumab est capable d’apporter une
activité additionnelle permettant I'arrét complet du saignement. En conclusion, nous avons
donc été en mesure de développer et caractériser un modele murin robuste qui peut étre utilisé
pour I'évaluation de I'action in vivo de I'emicizumab, seul ou combiné avec d’autres agents

pro-coagulants.
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DISCUSSION
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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 I'effet du FVIII. Durant ma thése, j'ai eu pour objectif I'étude du mode

d'action de deux de ces agents thérapeutiques contournant l'effet du FVIII.

Premierement, je me suis intéressé a mettre en évidence de fagon plus précise le mécanisme
d'action in vivo du FVlla recombinant (Novoseven, rFVIla). En effet, le rFVlla est utilisé depuis
un peu plus de vingt ans dans le traitement de '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 a la question de savoir si I'action thérapeutique du rFVlla 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 rFVlla sont élevés de plusieurs ordres de grandeur
que les niveaux de FVlla endogéne. Savoir si le mode d'action du rFVlla 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 premiére partie de ma thése, je me suis
intéressé a caractériser la dépendance du rFVlla au FT via un anticorps, de type nanobody,

dirigé contre le FVlla aussi bien in vitro que in vivo.

Dans une seconde partie, j'ai développé un modele in vivo chez la souris afin d’évaluer le
mécanisme d’action de I'emicizumab. En effet, I'utilisation de I'anticorps bispécifique dans le
traitement de '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 I'activation du
FX médiée par le FIXa. Cependant, il lui manque certaines des propriétés que posséde le
FVIII. Par conséquent, son potentiel de cofacteur est moins élevé que celui du FVIII. Les efforts
visant a estimer de maniére fiable I'équivalence en FVIII de I'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
I'emicizumab. Pour ce faire, il était nécessaire de disposer d'un modele animal accessible,
dans lequel I'activité cofacteur de I'emicizumab pourrait étre abordée de maniére impartiale.
La haute spécificité de I'emicizumab pour les facteurs IX et X humains limite son utilisation
actuelle aux modéles primates d’hémophilie A acquise, des modéles difficiles d’accés. C'est

pourquoi il était intéressant de développer une approche in vivo chez la souris.

93



PROJET 1 : Caractérisation de la dépendance du rFVlla pour le FT a I'aide de nanobo-

dies

Les remarquables propriétés structurales, fonctionnelles et physico-chimiques des nanobo-
dies en font des outils extrémement 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 particulierement vaste.
Dans le contexte de 'hémostase, un certain nombre de nanobodies ont été développés en
tant qu’outils de recherche. Leur capacité a pouvoir reconnaitre des épitopes normalement
hors d’atteinte des traditionnels anticorps monoclonaux a poussé leur utilisation dans I'identi-
fication de conformations spécifiques de protéines de 'hémostase, telles que le FVlla. Plu-
sieurs anticorps IgG classiques dirigés contre le FVlla ont été développés et bien que pour la
plupart ils reconnaissent sans distinction le FVII et le FVlla, certains de ces anticorps ont tout
de méme été décrits comme étant spécifique de la forme activée du FVII. Il est possible de
citer un anticorps se liant préférentiellement au FVlla tout en étant capable de stimuler l'activité
de I'enzyme (331) ou encore un anticorps polyclonal inhibiteur dirigé contre la partie C-termi-
nale de la chaine légere du FVlla (332) qui reste inhibiteur en présence de FT. Qu'en est-il
dans le domaine des nanobodies ? Des travaux existent déja sur la description d’'un nanobody
liant uniqguement le FVlla 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 étre un excellent outil
pour mesurer les concentrations de FVlla dans différentes cohortes de patients. Au laboratoire
nous nous sommes intéressés au mode d’action du FVlla in vivo, nous avons cherché a mettre
en évidence si le mode d’action de I'enzyme était principalement dépendant ou indépendant
du cofacteur FT. C’est pourquoi nous avons décidé de générer des nanobodies capables de
reconnaitre le FVlla plutdt que le FVII, mais aussi le FVlla libre plutdt que le FVIlla complexé
au FT.

