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I) Le facteur VIII de la coagulation et son rôle central dans l’hémostase 

 

A) Hémostase 

L’hémostase, dont l’étymologie provient du grec « Hemo » et « Stasi », qui signifient 

respectivement « sang » et « arrêt », définit l’ensemble des processus et mécanismes qui vont 

contribuer à stopper un saignement issu d’une brèche vasculaire en la colmatant. L'hémostase est 

un exemple frappant de la manière dont la sélection naturelle a préservé des mécanismes 

biologiques cruciaux, car celle-ci est très conservée chez les vertébrés au cours de l’évolution.1 

Classiquement, on décrit l’hémostase en trois étapes de façon séquentielle afin d’en simplifier la 

description, mais il s’agit plutôt de mécanismes qui ont lieu simultanément. Nous décrirons ici les 

trois étapes que sont 1) l’hémostase primaire, 2) l’hémostase secondaire ou coagulation et enfin 3) 

la fibrinolyse. 

 

1) Hémostase primaire  

On définit l’hémostase primaire comme le processus de formation du clou plaquettaire occlusif qui 

va adhérer à l’endothélium en réponse à une blessure vasculaire. La réponse initiale à la lésion 

vasculaire est la vasoconstriction en réponse à la libération d’une protéine par l’endothélium 

endommagé : l’endothéline.2 La rupture d’intégrité de l’endothélium permet également l’exposition 

de collagène sous endothélial auquel va se fixer une protéine qui va servir de pont moléculaire entre 

l’endothélium et les plaquettes : Le facteur de von Willebrand (FVW). En effet le FVW est capable 

d’adhérer au collagène de la matrice sous endothéliale et suite à cette fixation et en présence de 

contraintes de cisaillement importantes dues à la blessure vasculaire il va subir un changement de 

conformation.3 A la suite de ce changement de conformation, il va lier le complexe de glycoprotéines 

(GP) membranaire à la surface des plaquettes, GPIb-IX-V via le récepteur GPIbα.4,5 L’action du FVW 

va résulter en une adhésion des plaquettes au sous endothélium, mais cette liaison est réversible et 

insuffisante pour une adhésion stable. Celle-ci va être renforcée par une seconde interaction entre 

les plaquettes et le collagène via une seconde GP, la GPVI qui agit comme un récepteur plaquettaire 

pour le collagène6 mais également via l’intégrine 12 qui renforce à son tour l’interaction au 

collagène.7 L’adhésion des plaquettes induit un début d’activation se traduisant par un changement 

de morphologie et la libération du contenu de ses granules avec, entre autres, le FVW, le Facteur V 

(FV) et l’adénosine diphosphate (ADP).8 L’ADP va se fixer à son récepteur plaquettaire et induire un 

changement conformationnel de la GPIIb/IIIa (également appelée intégrine αIIbβ3) qui est 

l’intégrine centrale capable de promouvoir l’agrégation des plaquettes au site de blessure vasculaire 

par l’intermédiaire de sa liaison au fibrinogène et au FVW.9 

Outre le changement de morphologie des plaquettes et l’expression de divers récepteurs à la 

surface des plaquettes, l’activation plaquettaire est responsable de differents mécanismes : 

- Un changement de la distribution des lipides constituant la membrane plasmique des 

plaquettes. Les phospholipides anioniques constitués majoritairement de 

phosphatidylsérine vont basculer du feuillet interne vers le feuillet externe 10 de sorte à 

exposer une surface chargée négativement à l’extérieur de la membrane plasmique des 
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plaquettes. Cet évènement est central dans le déroulé de la coagulation car il va contribuer 

au recrutement et à l’activation des facteurs de la coagulation à la surface des plaquettes.11 

- La libération de polyphosphates contenus dans les granules denses. Il s’agit polymères 

linéaires de phosphates inorganiques ayant un effet pro-coagulant via l’interaction avec 

différentes protéines pro-coagulantes afin de favoriser leur activation et l’inhibition de 

protéines anticoagulantes. 12 

2) Hémostase secondaire ou coagulation 

L’hémostase secondaire met en jeu un ensemble de réactions enzymatiques régulées en séries 

médiées par des protéines appelées facteurs de la coagulation: La cascade de la coagulation. 

Classiquement, elle était décrite en deux voies distinctes, intrinsèque et extrinsèque, qui convergent 

vers une voie commune aboutissant à la formation de thrombine puis de fibrine venant renforcer 

le clou plaquettaire. Cette conception a été remise en cause par la mise en évidence d’interaction 

entre les acteurs de ces deux voies.13 La vision actuelle de la coagulation consiste en un 

enchainement de trois étapes interdépendantes : 1) phase d’initiation, 2) phase d’amplification et 

3) phase de propagation. Nous décrirons ici la coagulation en détaillant ces 3 étapes. Malgré une 

description séquentielle afin d’en simplifier la compréhension, il faut garder à l’esprit que 

l’ensemble des mécanismes que nous allons décrire se déroule de façon simultanée. 

Facteurs de la 

coagulation  
Noms 

Concentration 

plasmatique en µM 

FI Fibrinogène 9 

FII Prothrombine 2 

FV Proaccélerine 0,05 

FVII Proconvertine 0,01 

FVIII Facteur anti hémophilique A 0,0004 

FIX Facteur anti hémophilique B 0,09 

FX Facteur Stuart 0,13 

FXI Facteur Rosenthal 0,03 

FXII Facteur Hageman 0,4 

FXIII 
Facteur stabilisateur de la 

fibrine 
0,03 

Tableau 1 : Les facteurs de la coagulation chez l'Homme 

(F: Facteur) 

 

a) Phase d’initiation  

La phase d’initiation commence au moment de la blessure vasculaire avec l’exposition des 

composants cellulaires et protéiques de la matrice sous endothéliale (collagène, cellules 

musculaires lisses, fibroblastes, etc.) au flux sanguin.14 Ces cellules expriment à leur surface une 

protéine importante pour l’initiation de la coagulation (on parle de voie extrinsèque) : Le facteur 

tissulaire (FT). Le FT se fixe au facteur VII (FVII) de la coagulation et agit en tant que cofacteur de 

celui-ci. Il semblerait que le FT stimule l’auto activation du FVII en facteur VII activé (FVIIa).15 Une 
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autre hypothèse évoque également la présence en très faible quantité (100 pM) de FVIIa circulant 

(inactif en absence du FT) et sur lequel le FT va aller se fixer.16 Dans les deux cas, le complexe 

FT/FVIIa va permettre l’activation de faibles quantités de  facteur IX (FIX) en facteur IX activé (FIXa) 

et de facteur X (FX) en facteur X activé (FXa), conduisant à la formation du complexe prothrombinase 

à la surface des cellules exprimant le FT.17 Ce complexe est composé du FXa et du facteur V activé 

(FVa) (lui-même activé par le FXa18). Son rôle est de convertir la prothrombine (FII) en thrombine 

(FIIa) par l’action du FXa et de son cofacteur le FVa.19 Le FXa se dissocie ensuite des cellules 

exprimant le FT pour aller se fixer sur des surfaces riches en phospholipides (PL) afin de participer 

aux phases de propagation et d’amplification de la coagulation. 

 

b) Phase d’amplification 

Comme décrit précédemment, au cours de l’hémostase primaire, les plaquettes s’accumulant au 

niveau de la blessure vasculaire vont être activées par les faibles quantités de thrombine générée 

durant la phase d’initiation. Cette activation est médiée par l’intermédiaire du récepteur 

plaquettaire à la thrombine « protease activated receptor 1 » (PAR 1) (impliqué dans l’activation 

plaquettaire en présence de faibles concentrations de thrombine, contrairement à PAR4 qui est mis 

en jeu en présence de fortes concentrations de thrombine).20 La thrombine va également amplifier 

la cascade de réactions enzymatiques en activant le FVa qui permet d’augmenter l’activité du 

complexe prothrombinase et donc la génération de thrombine.21 La seconde amplification majeure 

est l’activation par la thrombine d’un cofacteur clé, le facteur VIII activé (FVIIIa) (description 

détaillée: cf. partie B).22 En effet, le FVIIIa est un cofacteur du FIXa dans la conversion du FX en FXa 

sur la surface des plaquettes activées. Cette activation du facteur VIII (FVIII) s’accompagne d’une 

activation du facteur XI (FXI) (impliqué dans l’activation du FIX) par la thrombine23 et permet 

l’activation de la voie intrinsèque de la coagulation. La thrombine joue un rôle majeur dans 

l’amplification de la cascade de réactions enzymatiques de la coagulation pour permettre la phase 

de propagation. 

 

Figure 1 : Représentation schématique de la cascade de la coagulation chez l'Homme 

 

c) Phase de propagation 

A la différence de la phase d’initiation qui a lieu à la surface des cellules exprimant le FT, la phase 

de propagation a lieu sur les surfaces riches en PL des plaquettes, ce qui permet la survenue des 
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réactions d’activation du FIX par le FXIa. Le FIXa et son cofacteur le FVIIIa forment le complexe 

tenase et permettent la conversion du FX en FXa et donc la génération d'une grande quantité de 

thrombine par le complexe FVa/FXa. La thrombine ainsi générée va former massivement de la 

fibrine (FIa) en clivant le fibrinogène (FI). En effet, la fibrine est un des constituants majeurs du caillot 

et va permettre la consolidation du clou plaquettaire. Plusieurs étapes sont nécessaires à 

l’organisation de la fibrine nouvellement formée en un réseau de fibrine organisé et stabilisé. La 

thrombine va permettre le clivage du fibrinogène (FI) soluble en monomères de fibrine (FIa) qui vont 

spontanément s’assembler en double brins de fibrine appelés protofibrilles. Cette première étape 

est directement dépendante de la thrombine.24 L’organisation de la fibrine en réseau structuré et 

stabilisé est dépendante de l’activation par la thrombine du facteur XIII (FXIII) qui va permettre 

d’interconnecter de façon covalente les protofibrilles.24,25 L’ensemble de ces étapes permet la 

formation d’un caillot de fibrine dense, élastique et occlusif. La structure microscopique de ce caillot 

de fibrine peut être analysée et permet d’obtenir des informations sur le déroulé et les mécanismes 

de la cascade de la coagulation (cf. partie III) 

 

Figure 2 : Etapes successives de formation du caillot de fibrine 

(Adapté de Why fibrin biomechanical properties matter for hemostasis and thrombosis, Feller et al)24  

 

d) Mécanismes de régulation de la cascade de la coagulation 

La cascade de la coagulation est un système pouvant amplifier son activité mais elle nécessite une 

fine régulation afin de maîtriser celle-ci. Plusieurs mécanismes physiologiques anticoagulants 

permettent de freiner le système. 

- L’antithrombine (AT) est un inhibiteur majeur de la coagulation et plus particulièrement des 

sérine-protéases de la coagulation (thrombine, FXa et de façon moins importante le FIXa et le 

FXIa). Elle appartient au groupe inhibiteur des sérines protéases ou SERPINs (serine protease 

inhibitors)26,27 Son action est augmentée d’un facteur mille lorsqu’elle est en présence de son 

cofacteur l’heparine.28 
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- L'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire, également connu sous le nom de Tissue Factor 

Pathway Inhibitor (TFPI), est un anticoagulant naturel. Il a été principalement étudié pour son 

rôle d'inhibition du complexe FT/FVIIa pendant l'initiation de la coagulation. Cependant, il agit 

également en tant qu'inhibiteur du FXa.29 

- La protéine C activée (PCa) et son cofacteur, la protéine S, exercent une activité anticoagulante 

en clivant et par conséquent en inactivant les FVIIIa et FVa et en bloquant l’activité des 

complexes tenase et prothrombinase. La PCa est activée par la thrombine/thrombomoduline 

afin de remplir son rôle anticoagulant.30 D’autre part, la protéine S présente également une 

activité cofacteur du TFPI.31 

 

 

Figure 3 : Régulation de la cascade de la coagulation par ses principaux inhibiteurs physiologiques 

 

3) Fibrinolyse 

La fibrinolyse qui constitue l’étape finale de l’hémostase est un processus hautement régulé qui 

débute durant la formation du caillot de fibrine. Elle permet l’élimination du caillot de fibrine, une 

fois la blessure vasculaire réparée. La protéine centrale impliquée dans la fibrinolyse est la plasmine 

qui permet de dégrader la fibrine en un produit de dégradation de la fibrine sous forme de 

monomère et de dimère (D-Dimer).32 Le plasminogène est le zymogène de la plasmine et est activé 

par l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) secrété par les cellules endothéliales et par 

l’activateur du plasminogène urokinase (uPA) produit par les monocytes/macrophages et 

l’épithélium urinaire.33 Leurs actions sont contrôlées par PAI-1, PAI-2 et PAI-3 (plasminogène 

activator inhibitor) et la protéase nexine 1 (PN1) qui les inhibent.34,35 L’action de la plasmine est 

également contrôlée par une enzyme activable par la thrombine, le TAFI (thrombine activable 

fibrinolysis inhibitor), qui est une carboxypeptidase. En effet le TAFI agit en clivant les arginines et 

lysines en position C-terminale de la fibrine qui correspondent aux sites de liaisons de la plasmine 

sur la fibrine36,37, ce qui empêche l’action de celle-ci. La plasmine est également inhibée par l’α2-

antiplasmine38 et l’α2-macroglobuline.39 En résumé, la fibrinolyse est un processus très finement 

régulé visant à éliminer le caillot de fibrine en contrôlant la formation de celui-ci, tout en 

garantissant l’intégrité vasculaire. 
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Figure 4 : Représentation schématique de la dégradation du caillot de fibrine lors du processus 
finement régulé de la fibrinolyse 

 

B) Le FVIII de la coagulation 

Le FVIII codé par le gène F8 est une glycoprotéine agissant dans la cascade de la coagulation en tant 

que cofacteur du FIXa dans l’activation du FX. Son rôle dans l’amplification de la réponse 

hémostatique via le complexe tenase fait de lui un acteur central de la coagulation. 

 

1) Gène F8 

Le gène F8 a été cloné pour la première fois en 198440 et code pour le facteur VIII de coagulation. Il 

est localisé au niveau de l'extrémité du bras long du chromosome X en position Xq28. F8 est l’un des 

plus grands gènes connus avec une taille de 186 kb : il est composé de 26 exons et 25 introns.41 Un 

ARN messager (ARNm) d'environ 9 kb est transcrit à partir de ce gène. L'ARNm comprend une région 

5' non traduite (UTR) de 150 nucléotides et une région 3' UTR de 1806 nucléotides. Ces régions 

encadrent une séquence codante de 7056 nucléotides.  

 

Figure 5 : Structure du gène F8 codant pour le FVIII de la coagulation humaine 
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2) Sites de biosynthèse du FVIII 

La production de FVIII est décrite dans plusieurs organes. A l’origine, on décrivait une synthèse 

hépatique mais différentes études de détection d’ARNm ont permis d’affiner cette localisation et 

de montrer une synthèse au niveau des cellules endothéliales (CE) sinusoïdales du foie.42,43 Des sites 

de production du FVIII extra hépatiques ont également été mis en évidence comme les CE 

pulmonaires.44 Il a été établi que cette synthèse par les cellules endothéliales est faite par les CE 

lymphatiques et les CE fenestrées.45 Bien que les synthèses hépatiques et pulmonaires soient 

probablement les plus importantes, une étude a également permis de montrer une synthèse par les 

cellules hématopoïétiques (monocytes, macrophages, mégacaryocyte, etc.).46 

 

3) Structure et domaines du FVIII 

Le FVIII est une protéine multi-domaines constituée de 2351 acides aminés incluant un peptide 

signal de 19 acides aminés. Après une phase initiale de maturation, celui-ci est clivé, réduisant ainsi 

la taille de la protéine à 2332 acides aminés. Dans le réticulum endoplasmique, le FVIII subit des 

modifications avec notamment des N- et O-glycosylations, puis il est transféré vers l'appareil de 

Golgi. Au sein de l'appareil de Golgi, d'importantes modifications post-traductionnelles surviennent, 

incluant des N- et O-glycosylations, ainsi que des sulfatations.47 Enfin, le FVIII subit une étape de 

protéolyse aux positions Arg1313 et/ou Arg1648 (domaine B) qui aboutit à la sécrétion d'une 

protéine ayant un poids moléculaire apparent de 280 kDa.41,48 

La forme mature du FVIII en circulation est un hétérodimère composé de deux chaînes distinctes : 

une chaîne lourde renfermant les domaines A1, a1, A2, a2 et B, et une chaîne légère comprenant 

les domaines a3, A3, C1 et C2, reliées entre elles par un ion divalent.49 La taille de la chaîne lourde 

est variable en raison de clivages ayant lieu à la jonction des domaines B-A3 ou à l’intérieur du 

domaine B. Il semble que le domaine B ne soit pas indispensable à l’activité pro coagulante50 du 

FVIII mais qu'il pourrait avoir un rôle dans le transport intracellulaire du FVIII.51 

 

 

Figure 6 : Représentation de la structure hétérodimérique du FVIII inactif et de ses modifications 
post-traductionnelles 
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4) Interaction FVIII et FVW 

Tout de suite après sa libération dans la circulation, le FVIII est pris en charge et se fixe au FVW de 

façon non covalente, permettant à ce dernier de jouer un rôle de protéine chaperonne.52 

L’association FVIII/FVW se fait au niveau de la chaîne légère du FVIII via la tyrosine sulfatée en 

position 1680 du domaine a353 ainsi que sur le domaine C2, en position 2303–2332. Il semblerait 

que le domaine C154–56 participe à cette interaction de manière directe ou indirecte en modifiant la 

conformation du domaine C2. 57 Cette interaction non covalente présente une très forte affinité 

(inférieure au nanomolaire).58 

Cette association avec le FVW est essentielle pour le maintien du FVIII dans la circulation. En effet, 

le FVW va permettre de prolonger la demi-vie du FVIII plasmatique. Cela a pu être observé chez des 

patients atteints de la maladie de Willebrand de type 3 (déficit quantitatif total du FVW) et de type 

2N (anomalie qualitative du FVW avec liaison du FVIII au FVW abolie), chez qui différentes doses de 

FVIII ont été injectées et dont la demi-vie de celui-ci a été mesurée.59,60 Plusieurs mécanismes par 

lesquels le FVW protège le FVIII sont décrits dans la littérature : 

- Le FVW protège le FVIII en stabilisant sa structure hétérodimérique dans la circulation et 

évite sa dégradation par les contraintes mécaniques liées au flux sanguin.61 

- Il permet également de prévenir et empêcher la dégradation précoce du FVIII par des 

protéases telle que la protéine C activée mais également son activation précoce par le FXa , 

ce qui constitue un niveau de régulation de son activité.62–64 

- Le FVW permet également de prévenir l’interaction précoce du FVIII avec le FIXa ce qui 

retarde son intégration au complexe d’activation du FX65 mais également avec la surface 

riche en phospholipides plaquettaires.66,67 

- Le complexe FVIII/FVW permet également de prévenir l’endocytose du FVIII en bloquant 

l’interaction avec les récepteurs cellulaires lipoprotéiques tels que le «Low Density 

Lipoprotein Receptor-Related Protein 1 »  (LRP1) et autres récepteurs de clairance. 68,69 

Enfin le FVW a un rôle très important dans le transport et l'adressage du FVIII au site de blessure 

vasculaire afin qu’il puisse remplir son rôle de cofacteur du FIXa.70 

 

5) Activation du FVIII 

Afin d’exercer son rôle de cofacteur dans la cascade de la coagulation, le FVIII inactif doit être 

converti dans sa forme active. Cette activation est dépendante de l’action de la thrombine. En effet, 

celle-ci va permettre l’activation du FVIII en réalisant des clivages sur la chaîne lourde au niveau des 

arginines 372 et 740, et sur la chaîne légère au niveau de l’arginine 1689.71 Cette protéolyse du FVIII 

génère 3 fragments différents : A1-a1 lié via des interactions électrostatiques au fragment A2-a2 sur 

la chaîne lourde, et le fragment A3-C1-C2 sur la chaîne légère du FVIIIa.72 Le clivage de la chaîne 

légère permet également la dissociation du domaine a3 qui abolit la liaison du FVIII au FVW et 

génère une structure hétérotrimérique instable.73 En effet, une fois libéré du FVW, la conformation 

du FVIII change et dévoile des sites d’interaction importants, notamment pour les surfaces riches 

en phospholipides au niveau du domaine C2.74 Le domaine C1 semble également participer à la 

liaison du FVIIIa sur ces surfaces.75 Les sites d’interaction du FVIIIa pour les FIXa et FX sont également 

exposés. Ainsi, le FVIII devient disponible pour remplir son rôle de cofacteur au sein du complexe 



 

14 
 

tenase. Le FXa est également impliqué dans la protéolyse du FVIII avec des clivages au niveau des 

arginines 372 et 1721, et le FIXa en position 1719.76 

 

Figure 7 : Activation protéolytique du FVIII de la coagulation 

(Adapté de "The disappearing act of factor VIII", Lenting et al)77  

 

6) Inactivation du FVIIIa 

L’inactivation du FVIIIa est un élément majeur dans la régulation de l’activité du complexe tenase. 

Deux mécanismes différents sont décrits : La dissociation spontanée du FVIIIa ou sa dégradation 

protéolytique qui met en jeu plusieurs protéases : La FVIIIa est un hétérodimère très instable dans 

lequel le domaine A2 est lié aux domaines A1/A3-C1-C2 par une liaison ionique qui constitue une 

interaction faible. La dissociation spontanée du FVIIIa a lieu par la rupture de cette liaison.78–80 Il est 

intéressant de noter que la structure du FVIIIa dans le complexe tenase est stabilisée par son 

interaction avec le FIXa via A2 et A3.81–83 D’autre part, le FIXa est également impliqué dans le clivage 

du FVIIIa sur les arginines 1719 et 336.84 Le clivage sur l’arginine 336 induit la libération du fragment 

a1 qui déstabilise à son tour le FVIIIa et accélère sa dissociation en changeant l’affinité du domaine 

A2 pour le reste de la protéine.85 Le clivage sur l’arginine 336 peut également être réalisé par 

d’autres protéases comme le FXa86, la plasmine87 et la PCa.88 Plus récemment, il a été montré que le 

FXa et la plasmine clivent le FVIIIa au niveau de la lysine 36 dans le domaine A1 affectant 

potentiellement la stabilisation du FVIIIa par le FIXa.89 La PCa clive également sur l’arginine 562 en 

présence de protéine S et FV ce qui induit une diminution de la fixation du FIXa sur le FVIIIa.90 
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Figure 8 : Inactivation du FVIIIa par protéolyse ou par dissociation spontanée de l’hétérodimère 

(Adapté de "The disappearing act of factor VIII", Lenting et al)77 

 

II) Hémophilie A : Une Maladie Hémorragique liée à une anomalie de la coagulation 

 

1) Définition : 

L'hémophilie A est une maladie hémorragique héréditaire causée par un déficit en un facteur de la 

coagulation : le FVIII. Une anomalie dans le gène codant le FVIII peut entraîner une altération 

fonctionnelle et/ou quantitative de cette protéine. La prévalence de la maladie est d'environ 1 à 2 

naissances de garçon sur 10 000, et elle est transmise de manière récessive liée au chromosome X.91  