a) Génération de nanobodies spécifiques du FVlla

Nous avons construit des librairies de nanobodies a partir des lymphocytes obtenus d’'un lama
préalablement immunisé contre le FVlila. Nous avons sélectionné ces librairies contre du
rFVlla purifié selon la technique de phage display afin d’obtenir ses nanobodies reconnaissant
le FVila. 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 reconnaitre le FVlla de maniéere spécifique. En ce qui concerne les autres

nanobodies, bien qu’ils étaient capables de reconnaitre le FVlla, 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 I'épitope reconnu est conservé entre tous les facteurs de cette famille. Afin d’obtenir un plus
grand nombre de nanobodies spécifiques du FVlla, nous aurions pu réaliser une étape de
sélection négative avant I'étape de sélection avec le FVlla, 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 a d’autres nanobodies potentiellement plus spé-

cifiques du FVIla d’étre sélectionnés.

b) Etude de I'effet inhibiteur du nanobody KB-FVIla-004

Nous nous sommes par la suite intéressés a la caractérisation du nanobody reconnaissant
spécifiguement le FVlla, que nous avons renommé KB-FVIla-004. Les tests in vitro ont permis
de montrer la spécificité de liaison du nanobody sur le FVlla et non du FVII. En effet, dans les
différents tests in vitro réalisés nous avons montré que la liaison du nanobody a la forme zy-
mogéne du FVII mais également aux formes zymogénes et activées de différents facteurs de
coagulation vitamine K-dépendants était faible. Il en était de méme pour l'effet inhibiteur du
nanobody, uniquement présent a I'encontre du FVlla et non pas d’autres facteurs de coagula-
tion vitamine K-dépendants activés. Cela témoigne que le site de fixation du nanobody sur le
FVila 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 FVlla qui n’est pas
exposée avant son activation. Au cours de nos analyses, nous avons remargqué de maniéere
inattendue que l'activité inhibitrice du KB-FVIla-004 dépendait fortement de la présence ou de
I'absence de TF. La liaison du FT au FVlla induit d’'importants changements de conformation
de I'enzyme tels que son activation allostérique, le repositionnement de son site actif, sa sta-
bilisation dans I'espace efc. Il est trés probable que le site de fixation du nanobody sur le FVila

disparaisse suite a ces changements de conformation.

c) Caractérisation du site de fixation du nanobody sur le FVlla

Le site exact de fixation sur le FVIla est un élément qu’il reste a déterminer bien que plusieurs
hypothéses s’offrent a nous (Figure 16). Tout d’abord, il est envisageable que le site de fixation
puisse se trouver au sein du site actif du FVlla. Il s’agirait dans ce cas d’une inhibition directe
de l'activité du FVlla. Les expériences d’inhibition du FVlla par le nanobody nous ont permis

de déterminer que l'inhibition provoquée par le nanobody était trés probablement une inhibition

95



compétitive, c’est-a-dire une inhibition faisant intervenir directement le site actif de 'enzyme.
De plus, les expériences que nous avons réalisé avec I'inhibiteur irréversible de site actif de
sérine-protéase PPACK ont montré une diminution de liaison et d’inhibition du nanobody sur
le FVlla lorsque celui-ci est lié au PPACK de maniere covalente. Néanmoins, le PPACK est
une molécule volumineuse de par son groupement chlorométhylcétone, sa présence dans le
site actif d’'une sérine-protéase interdit 'accés a celui-ci mais peut aussi perturber 'accés aux
régions périphériques trés proches. C’est pourquoi il est aussi possible que le site de fixation
du nanobody ne soit pas directement dans le site actif du FVIla mais sur une zone du domaine
catalytique tres proche du site actif. Au contraire de I'hypothése précédente, il est aussi envi-
sageable que le site de fixation du nanobody sur le FVlla soit localisé sur une région éloignée
du site actif. Il s’agirait dans ce cas d’'une inhibition indirecte de I'activité du FVlla. Un autre
type de sites de liaison présent sur le domaine catalytique du FVlla sont les exosites, c’est-a-
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 I'un de ces inhibiteurs d’exosites
au FVlla entraine une diminution significative de I'activité amidolytique et protéolytique de I'en-
zyme (334,335). Cependant, cet effet inhibiteur est observable que le FVlla soit libre ou com-
plexé au FT, ce qui est trés différent des résultats que nous avons obtenus. De plus, I'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 chaine lourde du FVlla. La liaison des
facteurs de coagulation vitamine K-dépendants a une membrane phospholipidique via leur
domaine Gla est importante pour leur activité enzymatique in vivo. Nous pouvons envisager
gue le nanobody reconnaisse un site de fixation sur le domaine Gla du FVlla, par exemple
un site de fixation aux ions Ca?*, ce qui entrainerait une perte de liaison du FVlla aux phos-
pholipides et limiterait ainsi son efficacité enzymatique. En effet, la fixation des ions Ca?* 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 FVlla aprés sa liaison a 'enzyme,
ce qui permet alors un alignement optimal de la triade d’acides aminés du site actif du FVlla
avec le site de clivage protéolytique des substrats physiologiques. Cependant, cette observa-
tion a été aussi été retrouvée avec un variant de FVlla dépourvu de domaine Gla, ce qui dé-
montre que le FT peut exercer cette action de repositionnement du site actif du FVIla méme
en absence d’interactions entre 'enzyme et la membrane de phospholipides (232). De plus,
dans la situation ou le FVlla n’est pas lié aux phospholipides, bien que I'activité protéolytique
du FVlla soit diminuée, I'activité amidolytique n’est quant a elle pas impactée (233). Celava a

'encontre de nos résultats ou nous montrons un important effet inhibiteur du nanobody sur
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l'activité protéolytique mais aussi amidolytique du FVlla. D’aprés les résultats que nous avons
obtenus, I'hypothése la plus probable est celle qui concerne une liaison du nanobody dans
le site actif du FVlla, ou tout du moins sur une région périphérique tres 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 FVila.
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Figure 16 : Structure schématique des potentielles interactions entre le nanobody KB-FVlla-
004 (représenté en gris) et le FVila (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 a des arguments étayant [I'hypothese
correspondante. Au contraire, les annotations dans les encadrés de couleur rouge
correspondent a des arguments réfutant I’hypotheése correspondante.
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d) Etude du mécanisme d’action in vivo du FVlla

La caractéristique unique de notre nanobody lui permettant de bloquer l'activité du FVlla en
I'absence mais non en présence de FT pouvait étre utile pour mieux comprendre la physiologie
de l'activité du FVlla, non pas seulement dans des tests in vitro mais aussi dans des tests in
vivo et notamment le temps de saignement mesurer a la queue ou « tail-clip ». Plus précisé-
ment, nous avons décidé d’expliciter a 'aide de ce nanobody l'activité in vivo du rFVlla dans
un modéle 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 trés courte dans I'organisme,
de par leur petite taille ils sont éliminés rapidement par le systeme rénal. La présence d’albu-
mine permet d’avoir une demi-vie bien prolongée. Trois hypothéses s’offraient a nous concer-
nant ce test de « tail-clip ». Premiérement, si les souris déficientes en FVIII injectées avec du
rFVlla préalablement inhibé par le 004-HSA perdaient autant de sang que des souris défi-
cientes en FVIII injectées avec la méme dose de rFVlla non inhibé, cela voudrait dire que
l'inhibition provoquée par le nanobody était levée par la liaison entre le rFVlla et le FT. Cela
indiquerait donc que dans ces conditions expérimentales, l'activité in vivo du rFVlla est de
maniere prédominante dépendante du FT. Au contraire, si les souris déficientes en FVIII in-
jectées avec du rFVlla préalablement inhibé par le 004-HSA perdaient autant de sang que des
souris déficientes en FVIII ne recevant pas de rFVlla, cela voudrait dire que I'inhibition provo-
guée par le nanobody était toujours présente malgré la présence de FT. Cela indiquerait donc
que dans ces conditions expérimentales, I'activité in vivo du rFVlla est de maniére prédomi-
nante indépendante du FT. Enfin, si les résultats étaient compris entre les deux hypothéses
précédentes, cela indiquerait que I'activité in vivo du rFVlla est possible en présence comme
en absence de FT. Les souris déficientes en FVIII injectées avec du rFVlla préalablement
inhibé par le 004-HSA se sont comportées de maniére similaire a la seconde hypothése, nous
avons conclu que dans nos conditions expérimentales I'effet thérapeutique du rFVlla était
principalement indépendant de la présence du FT. Dans un tel cas de figure, ce serait
l'interaction du rFVlla avec les phospholipides plaquettaires qui serait importante pour I'activité
de I'enzyme. Cette hypothése a déja été étudiée par le passé et plus récemment, Enoksson
et al. 'ont a nouveau étudiée (336). Normalement, le rFVlla a une affinité limitée pour les pla-
guettes activées. Cependant, ils ont montré gu’augmenter l'affinité du rFVlla pour la surface
des plaquettes, par le biais de la conjugaison du rFVlla avec un fragment d’anticorps (Fab)
reconnaissant un récepteur plaquettaire TLT-1 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid
cells-like Transcript-1) uniquement présent a la surface des plaquettes activées, ils ont réussi