La gravité de la maladie varie d'un patient à l'autre, avec une corrélation directe entre la sévérité et 

les taux résiduels de FVIII circulant dans le plasma. On distingue ainsi trois groupes de patients au 

sein de la population atteinte d'hémophilie A : 

Les patients atteints d’hémophile A mineure présentent un taux de 5 à 40 % de FVIII résiduel, 

correspondant à 5-40 UI/dL. Ils représentent environ 50 % de la population hémophile A. Ils ne 

présentent pas de saignements spontanés, mais plutôt en lien avec des traumatismes graves ou des 

procédures invasives telles que la chirurgie.92 

Les patients atteints d’hémophilie A modérée présentent un taux de 1 à 5 % de FVIII résiduel, 

correspondant à 1-5 UI/dL. Ils représentent environ 10 % de la population hémophile A. Des 

saignements anormaux peuvent se produire en réponse à des blessures mineures, des chirurgies ou 

des extractions dentaires. Il est également possible de constater des saignements spontanés plus 

rares, qui peuvent affecter les articulations (hémarthroses) et les muscles (hématomes).92 

Les patients atteints d’hémophilie A sévère présentent moins de 1 % de FVIII résiduel, 

correspondant à moins de 1 UI/dL. Ils représentent environ 40 % de la population hémophile A.93 
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Ces patients présentent des saignements spontanés sans traumatisme visible, que ce soit dans les 

muscles ou les articulations. En effet, des saignements spontanés dans les articulations 

surviennent : les hémarthroses. Elles conduisent à la destruction de l’articulation suite à une 

arthropathie sévère sans prise en charge adaptée.94 

Type 

Hémophilie 

A 

Activité FVIII 

résiduel 

Symptômes associés 

Mineure 5-40 %  

• Absence de saignements spontanés 

• Saignements anormalement longs en lien avec 

des traumatismes importants ou des procédures 

invasives : chirurgies 

Modérée 1-5 % 

• Saignements suite à des blessures ou 

traumatismes mineurs, chirurgies 

• Possibilité de saignement spontané dans de rares 

cas. 

Sévère >1 % 

• Saignements importants sans traumatismes 

visibles, intra-musculaires et intra-articulaires 

(Hémarthrose conduisant à des arthropathies) 

Tableau 2 : Symptômes de l’hémophilie A associés au taux résiduel de FVIII 

 

2) Causes génétiques de l’hémophilie A : 

 

Altérations de F8  

Les altérations possibles du gène F8 sont nombreuses et variées et expliquent l’hétérogénéité des 

phénotypes observés chez les patients hémophiles A : mutations ponctuelles, délétions, insertions 

ou des altérations de l’épissage altérant la séquence de la protéine. Ces anomalies peuvent survenir 

au niveau des exons et des introns dans des parties plus ou moins importantes de F8. La "European 

Association for Haemophilia and Allied Disorders" (EAHAD) recense au sein de sa base de données 

sur les différents facteurs de la coagulation, 3052 variants différents du gène F8. (Mise à jour en 

mars 2022) 

La majorité des variants de F8 sont liés à des mutations ponctuelles se matérialisant sous la forme 

de mutations faux-sens et non-sens. Le phénotype de la maladie est directement corrélé à 

l’importance des régions dans lesquelles surviennent les mutations et de la façon dont elles les 

affectent. 

En effet des mutations faux-sens semi-conservatrices sont associées à des formes mineures 

d’hémophilie alors que des mutations faux-sens non-conservatrices seront plutôt associées à des 

formes modérées ou sévères selon la localisation sur F8. Les mutations non-sens peuvent induire 

l’introduction de codons stop précoces et sont le plus souvent associées à des formes sévères de la 

maladie car elles génèrent une protéine tronquée qui ne sera pas ou peu fonctionnelle. Certaines 

mutations peuvent avoir pour effet de générer ou supprimer un ou des sites d’épissage et donc de 
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changer la taille ou la composition en exons lors de la transcription. La forme de la maladie dépend 

dans ce cas de la possibilité pour la protéine à être produite correctement (forme 

mineure/modérée) ou non produite (forme sévère de la maladie).95,96 

Les délétions sont également un type d’anomalie observée fréquemment dans l’hémophilie A. 

Celles-ci peuvent être d’ampleur plus ou moins importante selon les cas en étant partielles ou 

totales, avec pour autres conséquences, d’éventuels changements dans le cadre de lecture. 

L’élimination de larges parties du gène est majoritairement associée à des formes sévères 

d’hémophilie A.97 

Les réarrangements géniques constituent des évènements plus rares, mais l'inversion de l'intron 22 

est retrouvée chez la moitié des patients hémophiles A sévères.  

Après un évènement de recombinaison homologue, une interruption du gène F8 apparait, qui se 

divise en deux orientations : les exons 1 à 22 vont dans une direction tandis que les exons 23 à 26 

vont dans l'autre. Par conséquent, la production d'un ARNm contenant l’ensemble des exons 

devient impossible, entraînant l'absence de production de FVIII. Cette altération du gène est liée à 

un phénotype sévère.98 99 Un second type d’inversion est observé chez 1-5% des patients 

hémophiles sévères, l’inversion de l’intron 1. Cette inversion entraîne une séparation de l’exon 1 du 

reste du gène et génère deux ARNm chimériques conduisant à des protéines tronquées et non 

fonctionnelles.100 

 

Figure 9 : Fréquence des altérations du gène F8 chez les patients atteints d’hémophilie A 

(Adapté depuis la base de données EAHAD ) 

 

3) Manifestations cliniques de la maladie : 

L’importance des symptômes observés chez les patients hémophiles dépend directement de 

l’activité résiduelle du FVIII, avec une corrélation inverse entre sévérité des manifestations et 

activité du FVIII. De plus, la fréquence des épisodes de saignement varie selon la localisation 

observée : Articulations, muscles, système nerveux central. 

 

a) Hémophilie mineure  

Cette catégorie de patients présente une activité résiduelle facteur VIII comprise entre 5 et 40 %, 

qui est suffisante pour qu’ils ne manifestent pas de saignements spontanés. En l’absence de prise 
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en charge, ces patients souffrent de saignements anormaux en cas de procédure invasive plus ou 

moins lourde (chirurgies majeures, extraction dentaire) ou en cas de traumatisme grave générant 

des blessures importantes. La fréquence de survenue des saignements varie d’un individu à un autre 

(quelques saignements par an à un saignement tous les cinq ou dix ans). On quantifie les 

saignements annuels chez un patient, on parle alors d’ABR (Annual Bleeding Rate). Du fait de cette 

fréquence peu élevée d’évènements hémorragiques, le diagnostic de l’hémophilie mineure se fait 

généralement tardivement à l'occasion d’une chirurgie ou d’un accident en absence d’antécédent 

familial d’hémophilie.101 

 

b) Hémophilie modérée  

Les patients atteints d’une hémophilie A modérée présentent peu fréquemment des saignements 

spontanés. L’activité FVIII comprise entre 1 et 5 % conduit à un groupe de patients hétérogènes 

concernant la survenue des épisodes hémorragiques. De manière générale, les épisodes 

hémorragiques surviennent après un choc ou un traumatisme peu violent ou mineur. En l’absence 

de traitement, les saignements sont prolongés dans le temps et plus fréquents par rapport aux 

hémophiles mineurs. Le diagnostic est plus précoce et se fait en général avant l’âge de 5-6 ans. 

L’hétérogénéité de ce groupe de patients porte également sur la prise en charge, avec une partie 

des individus qui sont sous traitement prophylactique ou pré exposition en concentrés de FVIII. Des 

saignements graves et comparables à ceux des hémophiles sévères, nécessitant un traitement 

adapté, peuvent survenir chez certains patients à des fréquences variant entre une fois par semaine 

et une fois par mois. 

 

c) Hémophilie sévère 

Les personnes atteintes d'hémophilie A sévère présentent moins de 1% d’activité FVIII et présentent 

des épisodes graves et récurrents de saignements spontanés incontrôlés sans traumatisme 

préalable. Ces hémorragies spontanées surviennent principalement au niveau des articulations et 

des tissus mous : les tendons, les ligaments et les muscles. Des saignements intracrâniens peuvent 

parfois se produire dès la naissance, mais en général, les symptômes hémorragiques n'apparaissent 

qu'au moment de l'apprentissage de la marche chez l’enfant du fait du risque accru de 

traumatismes, même minimes, pouvant être rencontrés.102 La principale cause de décès chez les 

patients atteints d’hémophilie A sont les hémorragies intra crâniennes. Les saignements chroniques 

au niveau des articulations, connus sous le nom d'hémarthroses, constituent l’évènement 

hémorragique le plus fréquent. En effet, ces saignements intra-articulaires conduisent à un 

gonflement douloureux de l’articulation, devenant très inflammatoire et pouvant conduire un 

blocage total de l’articulation et la perte de mobilité irréversible du ou des membres concernés, 

entraînant le développement d'arthropathies extrêmement invalidantes touchant en particulier les 

hanches et les genoux.  103  

 

d) Hémophilie A féminine 

Du fait de sa transmission liée au chromosome X, l’hémophilie A touche majoritairement les 

hommes. En effet, les femmes étaient généralement considérées comme porteuses de la maladie 
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plutôt que comme étant cliniquement affectées. Cependant, des études récentes ont montré que 

pour chaque homme atteint d’hémophilie A, il y a 4 femmes porteuses de la maladie, 30 % d’entre 

elles présentant des taux de FVIII inférieurs à 40%.104 Ainsi, 70% de ces femmes souffrent de 

ménorragies et de saignements post-partum. Ces nouvelles études suggèrent donc de considérer et 

prendre en charge ces hémophilies A féminines comme des hémophilies A mineures.105,106 

 

4) Traitements de l’hémophilie A : Quelles sont les stratégies thérapeutiques ? 

 

Stratégies actuelles 

Entre les années 1960-1970 et 2020, la prise en charge des patients hémophiles n’a cessé de 

s’améliorer. Depuis les cryoprécipités, en passant par les concentrés de FVIII purifiés, puis les FVIII 

recombinants, les agents bypassants ou bien encore les approches non facteur, le traitement de la 

maladie mais également la qualité de vie des patients ont considérablement évolué en mettant à 

disposition des patients et des médecins un arsenal thérapeutique large qui continue encore 

d’évoluer. 

 

a) Thérapies de remplacement du Facteur VIII et ses limites 

Le traitement « standard » des patients hémophiles A jusqu’à très récemment consistait en un 

remplacement du FVIII manquant ou non fonctionnel par un FVIII exogène d’origine plasmatique 

(purifié à partir de sang issu de donneurs) ou recombinant par voie intraveineuse. La stratégie est 

double : Traiter sur demande les saignements qui surviennent, ou traiter de manière préventive : la 

prophylaxie  

 

a1) Traitement à la demande 

Le traitement à la demande est administré le plus tôt possible après la survenue du traumatisme, 

l’apparition de l’hématome ou des premiers symptômes faisant penser à un saignement. La prise 

en charge optimale implique une adaptation de la dose et de la fréquence d'injection en fonction 

de l’ampleur et du type de saignement. Les taux de FVIII plasmatique à atteindre jusqu’à arrêt du 

saignement ou résorption de l’hématome sont également variables : de 40 à 100 % d’activité FVIII.107 

Le traitement sur demande s’applique également selon un protocole différent en cas de chirurgie, 

que ce soit en pré opératoire (cible: 50-100% FVIII) ou en post opératoire (cible: 30-80% FVIII) et 

selon le type de chirurgie pratiquée et la sévérité de l’hémophilie. 