a augmenter l'affinité du rFVlla pour les plaquettes activées. lls ont ensuite montré que cette
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augmentation d’affinité se traduisait par une augmentation de I'activité du rFVlla de I'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 étre interprétées avec soin car notre modéle ani-
mal posséde une limitation. En effet, la compatibilité du rFVIla humain avec le FT de différentes
espéces a été étudiée et il en ressort que linteraction entre le rFVlla 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 a 105 du FT humain était
essentielle pour l'interaction avec le FVlla humain, et qu’elle ne pouvait pas étre remplacée
par la séquence murine correspondante. Plus précisément, la large boucle située entre les
acides aminés 83 et 94 est trés proche de la région interagissant avec le domaine catalytique
du FVlla. Chez la souris, cette boucle est plus longue de six acides aminés, ce qui empéche
un contact suffisant avec le domaine protéase du FVlla humain, cela se traduisant directement
par une tres faible affinité du FT murin pour le FVIlla humain. Néanmoins, la concentration de
rFVlla utilisée dans nos tests était suffisamment élevée pour espérer obtenir une légére inte-
raction avec le FT murin. Nous avons été par la suite en mesure de montrer une inhibition de
15 a 20% de la liaison entre le FVlla et le nanobody par le FT murin. Nous avons conclu que
malgré le biais de notre modele animal, les résultats que nous avions obtenus restaient plau-
sibles. Afin de consolider nos résultats, ces expériences in vivo devraient étre répétées dans
un autre type de modéle murin, un modéle de souris des présentant a 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 grace au « knock-in » du gene du FT
humain (338). Contrairement aux autres souches existantes, cette souche de souris nommeée
TFKI a '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-FVIla-004 hors du cadre de notre étude

Outre son intérét en tant qu’outil de recherche sur le FVlla, notre nanobody pourrait étre un
outil intéressant permettant d’améliorer le rFVIla actuellement disponible dans les cas ou son
activité nécessiterait la présence de FT. Une des principales limitations du rFVlla est sa faible
demi-vie de 2-3 heures, l'interaction avec le nanobody 004-HSA permettrait de lui conférer la
demi-vie de I'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 8 méme de lever l'inhibition et
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d’obtenir a nouveau un rFVlla fonctionnel. De plus, nous avons montré dans des données
expérimentales non publiées que la liaison du nanobody sur le FVlla était responsable d’'une
diminution d’environ 30% de la liaison de I'antithrombine au FVlla. Le nanobody n’étant pas
assez volumineux pour induire un encombrement stérique pour I'antithrombine, il est possible
en revanche que le nanobody se lie au niveau d’une région du FVlla reconnue par I'antithrom-
bine. Cette intéressante propriété pourrait permettre au rFVlla d’étre moins facilement reconnu
dans la circulation par ses inhibiteurs naturels. Notre nanobody pourrait aussi étre 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 a l'interaction entre le FVlla humain
et certaines protéines de I'Herpés Simplex Virus-1 (HSV1) dans le cadre de la génération de
FXa (339). lIs ont mis en évidence que l'interaction entre le FVlla et une protéine virale glyco-
protéine C (gC) permet I'activation du FX en FXa, selon un mécanisme tres similaire a celui
obtenu avec un complexe physiologique FVIla/FT. Cette protéine gC nécessite la présence
d’'une surface de phospholipides pour exercer cet effet cofacteur a 'encontre du FT mais il est
a noter qu’elle est capable d’exercer cet effet méme en absence de FT. De plus, dans le cas
ou le FT serait présent, l'interaction entre le FT et la gC entrainerait une synergie et un effet
accru sur I'activation du FX. Il serait intéressant d’étudier si notre nanobody est capable ou
non d’inhiber I'activité du FVlla 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 I'effet
inhibiteur du nanobody sur le FVlla perdure méme en présence de gC, il est possible d’envi-
sager I'utilisation du nanobody comme un moyen de réduire les différentes complications hé-
mostatiques. Cependant, cette hypothése ne serait valable que dans le cas ou 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 modeéle in vivo chez la souris pour la caractérisation