 

a2) Traitement par prophylaxie 

La prophylaxie dans le traitement des patients atteints d’hémophilie A consiste en l’injection 

intraveineuse de concentré de FVIII à intervalle régulier. Le but est de prévenir à la fois les 

saignements spontanés, mais également les complications qui découlent des hémarthroses comme 

les arthropathies sévères et la perte de mobilité articulaire irréversible. L’objectif est de maintenir 

la fonction musculo-squelettique des patients et donc leur mobilité. L’idée de mettre en place une 
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prophylaxie est née d’une observation : les patients atteints d'hémophilie modérée (avec un taux 

de FVIII supérieur à 1 UI/dL) présentent rarement des saignements spontanés et bénéficient d'une 

meilleure préservation de la fonction articulaire par rapport aux patients atteints d'hémophilie 

sévère.108 La prophylaxie est donc largement recommandée dans l’hémophilie A sévère. Le 

traitement est administré à raison de 2 à 3 fois par semaine à faible dose : 25-40 UI/kg. La stratégie 

consiste à modifier le taux de FVIII résiduel correspondant à un phénotype sévère, à celui d’un 

phénotype modéré et ainsi préserver la qualité de vie du patient. 

Le traitement par FVIII est efficace mais contraignant. En effet, une des principales limitations est 

son mode d’administration (intraveineux) qui rend difficile l’observance du traitement par les 

patients. Une éducation thérapeutique des patients est mise en place dans certaines conditions afin 

que les patients puissent s’auto-administrer le FVIII. La seconde limitation est la demi-vie très courte 

du FVIII thérapeutique, qui est d’environ 7 à 20 heures (médiane à 12h)109 et responsable de la 

fréquence élevée des injections et donc du coût important de ces traitements. Enfin une autre 

limitation majeure est le développement d’une réponse immunitaire contre le FVIII exogène. (cf. 

partie a4) 

 

a3) Facteur VIII à demi-vie prolongée 

Afin de répondre aux enjeux autour de la diminution de la fréquence des injections tout en 

conservant un niveau de protection suffisant contre les saignements, le développement de FVIII 

thérapeutique à demi-vie prolongée a permis de multiplier celle-ci d’un facteur 1,5 en moyenne (12-

18h)110,111 en conservant ses propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques tout en 

diminuant la fréquence des injections. Deux méthodes différentes ont été utilisées pour cela :  

- La modification chimique par liaison covalente au FVIII, de polymère de polyéthylène glycol (PEG). 

Trois stratégies de pégylation ont été developpées.1) La liaison d’une chaîne de PEG de 60 kDa sur 

une cystéine introduite dans un domaine du FVIII par mutagenèse dirigée afin de créer un site 

spécifique de liaison pour la pégylation.112 2) Les extrémités C- et N-terminales du domaine B ont 

été fusionnées afin de former une séquence de 21 AA séparant les chaînes lourdes et légères, créant 

un site unique de pégylation (chaîne de 40 kDa) sur la seule O-glycosylation présente sur ce domaine 

B modifié. L’activation du FVIII induit l’élimination de ce domaine B.113 3) La pégylation aléatoire des 

lysines avec des chaînes de 20 kDa. Plus de 60% de ces conjugaisons se font sur le domaine B.114 

A l’origine, la pégylation a été développée pour réduire l’immunogénicité de protéines 

thérapeutiques mais rapidement son potentiel dans l’amélioration des propriétés 

pharmacocinétiques des protéines thérapeutiques a été montré. En effet, la liaison d’une ou 

plusieurs chaînes de PEG permet d’inhiber la dégradation enzymatique de la protéine et de bloquer 

l’interaction avec les récepteurs de clairance et par conséquent, augmenter la demi-vie. 115  

- La seconde stratégie consiste en la fusion de la région constante (Fc) d’une immunoglobuline 

humaine G1 (IgG1) à une molécule de FVIII sans domaine B (Efmoroctocog alfa, Elocta®/Eloctate®, 

Sobi/Sanofi). En effet, grâce au fragment Fc, la protéine de fusion profite du mécanisme de recyclage 

des immunoglobulines via le récepteur néonatal pour le fragment Fc (FcRn).116 

Dans la partie « Développements en cours » nous discuterons d'une nouvelle molécule faisant appel 

à une autre stratégie de prolongement de la demi-vie du FVIII : Le BIVV001 
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a4) Développement et traitement des inhibiteurs anti-FVIII 

La complication majeure des thérapies de remplacement par le FVIII est le développement d’une 

réponse immunitaire anti-FVIII. Elle se manifeste par l’apparition d’anticorps anti-FVIII, neutralisant 

son activité pro-coagulante et rendant partiellement ou totalement inopérant le traitement au 

FVIII.117 Il est estimé qu’entre 20 et 30 % des patients hémophiles A sévères traités par FVIII 

développent ou développeront un inhibiteur.117,118. 

Le taux d’inhibiteur est mesuré en unités Bethesda (UB). Une UB correspond à la quantité 

d'anticorps présente dans un échantillon de plasma d'un patient qui peut neutraliser 50 % de 

l'activité pro-coagulante du FVIII d'un plasma normal. Le seuil de positivité est établi à 0,6 UB. Dans 

le contexte de l'hémophilie A, on distingue deux catégories de patients ayant développé des 

inhibiteurs contre le facteur VIII (FVIII) : les "faibles répondeurs" (<5 UB) et les "forts répondeurs" 

(>5 UB).  

Il a été montré que les inhibiteurs sont des IgG anti-FVIII et que l’isotype varie selon le titre en 

inhibiteurs. Pour les patients avec un taux élevé d’inhibiteurs, il s‘agira d’une IgG4 et à l’inverse, 

pour les patients avec un taux d’inhibiteurs faible, il s’agira d’une IgG1.119,120 Les inhibiteurs peuvent 

interférer avec l’activité pro-coagulante du FVIII en agissant par exemple sur:121,122 

- L’interaction entre le FVIII et les facteurs IX et X. 

- L’interaction entre le FVIII et le FVW  

- La fixation du FVIII à la surface des plaquettes 

- L’activation du FVIII par la thrombine (FIIa) 

La prise en charge des patients avec inhibiteurs peut être résumée selon trois cas distincts : 

- Le patient est un faible répondeur : l’activité pro coagulante du FVIII injecté peut être rétablie en  

en augmentant fortement la dose dans le but de saturer l’inhibiteur. Cela s’envisage ponctuellement 

mais aura pour conséquence d’augmenter le titre de l’inhibiteur. 

- Le patient est un fort répondeur, une forte augmentation de la dose de FVIII n’aura pour 

conséquence que d’augmenter le titre d’inhibiteurs. Dans ce cas, il est possible de procéder à une 

induction de tolérance immune (ITI). Ce protocole implique des administrations répétées de très 

fortes doses de FVIII pouvant être en combinaison avec des immunosuppresseurs ou de faibles 

doses plusieurs fois par semaine, durant plusieurs mois, dans le but d’éradiquer les inhibiteurs et 

rendre à nouveau possible le traitement par FVIII.123 

- En cas d’échec de l’ITI (30% des cas), les patients étaient classiquement traités par des agents 

bypassants (cf. partie c)). Mais l’apparition des thérapies non facteurs avec emicizumab donne une 

nouvelle option thérapeutique dans la prise en charge des hémophiles sévères avec inhibiteurs en 

augmentant également leur qualité et confort de vie.  

 

b) Thérapies de non remplacement 

Comme leur nom l’indique, ce groupe de thérapie ne consiste pas en un remplacement du FVIII 

manquant mais à un contournement de l’action du FVIII afin de rétablir l’hémostase. Différentes 

stratégies sont disponibles: un anticorps bispécifique mimant l’action du FVIII et les agents 
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bypassants : le FVIIa et l’APCC. Dans la partie « Développements en cours » nous discuterons 

d’autres stratégies actuellement en essais cliniques. 

 

b1) Emicizumab 

L'emicizumab (Hemlibra®) est un anticorps recombinant bispécifique possédant un bras capable de 

reconnaitre le FIX/FIXa et un bras reconnaissant le FX/FXa, dans le but de rapprocher spatialement 

ces deux facteurs de la coagulation et de mimer le rôle de cofacteur du FVIII dans la conversion du 

FX en FXa par le FIXa.  

 

 

Figure 10 : L'emicizumab mime le rôle du FVIII en créant un pont moléculaire entre FIXa et FX 

 

La mise sur le marché de l’emicizumab en 2018 a permis de changer la prise en charge des patients 

hémophiles A sévères avec ou sans inhibiteurs mais également de simplifier l’administration 

puisque l'emicizumab est utilisé par voie sous-cutanée et possède une longue demi-vie (4-5 

semaines). De plus, il s’agit de la seule thérapie non-substitutive approuvée par la « Food and Drug 

Administration » (FDA) et par la « European Medicine Agency » (EMA) pour une utilisation 

prophylactique pour ces patients.124,125 L’injection sous-cutanée permet la mise en place simplifiée 

de la prophylaxie chez les patients en bas âge par exemple chez lesquels l’injection intra veineuse 

est complexe. La demi-vie longue de l'emicizumab permet également une réduction de la fréquence 

des injections et contribue à augmenter la qualité de vie des patients. En effet le schéma de 

traitement consiste en une injection par semaine à la dose de 3 mg/kg pendant les quatre premières 

semaines de traitement, puis une dose d’entretien par semaine de 1,5 mg/kg à partir de la 

cinquième semaine ou 3 mg/kg toute les deux semaines, ou 6 mg/kg toutes les 4 semaines. (Résumé 

des Caractéristiques du Produit (RCP) Hemlibra, Roche). 
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Différentes études cliniques ont été menées et ont démontré l’efficacité de l’emicizumab dans la 

correction du phénotype hémorragique et dans la prise en charge de l’hémophilie A sévère. Le 

principal critère qui a été observé est la diminution importante du nombre de saignements annuels 

ABR (Annual Bleeding Rate) qui ont été réduits de 95 à 98% en moyenne dans les différents essais 

cliniques. Il faut ajouter à cela plus de 82 % des patients n’ayant présenté aucun saignement et 97% 

ayant présenté moins de 3 saignements durant la période observée (144 semaines).126 Les essais 

HAVEN1 et 2 ont évalué l’efficacité de l'emicizumab chez des patients adultes, adolescents et 

enfants hémophiles A sévères avec inhibiteurs.125,127 L’utilisation a ensuite été étendue aux patients 

adultes et adolescents hémophiles A sévères sans inhibiteurs suite aux essais HAVEN3 et 4.124,128 

Des essais cliniques sont actuellement en cours pour évaluer la potentielle extension de l’utilisation 

aux patients avec hémophilie A mineure ou modérée (HAVEN6 et 7) chez l’enfant et l’adulte. Les 

résultats ont montré une importante efficacité de l’emicizumab en prophylaxie chez ces 

patients.129,130 

Ces résultats ont démontré l’efficacité de l’emicizumab dans la prévention des saignements chez les 

patients hémophiles A mais cette molécule reste fondamentalement différente du FVIII et ne mime 

par conséquent qu’une partie des fonctions du FVIII. 

 

b2) FVIII versus emicizumab : Différences et points communs 

En dépit des différences structurelles entre ces deux molécules qui vont influencer leurs propriétés 

moléculaires, il est important de rappeler que l'emicizumab mime l’activité cofacteur du FVIII dans 

la conversion du FX en FXa par le FIXa qui permet ensuite la génération de thrombine, l’enzyme clé 

de la coagulation. Malgré cela, des différences majeures subsistent : 

 

Interaction 

avec les FIXa 

et FX 

Localisation Activité cofacteur 

Stœchiométrie 

du complexe 

tenase 

Activité 

FVIII 

 

Multiples sites 

d’interactions 

avec le FIXa et 

le FX 

Ancrage aux 

phospholipides 

- Rapproche spatialement 

les FIXa et FX 

- Stabilise et oriente le site 

actif du FIX 

- Favorise la localisation 

des FIXa et FX à la surface 

plaquettaire 

Le FVIIIa est le 

facteur limitant 

la réaction de 

conversion du 

FX en FXa 

Régulable 

 

Un seul site 

d’interaction 

pour le FIXa et 

pour le FX 

Pas d’ancrage aux 

phospholipides 

- Rapproche spatialement 

les FIXa et FX 

Le FIXa est le 

facteur limitant 

la réaction de 

conversion du 

FX en FXa 

Non 

régulable 

Tableau 3 : Comparaison des propriétés du FVIIIa vs emicizumab 

(adapté de "Emicizumab, a bispecific antibody recognizing coagulation factors IX and X: how does 

it actually compare to factor VIII?", Lenting et al )131  
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1. Interaction entre l'emicizumab ou le FVIII avec les FIX/FX 

Les sites et affinités d’interactions du FVIII ou de l’emicizumab avec les FIXa/FX sont différents. En 

effet, le FVIII possède de multiples sites d’interactions avec les FIXa et FX situés à la fois sur les 

chaînes légères et lourdes des différentes protéines. L’interaction FVIII/FIXa a une affinité de 15 

nM132 et se fait au niveau des domaines A2133, A365,133 et également C2.134 D’autre part, l’interaction 

FVIIIa/FX a une affinité de 0,3 µM132 et se fait au niveau des domaines A1 135 et A3. 136 Les FVIIIa et 

FIXa possèdent une affinité pour les PL de respectivement <1 nM et 20 à 40 nM. Ainsi la liaison du 

FVIIIa à la surface des PL génère une affinité plus importante du FVIIIa pour le FIXa (1-2 nM) et du 

FIXa pour les PL (1-2nM) et permet de localiser les differents acteurs sur ces surfaces. 

Plusieurs différences existent concernant l'emicizumab : Cet anticorps bispécifique est capable de 

reconnaître les FIX/FIXa et FX/FXa avec des affinités différentes mais uniquement au niveau d’un 

site unique sur chacune des deux protéines sans favoriser leurs localisations à la surface des 

plaquettes. Sur le FIX/FIXa, l’épitope se situe dans le domaine EGF1-like et pour le FX/Xa sur le 

domaine EGF2-like. 137 L’affinité de l'emicizumab pour les formes activées et non activées des deux 

enzymes est similaire : 1,6 µM pour emicizumab/FIX et 1,5 µM pour emicizumab/FIXa, 1,9 µM pour 

emicizumab/FX et 1 µM pour emicizumab/FXa. 137  

 

Figure 11 : Interactions et affinités du FVIIIa ou de l'emicizumab avec les FIX(a) et FX(a) 

(Adapté de "Factor VIIIa-mimetic cofactor activity of a bispecific antibody to factors IX/IXa and X/Xa, 

emicizumab, depends on its ability to bridge the antigens", Kitazawa et al)137 
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2. Localisation  

Afin d’accomplir ses fonctions, le FVIIIa doit être fixé sur une surface riche en PL (surface 

plaquettaire activée). Cette fixation est assurée par son domaine C2 et a pu être mise en évidence 

par des techniques de cristallographie.138,139 Une autre étude montre que le domaine C1, et plus 

particulièrement les résidus Lys 2092 et Phe 2093, participent à la fixation sur la surface riche en 

PL.140 Il est également décrit que la fixation de la fibrine soluble augmente le nombre de sites 

d’interactions pour le FVIII à la surface des plaquettes et promeut l’assemblage du complexe tenase 

à la surface des plaquettes.141 L'emicizumab ne possède aucun site de fixation pour des surfaces 

riches en phospholipides et échappe donc à ce mécanisme. 

 

3. Activité cofacteur 

L’activité cofacteur du FVIIIa au sein du complexe tenase peut être résumée par trois fonctions qui 

permettent de promouvoir la génération du FXa. - Permettre la stabilisation et la bonne orientation 

du site actif du FIXa. - Favoriser la bonne fixation des FIXa et X à la surface des plaquettes activées. 

- Rapprocher spatialement les FIXa et FX pour favoriser la réaction enzymatique. L'emicizumab ne 

mime qu’une seule de ces trois fonctions en créant un pont moléculaire entre les FIXa et FX qui 

permet de les rapprocher spatialement sur une surface riche en PL sans favoriser les localisations 

des différents acteurs à cet endroit.132 

 

4. Concentration des différents acteurs du complexe tenase 

La concentration plasmatique des différents acteurs du complexe tenase est également importante 

et permet de mettre en évidence une différence stœchiométrique dans la réaction enzymatique 

impliquant le FVIII ou l'emicizumab. La concentration en FIX est de 90 nM et de 130 nM pour le FX. 

Concernant le FVIII (1U/ml), sa concentration est de 0,3 nM, ce qui implique que la réaction 

enzymatique de conversion du FX en FXa par le FIXa est limitée par le FVIII. Le traitement 

prophylactique des patients sous emicizumab vise à obtenir une concentration plasmatique de 0,37 

µM (55 µg/ml) en large excès par rapport aux autres facteurs. Dans ce cas, c'est donc le FIXa qui 

devient le facteur limitant de la génération du FXa et la réaction ce cesse pas tant que du FIXa est 

généré et disponible.132 

 

5. Activation et régulation de l’activité FVIIIa 

A l’état inactif, le FVIII ne présente aucune activité cofacteur. Différentes étapes sont nécessaires 

pour l’activation du FVIII (clivage, libération de la liaison au FVW, cf. chapitre « Activation du FVIII »). 

Ces étapes sont obligatoires avant de permettre l’action du FVIIIa. En parallèle, le FIX doit être activé 

afin de pouvoir générer du FXa. Pour l'emicizumab, aucune de ces étapes n’est nécessaire et dès 

que du FIXa est disponible, la génération de Xa débute.  

En ce qui concerne la régulation, plusieurs niveaux de régulation sont décrits pour le complexe 

tenase. Que ce soit en présence du FVIIIa ou de l'emicizumab, le premier niveau de régulation 

concerne l’activité du FIXa qui est sensible à l’inhibition par des anticoagulants naturels tels que 
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l’antithrombine, la protéine S et la protéase nexin-2.142–144 Un second niveau de régulation est décrit 

ciblant directement le FVIIIa : La dissociation spontanée du domaine A2 du FVIIIa et la protéolyse 

du FVIIIa par le complexe protéine S/ protéine C activé.145 L’inactivation du FVIIIa est donc centrale 

dans la régulation de l’activité du complexe tenase, un aspect qui est absent avec l'emicizumab. 

b3) Immunogénicité et anticorps anti-emicizumab  

Tout comme le FVIII utilisé en prophylaxie, l'emicizumab présente un potentiel risque immunogène 

chez certains patients. Au cours des essais cliniques, 3,5% des patients ont développé des « Anti 

drug antibodies » ADA : 2/111, 4/88, 6/151 et 2/48 respectivement dans HAVEN1, 2, 3 et 4.146 Parmi 

ces patients, un seul a développé un anticorps neutralisant qui a nécessité un arrêt du traitement 

(patients issus de l’essai HAVEN2), ce qui représente 0,75% des patients inclus dans l’étude.146 

Plusieurs cas de patients traités par emicizumab avec ADA ont été décrits depuis : 

- Le premier cas qui a été décrit est un patient pédiatrique issu de l’essai HAVEN2, âgé de 13 ans, 

atteint d’une hémophilie A sévère (inversion 22) avec inhibiteur chez qui l’induction de tolérance 

immune a échoué. Après 2 mois de traitement, des hématomes sont apparus sur son bras gauche, 

un temps de céphaline activée (TCA) prolongé a été mesuré (130 secondes) et aucune activité "FVIII-

like" n'a pu être détectée par test chromogénique, suggérant la perte d’efficacité de l’emicizumab. 

L’analyse a mis en évidence un anticorps neutralisant anti-emicizumab bloquant l’activité FVIII-like 

chez ce patient, chez qui des traitements by-passants ont dû être remis en place.147 

- Le second cas décrit est un patient âgé de 6 ans atteint d’une hémophilie A sévère avec inhibiteur 

depuis l’âge de 19 mois chez qui l’induction de tolérance immune a échoué. Après 3 mois de 

traitement par emicizumab, des hématomes sont apparus sur les bras et un TCA prolongé a été 

mesuré (137 secondes) ainsi qu'une activité FVIII nulle. Un anticorps neutralisant anti-emicizumab 

a été mis en évidence.148 

- Le troisième cas décrit dans la littérature est un patient de 62 ans atteint d’hémophilie A sévère 

avec inhibiteur. Après 11 semaines de traitement par emicizumab, le patient a présenté des 

saignements et un TCA prolongé, ainsi qu’une activité FVIII faible. L'analyse de ce cas a permis de 

mettre en évidence un anticorps neutralisant anti-emicizumab.149 

- Enfin, le quatrième cas décrit dans la littérature est un patient de 5 ans atteint d’hémophilie A 

sévère sans inhibiteur. Après 41 semaines de traitement par emicizumab, le patient a présenté des 

saignements et un TCA prolongé, ainsi qu’une activité FVIII faible, conduisant à objectiver un 

anticorps neutralisant anti-emicizumab chez ce patient.150 

Dans les quatre cas décrits, l'apparition d’anticorps anti-emicizumab avec un effet neutralisant de 

l’activité d’emicizumab a conduit à devoir traiter ces patients avec des agents by-passants. Les 

approches anti-TFPI ou le Fitusiran, que nous allons décrire plus tard, constituent des alternatives 

très intéressantes pour ces patients. 

 

c) Agents by-passants 

Les agents by-passants sont des thérapies qui vont viser à contourner l’action du FVIII en court-

circuitant la voie endogène de la coagulation. Dans la plupart des cas, ils sont utilisés pendant la 
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période d’induction de tolérance immune au FVIII, afin de procurer une protection aux patients 

durant cette période. Ils sont également utilisés en cas d’échec d’ITI afin de traiter un saignement. 

Deux agents by-passants sont disponibles et utilisés pour le traitement de l’hémophilie A avec 

inhibiteur. 

- Le rFVIIa ( Novoseven®, Novo Nordisk) qui permet une génération de thrombine via la voie exogène 

de la coagulation en activant le FX avec son cofacteur le facteur tissulaire. 

- Les concentrés de protéines du complexe prothrombinique activé (aPCC). Le seul sur le marché est 

le FEIBA®(Takeda), il contient un mélange de zymogènes pro coagulants (Prothrombine, FVII, FIX, 

FX), anticoagulants (Protéine C) et des enzymes pro coagulantes (Thrombine, FIXa, FXa, FVIIa). Il 

contient également des cofacteurs pro coagulants (FVIII, FV) et anticoagulants (Protéine S).151 

 

d) Traitements non spécifiques de l’hémophilie A 

d1) Acide tranexamique 

L’acide tranexamique (ATX) est une molécule synthétique analogue de la lysine qui possède une 

action anti-fibrinolytique. L’ATX agit en bloquant les sites de liaison de la lysine sur le plasminogène 
152 et bloquant par conséquent son activation en plasmine. Par ce mécanisme, l’ATX permet une 

stabilisation du réseau de fibrine en bloquant sa dégradation. 