du mode d’action de I’emicizumab

De nouvelles thérapies dans 'hémophilie A n’utilisant pas le FVIII nommées « nonfactor the-
rapies », ont émergé ces derniéres années. Bien qu’elles soient trés prometteuses, leur arrivée
a aussi apporté de nouvelles problématiques. En effet, 'analyse de ces molécules thérapeu-
tiques est compliquée, il faut tout d’abord contrdler leurs doses ainsi que leurs effets. De plus,
il ne s’agit plus ici de simplement déterminer I'activité FVIII de ces molécules thérapeutiques,
mais de trouver une équivalence entre leur efficacité thérapeutique et I’activité FVIII cor-
respondante a cet effet. Ceci est le cas avec I'anticorps bispécifique, I'emicizumab, ou I'ap-
proche in vitro donne des résultats variables suivant les tests et les réactifs utilisés. Cette

approche est tout a fait acceptable pour déterminer si I'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 I'équiva-
lence en activité FVIII sont compliqués a mesurer et manque de fiabilité. En effet, les tests in
vitro majoritairement utilisés ont été congus sur le fait que le FVIII est le facteur limitant du
complexe tenase. De plus, ces différents tests mais les différents réactifs utilisés générent 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
'emicizumab. Cependant, la caractérisation de la fonction de I'emicizumab peut étre effectuée
in vivo. Actuellement, le modéle est limité a l'utilisation du modéle d’hémophilie A acquise
réalisée chez les primates non humains. Cette limitation réside dans le fait de la haute spéci-
ficité de I'anticorps bispécifique pour les FIX et FX humains et de primates. Cependant, ces
modeles sont assez difficiles d’accés. Les modéles murins d’hémophilie A étant plus répandus
et facile d’utilisation, nous avons entrepris de développer un modéle d’évaluation de l'action
de I'emicizumab dans ces souris afin d’obtenir une mesure plus fiable que par les approches

in vitro (Figure 17).
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Figure 17 : Comparaison des thérapies actuellement disponible pour I’hémophilie A. Les similarités et
différences a 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 a base de FVIII et I'emicizumab.

Comme il a été mentionné précédemment, I'emicizumab est un anticorps trés spécifique des
FIX et FX humains, en conséguence il ne reconnait pas les facteurs murins. Afin de caractéri-
ser le mode d’action de I'emicizumab dans la souris, il était nécessaire d’apporter un environ-
nement propice a son fonctionnement, c’est-a-dire d’injecter les facteurs humains dans les
souris avant la réalisation des tests in vivo. Les souris ont recu 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 I'action de I'emicizumab sur le saignement des
souris a 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 maniere significative la perte de
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sang chez les souris hémophiles A. Cependant, nous avons aussi observé que 'augmentation
de la dose d’emicizumab injectée jusqu’a une dose de 10 mg/kg n'augmentait pas significati-
vement I'effet thérapeutique observé. Plusieurs hypothéses s’offraient a nous afin d’expliquer

I'effet thérapeutique ne soit pas dose-dépendant :