Ce traitement est indiqué lors de procédures invasives telles que la chirurgie dentaire chez les 

patients hémophiles A et montre un effet important dans la réduction des saignements post-

opératoires et la réduction de la quantité de FVIII administrée aux patients.153,154 

 

d2) Desmopressine 

La desmopressine est un analogue structural synthétique de l’hormone anti diurétique : la 

vasopressine. Son mode d’action consiste en une augmentation du taux circulant de FVIII en 

stimulant le relargage de FVIII et de FVW contenu dans les corps de Weibel-Palade des cellules 

endothéliales.155 Ce type de thérapie peut être surtout utilisé chez des patients atteints 

d’hémophilie A mineure. 

 

Nouvelles stratégies/ Développements en cours  

 

a) FVIII à très longue demi-vie 

La principale limitation à la prolongation de la durée de vie des FVIII recombinants est sa liaison au 

FVW qui a une demi-vie très courte (12 à 15h). Le développement de nouveaux FVIII à demi-vie 

étendue s’est donc concentré sur l’affranchissement de cette liaison du FVIII au FVW. Le BIVV001 

ou efanesoctocog alfa est un nouveau FVIII humain possédant un fragment Fc d’IGg1 humaine et 

s’affranchissant de la liaison au FVW car il est fusionné à un fragment de celui-ci : le domaine 

D’D3.156 Il contient également deux polypeptides XTEN, alternative à la pegylation permettant la 

prolongation de la demi-vie.157 Cette protéine de fusion a une demi-vie de 32-42 heures et constitue 
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une amélioration majeure des thérapies de remplacement en diminuant la fréquence des injections 

malgré sa voie d’injection intraveineuse.156 

Le BIVV001 est actuellement en essai clinique de phase 3 chez des patients hémophiles A sévères 

avec ou sans inhibiteurs chez l’enfant, l’adolescent et l’adulte. Les résultats publiés début 2023 ont 

montré une forte efficacité dans la réduction des ABR moyens (0,71) chez les 122 patients âgés de 

plus de douze ans inclus dans l’étude. Parmi eux 86 n'ont présenté aucun saignement durant les 54 

semaines de l’essai.158 L’effet à long terme sur la préservation des articulations de ces patients est 

actuellement en cours d’évaluation.  

 

Figure 12 : Structure du FVIII à très longue demi-vie BIVV001 

(Adapté de « BIVV001 Fusion Protein as Factor VIII Replacement Therapy for Hemophilia A » Konkle et al, 

NEJM)156 

 

b) MIM8 

Le MIM8 est un anticorps bispécifique mimant l’action du FVIIIa, de nouvelle génération. En effet 

tout comme l'emicizumab, le MIM8 est administré par voie sous-cutanée et agit également en 

permettant de rapprocher spatialement les FIXa et FX afin d’activer le FX en FXa. Les épitopes 

reconnus par MIM8 sont localisés dans les domaines protéases des FIX et FX alors que pour 

l'emicizumab, ils sont au niveau des domaines EGF-like. De plus, MIM8 se différencie de 

l’emicizumab en permettant une meilleure localisation des FIXa et FX sur les surfaces riches en 

phospholipides et en interagissant beaucoup moins avec ces facteurs de la coagulation en 

circulation. Les études pré-cliniques ont montré une efficacité plus importante de MIM8 par rapport 

à emicizumab in vitro dans les tests de génération de thrombine et in vivo dans différents modèles 

de saignement.159 

Plusieurs essais cliniques de phase 2 et 3 sont en cours actuellement afin d’évaluer l’efficacité de 

MIM8 chez des patients hémophiles A adultes et adolescents avec ou sans inhibiteurs (FRONTIER 1 

et 2). Des essais chez l’enfant sont actuellement en cours (FRONTIER 3). A cela s’ajoute des études 

qui vont commencer afin d’évaluer l’effet du traitement par MIM8 à long terme (FRONTIER 4) mais 
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également évaluer les conditions nécessaires pour basculer les patients sous emicizumab vers le 

MIM8 (FRONTIER 5).  

En ce qui concerne le potentiel de développement d’ADA par les patients, aucun cas n’a pour 

l’instant été rapporté mais une étude a permis de montrer que les ADA anti-emicizumab ne cross 

réagissaient pas avec le MIM8. Cela pourrait offrir une nouvelle alternative thérapeutique pour les 

patients avec inhibiteurs et ADA anti emicizumab.160  

 

c) NXT007 

Tout comme le MIM8, NXT007 est un anticorps bispécifique anti-FIXa/anti-FX mimant l’action du 

FVIIIa. Il est issu de la modification d’emicizumab par une nouvelle technologie de modification des 

immunoglobulines thérapeutiques recombinantes. Celle-ci permet d’introduire des mutations qui 

vont changer la charge électrostatique à l’interface entre la chaîne légère et la chaîne lourde de 

l’immunoglobuline de départ afin de stabiliser la structure hétérodimérique de la chaîne lourde et 

potentiellement promouvoir l’efficacité de fixation et d’orientation de l’anticorps sur son antigène 

cible.161 NXT007 montre une efficacité supérieure à emicizumab dans les tests de génération de 

thrombine et in vivo dans des modèles de primates atteints d’hémophilie A.162 Cette molécule est 

actuellement en essais cliniques de phase 1 et 2 chez des adultes et adolescents hémophiles A 

sévères et modérés. 

 

d) Les anticorps anti-TFPI 

Lors des quinze dernières années, le développement d’inhibiteurs des anticoagulants naturels s’est 

imposé comme une nouvelle alternative thérapeutique pour traiter l’hémophilie A. Cette nouvelle 

stratégie s’appuie sur le fait que l’hémostase peut être représentée comme une balance à l’équilibre 

avec d'un côté les protéines coagulantes et de l'autre les anticoagulants naturels. Dans le cadre de 

l’hémophilie A, la balance est déséquilibrée du côté anticoagulant.  

 

Figure 13 : Equilibre vs déséquilibre hémostatique dans l’hémophilie A 

Situation 

physiologique 

Hémophilie A 
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L’inhibition des anticoagulants vise à tendre à nouveau vers l’équilibre. 

C’est notamment le cas pour les anticorps ciblant l’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire : le 

TFPI.163 

 

Figure 14 : Rétablissement de l’équilibre hémostatique par les inhibiteurs des anticoagulants 
naturels 

 

En ciblant le TFPI, le but est de limiter son rôle inhibiteur du FXa et/ou du FVIIa et augmenter la 

quantité de FXa disponible pour générer de la thrombine.163 

 

Figure 15 : Mécanismes d’action des anticorps anti-TFPI thérapeutiques dans le traitement de 
l’hémophilie A 
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On dénombre quatre anticorps anti TFPI qui ont été développés ces dernières années :  

- Concizumab qui est un anti domaine K2 du TFPI en essai clinique de phase 3 qui a montré son 

efficacité chez les patients hémophiles A sévères avec et sans inhibiteurs et administré par injection 

sous-cutanée. Au cours de la phase 3, trois patients ont présenté des évènements thrombotiques 

graves qui ont conduit à la suspension de l’essai clinique en mars 2020. Il a repris en Août 2020 après 

autorisation de la FDA.164 

- Marstacimab est également un anti domaine K2 du TFPI en essai clinique de phase 3 chez les 

patients hémophiles A sévères avec et sans inhibiteurs et administré par injection sous-cutanée. Les 

résultats n’ont pas encore été publiés mais les résultats partiels communiqués ainsi que ceux de la 

phase 2 montrent une importante efficacité du traitement en prophylaxie dans la diminution des 

saignements annuels.165 

- MG1113 est un troisième anticorps anti domaine K2 du TFPI, en essai clinique de phase 1, 

actuellement dans la phase de recrutement des patients. 

 -Befovacimab est un anticorps anti domaine K1 et K2 du TFPI qui a complété la phase 1 et s’est 

arrêté en phase 2 suite à trois cas graves de thrombose observés.166 

Ensemble, toutes les données collectées grâce aux essais cliniques permettent de confirmer le 

potentiel des anticorps anti-TFPI mais les essais cliniques mettent en évidence les potentielles 

complications thrombotiques accompagnant les thérapies visant à rétablir la balance hémostatique 

en inhibant les anticoagulants naturels.  

 

 

Caractéristiques 

des anticorps 

monoclonaux 

Domaines du 

TFPI ciblé 

Etapes dans les essais 

cliniques 

Concizumab Humanisé, IgG4 K2 Phase 3 en cours 

Marstacimab Humain, IgG1 K2 Phase 3 en cours 

MG1113 Humanisé, IgG4 K2 Phase 1 en cours 

Befovacimab Humain, IgG2 K1 & K2 Arrêt en phase 2 

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des anticorps anti TFPI en essais cliniques 

 

e) Inhibition transcriptionnelle de l’antithrombine 

Une seconde stratégie visant à rétablir la balance hémostatique est le ciblage de l’antithrombine 

(inhibiteur de la thrombine et du FXa et dans une moindre mesure du FVIIa, et du FIXa). Elle a pour 

point de départ deux observations : La survenue moindre de thromboses veineuses chez des 

patients atteints d’une déficience en antithrombine167 et l’observation d'une atténuation du 

phénotype hémorragique chez les patients hémophiles A ayant une double déficience 

FVIII/antithrombine.168 

Afin d’inhiber l’antithrombine sans pour autant totalement réprimer son expression, la stratégie qui 

a été développée est l’utilisation de siRNA (small interfering RNA) qui permet de cibler 
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spécifiquement l’ARNm de l’antithrombine et inhiber son expression par les hépatocytes et donc 

promouvoir la génération de thrombine. Afin de cibler spécifiquement les hépatocytes, le siRNA est 

conjugué à une chaine de N-acétylgalactosamine qui est le ligand du récepteur de 

l’asiologlycoproteine à la surface des hépatocytes169,170 et qui permet son endocytose puis son 

action dans le blocage et la dégradation de l’ARNm de l’antithrombine.  

 

Figure 16 : Mécanisme d’action du siRNA Fitusiran ciblant l’ARNm codant pour l’antithrombine 

 

Le Fitusiran est actuellement en essai clinique de phase 3 et a montré une efficacité dans la 

réduction des ABRs de l’ordre de 90%. Il est également important de signaler que 5 patients ont 

présenté des évènements thrombotiques plus ou moins importants durant les essais.171 

 

f) Inhibition de la protéine C activée 

Le ciblage de la protéine C activée est également une stratégie d’inhibition d’une protéine 

anticoagulante naturelle. L’inhibition de son activité inhibitrice des cofacteurs FVIIIa et FVa, 

impliqués respectivement dans les complexes tenase et prothrombinase, permet d’augmenter la 

quantité de thrombine générée et de rétablir la balance hémostatique chez les patients hémophiles 

A.  

Les SERPINs sont une superfamille d’inhibiteurs des protéases à sérine (PCa, thrombine, FXa,…). Leur 

spécificité est déterminée par une structure importante : le "reactive center loop" ou RCL. Des 

modifications au niveau du RCL changent leurs spécificités.172 Une SERPIN spécifique de la PCa 

(SerpinPC) a été développée et testée pour une potentielle utilisation pour le traitement des 

patients hémophiles A.173 Le SerpinPC est actuellement en essai clinique de phase 2 chez des 

patients hémophiles A sévères adultes. 
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g) Thérapie génique 

L’hémophilie A est une maladie monogénique ce qui en fait une maladie de choix pour le recours à 

la thérapie génique. En effet la thérapie génique vise à remplacer le gène du FVIII altéré par un gène 

fonctionnel et rétablir une synthèse de FVIII. L’idée consiste à délivrer du matériel génétique par 

l’intermédiaire d’un vecteur viral AAV (Adeno Associated Virus) qui va cibler le foie afin de réaliser 

une « transfection in vivo » des hépatocytes qui vont intégrer l’ADNc du F8 délivré, l’exprimer et 

sécréter le FVIII.  

 

Figure 17 : Mode d’action des thérapies géniques par AAV pour le traitement de l’hémophilie A 

 

Une vingtaine d’essais cliniques ont été ou sont actuellement menés par 8 compagnies 

pharmaceutiques, mais pour le moment, seule une a reçu une approbation par la FDA et de l’EMA 

pour une utilisation chez des patients hémophiles A sévères : Valoctocogene roxaparvovec. Le 

premier patient européen a été traité en août 2023 (Communiqué de Biomarin). Les critères de 

sélection des patients sont très restrictifs :174 

- Être âgé de 18 ans et plus car le foie continue de se développer jusqu’à l’âge de 14 ans chez l’être 

humain 

- Être atteint d’une hémophilie A sévère sans inhibiteurs ou antécédents d’inhibiteurs du FVIII 

- Être négatif aux anticorps anti AAV de type 5 AAV5 : En effet, une partie de la population a rencontré 

des AAV au cours de sa vie et a donc développé des anticorps contre leurs protéines de surfaces. 

- Ne présenter aucun antécédent de maladies hépatiques : cirrhose, fibrose, hépatite. 

Les 132 patients inclus ont été suivis pendant deux ans post injection et les résultats ont montré 85 

% de réduction des ABR, 99% de réduction du recours aux injections de FVIII et 77% de réduction 

des évènements hémorragiques.175 

Les principales limitations de thérapie génique actuelle sont : 

- La variabilité de l’activité FVIII post thérapie génique (0 à 150 %) 

- La diminution de l’expression du transgène dans le temps. 175 

Les premiers résultats obtenus avec la thérapie génique sont prometteurs, mais le développement 

de nouvelles versions plus efficaces et ouvertes à un plus grand nombre de patients reste nécessaire. 



 

34 
 

5) Modèle animal et étude de l’hémophilie A 

 

1) Modèles animaux d’hémophilie A 

L’utilisation des modèles animaux dans l’étude des mécanismes hémostatiques et le 

développement de nouvelles approches thérapeutiques de l'hémophilie A est essentielle. Ces 

modèles présentent des avantages importants comparativement aux tests in vitro : - Absence 

d’utilisation d’un activateur artificiel de la coagulation, puisque celle-ci est déclenchée par la 

blessure dans les modèles de saignement. – Tous les acteurs participant à l’hémostase, qu’ils soient 

pro ou anti-coagulants sont présents. - Les éléments cellulaires tels que les plaquettes, les globules 

rouges et les cellules endothéliales sont également présents ce qui n’est pas le cas dans les modèles 

in vitro.176,177 

Différents modèles animaux d’hémophilie A existent, ils sont classés en trois catégories : 

- Les modèles présentant des mutations naturelles congénitales. Le premier modèle à avoir été décrit 

est le modèle canin, décrit pour la première fois en 1946.178 Quelques années plus tard, la première 

colonie de Setters irlandais était utilisée aux Etats-Unis pour la recherche.179 Le modèle canin 

reproduit les mêmes manifestations cliniques de la maladie que l’humain : Hémarthroses, 

hématomes sous cutanées et hémorragies post traumatiques.180 Des inhibiteurs du FVIII ont 

également été observés chez des chiens hémophiles A traités par FVIII canin. Le principal 

désavantage de ce modèle est le développement d’une réponse immunitaire rapide et forte contre 

les facteurs de la coagulation humaine181 ce qui limite son utilisation pour le développement de 

nouvelles thérapies. 

D’autres animaux présentent des mutations naturelles du gène du FVIII, tels que le mouton182,183, le 

cheval184 et le rat qui présentent des phénotypes hémorragiques similaires à celui observé chez les 

chiens. 

- La seconde catégorie correspond aux modèles d’hémophilie A induits par utilisation d’anticorps 

neutralisant l’activité du FVIII. Cela permet de générer des modèles d’hémophilie A transitoires par 

injection de ces anticorps. Des modèles de lapins et de singes ont pu être développés et utilisés 

notamment pour tester le développement et l'efficacité des anticorps ciblant le TFPI185 ou pour 

l'emicizumab.186 

- Enfin, la dernière catégorie regroupe les modèles d’hémophilie A génétiquement modifiés. Le 

modèle murin est le modèle le plus utilisé dans le développement pré clinique. Ce modèle présente 

l’avantage d’être peu couteux et bien moins encombrant pour le maintien et le développement de 

la colonie. D'autre part, du fait de sa taille, le modèle souris ne nécessite que de très faibles quantités 

de thérapies pour les différents tests. Les facteurs de la coagulation et protéines régulatrices de 

l’hémostase sont présentes de façon comparable aux protéines humaines.187 Ainsi, l’efficacité des 

traitements par FVIII188,189 a pu être largement analysée chez la souris ainsi que le développement 

des inhibiteurs190–192 du FVIII et la mise en place des ITI.193 Ces caractéristiques en font un modèle 

de choix pour les différents tests de saignements. (cf. partie 2) Il présente tout de même certains 

désavantages comme le fait de ne pas présenter de saignements spontanés ou d’hémarthroses. 

Un modèle de cochon génétiquement modifié a aussi été développé. L’avantage du cochon est qu’il 

présente des mécanismes de coagulation très proches de ceux observés chez l’homme. De plus, les 
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cochons développent également des arthropathies suite à des hémarthroses répétés.194 Ce modèle 

procure une autre option pour tester les nouvelles thérapies de l’hémophilie A.195 

 Modèles animaux d'hémophilie A 

Mutations naturelles 

 

Déficit en FVIII induit 

 

Modifications génétiques 

 

Tableau 5 : Modèles animaux d’études de l’hémophilie A 

 

Les contraintes de coût, d’espace et de compatibilité avec les facteurs de coagulation humains, ainsi 

que les enjeux éthiques, font du modèle murin le modèle le plus utilisé en laboratoire, notamment 

dans les tests de saignement.  

La suite de cette partie sur les modèles animaux sera donc dédiée à la description des tests de 

saignement appliqués au modèle murin. 

 

2) Modèles de saignements pour l’investigation des thérapies de l’hémophilie A 

Afin d’évaluer différentes thérapies de l’hémophilie A, nous disposons de 3 tests principaux 

permettant de mesurer le saignement chez la souris. Ces différents tests sont de sévérités 

différentes et nous les décrirons ici du moins sévère au plus sévère, en précisant les paramètres 

qu’ils permettent de renseigner afin d’analyser l’efficacité des thérapies. 

- « Le Tail Vein ou Artery Transection », TVT ou TAT  : Ce test consiste en une incision standardisée de 

0.7 mm de profondeur sur une des deux veines latérales de la queue de la souris pour le TVT ou de 

l’artère ventrale de la queue pour le TAT.196,197 Durant 30 à 60 minutes, le sang perdu est récupéré 

dans une solution saline et les arrêts et reprises de saignement sont chronométrés. Les principales 
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données qui en résultent sont les quantités de sang perdu et les profils de saignement illustrant les 

périodes de saignement et d’arrêt de saignement dans le temps. 

- « Le Tail clip » : Ce modèle consiste en l’incision des 3 mm distaux de la queue de la souris et donc 

en la section des 4 vaisseaux de la queue de la souris (deux veines latérales, deux artères, ventrale 

et dorsale). L’expérience est réalisée durant 30 minutes et, de façon similaire au TVT, le sang perdu 

est récupéré afin d’être quantifié, et les périodes de saignement sont monitorées. Les principales 

données qui en résultent sont les quantités de sang perdu et les profils de saignement illustrant les 

périodes de saignement et d’arrêt de saignement dans le temps.198,199  

- « Le modèle de la veine saphène » consiste en une fine ponction de la veine saphène à l’aide d’une 

aiguille. A chaque caillot formé, celui-ci est essuyé et le nombre d’arrêts de saignement est quantifié 

durant 30 minutes. Les périodes de saignement sont monitorées. Ici, les principales données 

analysées sont le nombre de caillots formés et le temps cumulé des périodes de saignement. 200,201 

 

Figure 18 : Principaux modèles de saignements murins utilisés pour la recherche en hémostase 

 

3) Adaptation du modèle murin pour l’étude des anticorps bispécifiques mimant l’action du FVIII. 

Contrairement au FVIII humain qui peut être injecté à la souris et remplacer le FVIII murin, les 

anticorps bispécifiques mimant l’action du FVIII ne sont pas actifs chez la souris. En effet, que cela 

soit l'emicizumab ou le MIM8, ces anticorps sont spécifiques des FIX et FX humains et ne cross 

réagissent pas avec les FIX et FX murins.137,159,202 Afin de permettre l’étude de ces molécules, un 

modèle murin a été mis en place permettant d’étudier l’efficacité et les mécanismes d’actions de 

ces anticorps bispécifiques in vivo. L’injection de FIX et FX humains, combinée à l’injection des 

anticorps, permet de les rendre actifs chez la souris déficiente en FVIII (FVIII -/-) et ainsi de corriger 

leur phénotype hémorragique.198 Ce modèle a également été utilisé pour tester l'emicizumab en 

combinaison avec le FVIII ou avec l’acide tranexamique in vivo.203 Plus récemment, l’efficacité in 

vivo du MIM8 chez la souris FVIII -/- a pu être étudiée grâce à ce modèle.159  

L’émergence de nouvelles stratégies thérapeutiques pour l’hémophilie A nécessite des modèles de 

plus en plus complexes pour analyser l’ensemble des mécanismes moléculaires mis en jeu. 
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Pour conclure cette partie, les modèles animaux sont aujourd’hui indispensables à la recherche en 

hémostase mais la prise en compte du bien-être animal, la réduction du nombre d’animaux utilisés 

et la recherche d’alternatives à ces modèles doivent être au cœur des stratégies que nous 

développons au laboratoire. 

 

III) La microscopie : un outil au service de la recherche en hémostase  

 

L’hémostase est un processus complexe impliquant de nombreux acteurs protéiques et cellulaires 

conduisant à la formation d’un caillot occlusif dense colmatant la brèche vasculaire. La cinétique 

d’apparition des acteurs, leurs localisations et les caractéristiques des structures qui constituent le 

caillot, sont des éléments qui nécessitent d’être analysés pour permettre une meilleure 

compréhension des processus hémostatiques et des régulations qui sont mis en jeu. L’analyse de 

cet ensemble de paramètres est rendue possible par la généralisation et l’évolution de la résolution 

des différentes techniques de microscopie disponibles : La microscopie optique et électronique. 

Nous décrirons le principe général de ces techniques et leur application dans le cadre de la 

recherche en hémostase. 

Apports de la microscopie dans l’analyse du caillot de fibrine 

 

La fibrine est un constituant fondamental du caillot hémostatique. Comme nous l’avons écrit 

précédemment, la fibrine s’organise en réseau afin de stabiliser le caillot qui colmate la brèche 

vasculaire. La capacité de ce réseau protéique à remplir son rôle peut être analysée en mesurant 

différents paramètres physiques : le diamètre des fibres, le nombre de pores formés par le réseau 

et leurs tailles, le nombre d’intersections des fibres entres elles.204 Si la mesure de ces paramètres 

fait l’unanimité, les approches dans la préparation des échantillons et la technique de microscopie 

utilisée ne font pour l’instant pas l’objet de consensus, même si plusieurs études ont essayé de 

standardiser les techniques.205 Nous décrirons ici les deux principales techniques utilisées. 