1) Les doses d’emicizumab injectées étaient trop élevées. En effet, I'emicizumab se lie
de maniére similaire aux FIX et FX humains, qu’ils soient activés ou non. De ce fait, des doses
trop élevées d’emicizumab entraineraient une dilution de l'effet des complexes ternaires emi-
cizumab/FIXa/FX car I'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 uM (269). Le calcul nous donne des doses maximales utilisables com-
prises entre 300 et 600 pg/mL, plus élevées que les plus fortes doses que nous avions utilisées
(10 mg/kg équivaut a 200 pug/mL) (Figure 18). Ceci rejette I'nypothése de I'utilisation de doses

trop élevées d’emicizumab.
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Figure 18 : Représentation graphique de I'effet croissant de la concentration en emicizumab (en uM)
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, I'augmentation de la concentration d’emicizumab entraine une augmentation de la formation
de complexes ternaires. La partie de courbe représentée en vert comprend les concentrations
maximales d’emicizumab qui peuvent étre testées, elles sont comprises entre 2 et 4 uM. Dans cet
intervalle de concentrations, I'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 entrainent une
diminution de la formation de complexes ternaires a cause d’un effet de dilution.
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2) Nous pouvons envisager I'hypothése 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 étre diminuées de moitié sans pour autant impacter I'efficacité observée de
'emicizumab. Ceci suggeére que les quantités restantes de facteurs de coagulation humains

sont suffisantes pour permettre a I'emicizumab d’accomplir son rdle in vivo.

3) L’emicizumab dépend de la présence de FIXa et de FX pour exercer sa fonction de
cofacteur. Plus particulierement, le FIXa est le facteur limitant de la réaction et sa disponibilité
dans la circulation impacte directement I'efficacité de I'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 a 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
éleveée, soit 200 U/kg. Cette dose plus élevée de FIX n'induisait aucune augmentation signifi-
cative de l'activité thérapeutique de I'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 probleme ne se situe pas au niveau de I'apport en FIX, il peut alors se situer au niveau de
la génération de FIXa a partir du FIX injecté, apres que la coupure du « tail-clip » ait été effec-
tuée. Le FIX humain gue nous injectons dans les souris dépend des facteurs de coagulation
murins pour étre activé. Il est probable que Il'affinité de liaison du FIX humain pour ses activa-
teurs murins ne soit pas aussi élevée que celle du FIX murin pour ces mémes protéines. Une
affinité de liaison plus faible entrainerait donc une génération de FIXa faible et dont la quantité
maximale serait plafonnée. En répercussion, I'efficacité de I'emicizumab serait a son tour limi-

tée, ce qui se traduirait directement par une absence d'effet dose.

Afin de pouvoir répondre a notre problématique concernant I'équivalence FVIII de I'activité de
’'emicizumab in vivo, I'effet de différentes doses de FVIII a été vérifié dans notre modéle murin,
selon les mémes conditions expérimentales que chez les souris traitées avec I'emicizumab.
La comparaison des volumes de sang perdu des souris hémophiles A traitées soit avec de
I'emicizumab, soit avec du FVIIl, nous a permis d’estimer que leffet thérapeutique de
I'emicizumab dans notre modéle murin était équivalent a un taux de FVIII circulant de 9%
de FVIIl. Cependant, comment se comparent nos résultats a ceux obtenus dans le modéle
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 pg/mL)
par rapport a une dose de FVIII porcin équivalente a 1% de FVIII circulant (153). Les deux
traitements permirent de réduire trés 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 I'emicizumab possédait une activité équivalente a 1% de FVIIl. 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 'emicizumab
pouvait avoir un effet plus important a des concentrations plus élevées. La méme équipe
japonaise a alors testé des doses plus élevées d’emicizumab dans leur modéle de primate
non humain, & savoir 1 mg/kg et 3 mg/kg (274). Aux termes de leurs tests, ils ont estimé cette
fois que I'emicizumab possédait une activité équivalente a un taux circulant de FVIII d’environ
10%. Ces résultats sont alors tout a fait comparables a ceux que nous avons obtenus dans
notre modéle murin (Figure 19).

emicizumab
Modele primate Modele murin
d’hémophilie A acquise d’hémophilie A sévere
.
St Blessure: Injections intramusculaires multiu Blessure: Modéle de blessure a la queue
Interprétation: Surface des contusions 6 Interprétation : Perte de sang

Equivalence en activité FVIII: 10-20%

Figure 19 : Evaluation de I’emicizumab in vivo. Un modéle d'hémophilie A acquise chez le primate et un
modele de souris déficiente en FVIII semi-humanisée ont été utilisés pour évaluer I'effet de
I’emicizumab. Dans les deux modeéles avec des techniques de blessures différentes, |'utilisation d'une
gamme de FVIII a permis d'estimer I'équivalence en FVIII entre 10-20%.

Une limitation de notre modele concerne les facteurs de coagulation. En effet, bien que nous
injections les facteurs de coagulation humains afin de créer un environnement convenable a
la fonction de I'emicizumab, le systéme de coagulation de notre modéle reste avant tout murin,
avec les facteurs IX et X murins toujours présents. La génération d’'un modéle murin hémophile
A humanisé pour les facteurs IX et X permettrait de répondre a 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 modeéle murin qui serait déficient
en FVIII, FIX et FX, dans lequel nous pourrions injecter les facteurs de coagulation humains
de la méme maniére que dans notre modéle actuel. Afin de générer un tel modéle, 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 a une mortalité embryonnaire et
périnatale importante donc elles ne peuvent pas étre utilisées. Néanmoins, nous avons
développé au laboratoire un modéle murin ou la déficience en FX peut étre induite, un tel
modeéle pourrait étre croisé avec les deux autres lignées de souris hémophiles (341). Enfin,

I'évaluation de l'efficacité de I'emicizumab dans notre modéle 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 millimétres
terminaux de la queue des souris et impacte veines et artere caudales a la fois. La taille de la
coupure, sa profondeur et sa localisation ont une influence toute particuliere 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 I'emicizumab dans notre modéle a 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
I'artére caudale. Puisque la coupure est plus localisée que celle effectuée durant un test de
« tail-clip », la quantité de FIXa devrait étre différente, ce qui devrait impacter I'efficacité de
'emicizumab dans ces tests-ci. Des résultats d’expériences préliminaires de « tail vein
transection » effectuées au laboratoire semblent indiquer que pour une méme dose, I'effet
thérapeutique de I'emicizumab est plus important dans un test de « tail vein transection » que

dans un test de « tail-clip ».
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Résumé : L'hémophilie A est une maladie hémorragique due a

un déficit en facteur VIII de la coagulation (FVIII). Le traitement est
une thérapie dite de substitution utilisant des concentrés de FVIIL

Toutefois, lors d'apparition d'inhibiteurs dirigés contre le FVII, la

stratégie thérapeutique consiste a utiliser des agents contournant

I'action du FVIII tel que le FVIla recombinant (rFVIla) ou d'un

anticorps bispécifique mimant I'activité du FVII (emicizumab). Le

but de cette thése a consisté a étudier les modes d'action de ces
deux thérapies de contournement a l'aide d’outils biologiques
innovants développés spécialement.

En ce qui concerne le rFVIla, bien qu'il soit efficace
cliniquement, son mode d'action était encore sujet a discussion au
début de ce travail. Dans une premiére partie de cette thése, nous
avons étudié le mode d'action du rfFVIIa 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, posséde une activité inhibitrice du FVIIa uniquement
lorsque le FVIIa est libre et non lié a son cofacteur, le facteur

tissulaire (FT).

Cette caractéristique originale nous a permis de montrer /in vivo
que l'activité du rFVIla est indépendante en grande majorité de
son cofacteur FT.

Dans une seconde partie de ce travail, nous avons étudié
le mode d'action de I'emicizumab /n vivo. En effet, la mesure de
son efficacité et I'équivalence en activité FVIII sont compliquées
a mesurer et manque de fiabilité dans les tests /n vitro. Nous
avons développé un modele 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 I'anticorps (pour une dose
>1,5 mg/kg) correspondante a une équivalence de 4,5 U FVIIl/kg
(soit 9,0 U/dL). De maniere intéressante, |'association d'une
faible dose de FVIII (5 U/kg) avec I'emicizumab nous a permis
de montrer un arrét complet du saignement dans notre modéle
murin, suggérant un effet additif entre le FVIII et I'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 FVII function, such as the use of

recombinant Factor VIla (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 /n vivo
activity of rFVIla is predominantly independent of its cofactor TF.

In a second part of the study, we have examined the /n
vivo mode of action of the FVIII-mimetic emicizumab. Indeed, to
measure its efficacy and equivalence to FVIII using /n 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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