 

a) Microscopie électronique à balayage  

1) Principes de la microscopie électronique à balayage 

La microscopie à balayage (MEB) est une technique de microscopie de haute résolution (1-30 

nm)206,207 permettant d’observer la morphologie de surface, la topographie mais également la 

composition d’un échantillon afin d’obtenir des informations qualitatives et quantitatives à propos 

du ou des phénomènes observés : Texture, forme, taille, arrangement des objets d’intérêts entre 

eux et dans l’espace. 208 

Le principe de la MEB consiste en différentes étapes : 

- L'émission d’électrons primaires de haute énergie (1 à 50 keV) générés par le canon à électrons du 

système, dirigés sur la surface de l’échantillon.209 

- En réponse, les atomes en surface de l’échantillon vont libérer des électrons secondaires qui seront 

captés par un détecteur et analysés afin d’obtenir une topographie de la surface de l’échantillon. 
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Afin d’éviter l’interaction des électrons primaires avec les électrons des molécules de l’air, la MEB 

est réalisée dans une chambre à vide.210 

- Les électrons secondaires sont accompagnés de rayonnements de rétrodiffusion qui permettent 

d’analyser la composition de l’échantillon.202 

- Certains électrons primaires peuvent également provoquer l'émission de rayons X à partir des 

atomes de l'échantillon. Ces rayons X sont caractéristiques des éléments présents dans 

l'échantillon.211 

- Des détecteurs spécifiques sont disposés autour de l'échantillon pour capturer les électrons 

secondaires, le rayonnement de rétrodiffusion et les rayons X émis. Ces détecteurs convertissent 

ces signaux en images ou en spectres qui peuvent être analysés pour obtenir des informations 

détaillées sur la surface et la composition de l'échantillon.212 

-  
Figure 19 : Principe du microscope électronique à balayage 

 

2) Préparation des échantillons en MEB 

Afin de maximiser la résolution de l’image, plusieurs paramètres doivent être pris en compte. En 

effet, afin de maximiser l’émission des électrons secondaires, la surface doit être suffisamment 

chargée en électrons. Pour cela, il est nécessaire de réaliser une métallisation avec des matériaux 

hautement conducteurs : or, argent, platine ou palladium.213 De plus, l’observation d’échantillons 

biologiques ou riches en eau nécessite une déshydratation importante afin d’éviter des dommages 

irréversibles de l’échantillon et du système. Différentes techniques de déshydratation existent, avec 

chacune leurs limites :  

 

-  Déshydratation physique : Après avoir été immergés dans des bains d'alcool ou d'acétone, les 

échantillons sont positionnés dans la cuve d'un appareil utilisant la méthode du point critique. Une 

fois refroidi, le solvant est substitué par du dioxyde de carbone liquide. Ensuite, la cuve est soumise 

à des conditions de température et de pression supérieures au point critique du dioxyde de carbone 

(31,1°C et 72,9 atm)214, où la densité de la phase liquide équivaut à celle de la phase gazeuse. Cette 
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approche permet d'éliminer les tensions de surface entre les deux phases, réduisant ainsi le risque 

de déformation des structures des échantillons.215 

- Déshydratation chimique : Après plusieurs bains dans des concentrations croissantes d’éthanol, les 

échantillons sont plongés dans des concentrations croissantes de hexaméthyldisilazane un solvant 

hydrophobe très volatil qui va venir remplacer l’eau avant de s’évaporer.216,217 

Ces deux techniques sont largement décrites dans la littérature, mais chacune d’elle impacte 

l’organisation moléculaire de l’échantillon et génère des artefacts, cela doit être pris en compte 

dans l’analyse réalisée par MEB.218 

Plus récemment, un nouveau moyen de préparer les échantillons sans procéder à la déshydratation 

de celui-ci a été décrit. Cela consiste en l’utilisation d’une « nano-combinaison » constituée de 

sucres et d’électrolytes dilués dans du glycérol. Celle-ci permet de ne pas déshydrater l’échantillon 

et de le protéger d’une déshydratation induite par les électrons. Cette technique permettrait 

d’éviter la génération d’artefacts liés à la préparation de l’échantillon.219 

 

b) Microscopie à fluorescence 

1) Principes des différents types de microscopie à fluorescence 

La microscopie à florescence est une technique de microscopie optique permettant l’observation 

de structures (cellules, protéines, etc.) préalablement marquées grâce à des anticorps couplés à un 

fluorochrome : on parle d’immunofluorescence. Un anticorps primaire non couplé dirigé contre la 

cible d’intérêt est utilisé dans un premier temps pour localiser la cible.220 Cet anticorps primaire est 

révélé par l’utilisation d’un anticorps secondaire couplé à un fluorochrome émettant à une longueur 

d’onde qui lui est propre. La reconnaissance de l’anticorps primaire par l’anticorps secondaire est 

permise par la spécificité pour l’isotype et l’espèce dans laquelle ont été produits les anticorps.220 

L’anticorps secondaire est le plus souvent polyclonal afin de permettre plusieurs fixations 

d’anticorps secondaires sur le primaire : On parle d’amplification du signal fluorescent qui contribue 

largement à améliorer la qualité de l’acquisition.221 Ce système rend possible le marquage de 

plusieurs cibles de façon simultanée via des fluorophores émettant à des longueurs d’ondes 

différentes.222 La fluorescence émise est ensuite observée par microscopie à fluorescence. Il existe 

différents systèmes avec des résolutions qui leur sont propres et dépendantes de la technologie 

utilisée. La résolution définit la distance minimale entre deux objets distincts à partir de laquelle le 

système peut identifier et imager deux évènements. Pour des distances entre deux objets, 

supérieures à la résolution du système, nous pourrons identifier deux évènements. Pour des 

distances inférieures, nous observerons à tort un seul évènement.216, 217  

 

Figure 20 : Définition de la limite de résolution en microscopie optique 
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La prise en considération de la résolution est importante dans le contexte de ce que nous souhaitons 

imager et dans le choix du système le plus adapté. Nous les présenterons ici du moins résolutif au 

plus résolutif. 

Microscopie à fluorescence ou widefield : Il s’agit d’une technique d’imagerie développée pour 

observer des échantillons très fins. Lors de l’observation de l’échantillon, celui-ci est excité en 

totalité sans tenir compte de son épaisseur.225 Il en résulte que le signal émis par le plan focal est 

bruité par le signal des plans focaux adjacents engendrant une perte de qualité. L’observation 

d’échantillons d’épaisseurs importantes n’est pas optimale dans ce type de système. La résolution 

latérale de ces systèmes est variable mais est de l’ordre de 250- 400 nm.224 

Microscopie confocale : Cette technique de microscopie a été développée afin d’augmenter la 

résolution de l’imagerie optique mais également permettre l’observation d’échantillons plus 

épais.226 En effet, elle limite la détection au seul signal du plan focal sélectionné : on parle de 

sectionnement optique. Le laser du système passe à travers un pinhole (trou optique) et un miroir 

dichroïque (miroir séparant les signaux d’excitation et d’émissions) afin de traverser l’objectif et 

cibler un plan focal. Il en résulte l’émission d’un signal passant à travers le miroir dichroïque, puis 

un second pinhole afin d’être focalisé sur un détecteur.226 La microscopie confocale a permis 

l’apparition des reconstructions 3D des structures étudiées en imageant un grand nombre de plans 

focaux successifs.227 La principale limite est due au fait que seule une faible proportion des photons 

émis est analysée, ceux qui sont émis par le plan focal. L’augmentation de la puissance laser n’est 

pas une solution adéquate au problème car elle conduit à un photo blanchiment de l’échantillon et 

donc à une perte de signal irréversible ou à l’altération de celui-ci.228 La focalisation de la lumière 

sur l’échantillon augmente la résolution latérale à 200-300 nm. Il possède également une résolution 

axiale du fait de sa capacité à imager en profondeur, de l’ordre de 160-180nm.229 
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Figure 21 : Principe de la microscopie confocale 

  

Microscopie à super résolution : Il s’agit d’un ensemble de systèmes qui ont permis de dépasser la 

limite de résolution imposée par la diffraction de la lumière et donc d’améliorer significativement 

celle-ci: de l’ordre de 40 nm. - Le STED (Stimulation émission déplétion) permet la déplétion 

sélective des fluorophores en périphérie de la zone focalisée sur l’échantillon par un laser de 

déplétion. Cela réduit grandement le champ mais permet de balayer l’échantillon et obtenir une 

image super-résolue sans la contribution des fluorophores au voisinage.230 
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Figure 22 : Principe de la microscopie à super résolution STED 

 

 - Le PALM/STORM (PhotoActivated Localization Microscopy / Stochastic Optical Reconstruction 

Microscopy) sont basés sur le même principe d’activation d’un faible nombre de sondes 

fluorescentes (qui s’activent et se désactivent séquentiellement sous stimulation laser) à la fois sur 

plusieurs mesures La combinaison des différentes acquisitions permet une localisation précise des 

sondes sur l’échantillon et l’amélioration de la résolution.231 

 

Figure 23 : Principe de la microscopie à super résolution PALM/STORM 

 

2) Préparation des échantillons 

Pour la microscopie à fluorescence, la fixation des échantillons est nécessaire selon le type 

d’échantillons utilisés. L’inclusion est nécessaire afin de réaliser par la suite des sections très fines 

de l’échantillon. Deux stratégies d’inclusion sont disponibles : 
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-L’inclusion en paraffine : La paraffine est un composé possédant une basse température de fusion 

et se solidifiant à température ambiante. Ce composé étant hydrophobe, il est nécessaire de 

procéder à une déshydratation de l’échantillon au préalable grâce à des bains de concentrations 

croissantes en éthanol et toluène.232 Après section en coupes de 3 à 7 µm, une étape de 

démasquage des épitopes est nécessaire.233 

-La Cryo-inclusion se fait en température négative dans une cryo-matrice sous forme de gel à 

température ambiante, et solide à température négative. Les sections sont réalisées dans un 

cryostat.234 Aucune étape de démasquage des épitopes n’est nécessaire. 

Les coupes sont ensuite disponibles pour les étapes d’immunomarquage si l’échantillon ne possède 

pas déjà une fluorescence endogène (GFP, protéines couplées à un fluorophore, etc.) 

 

c) Application des techniques de microscopie à l’analyse de la fibrine dans l’hémophilie A  

L’étude du réseau de fibrine est un point important de la recherche en hémostase et le 

développement de techniques de microscopie performantes a permis son analyse et la découverte 

de liens entre des structures spécifiques de la fibrine et certaines maladies. En effet, l’altération des 

propriétés structurelles du réseau de fibrine a pu être mise en lien direct avec des maladies 

cardiovasculaires telles que les infections myocardiques235, les accidents vasculaires cérébraux 

ischémiques236 et le thrombo-embolisme veineux237. Des maladies ayant des complications 

vasculaires ou cardiovasculaires secondaires ont également été mises en lien avec des structures de 

la fibrine altérée : le diabète238 et le Covid-19.239 D’autre part, certaines maladies engendrent des 

concentrations en fibrinogène plasmatique élevées et l’impact de ce paramètre sur la structure de 

la fibrine a été évalué. En effet, certaines études montrent qu’une élévation de la concentration en 

fibrinogène génère un diamètre des fibres de fibrine augmenté240–242 alors qu’une autre étude 

montre le contraire.243 

L’ensemble de ces données rend l’étude de la fibrine nécessaire pour la bonne compréhension des 

mécanismes hémostatiques, et dans le cas de l’hémophilie A permet d’obtenir des informations 

importantes en absence du FVIII mais également en présence des thérapies actuellement utilisées 

chez les patients hémophiles A. Ces analyses nous permettent de comprendre les régulations mises 

en jeu et les régulations dans lesquelles le FVIII est impliqué. 

 

1) Impact de la concentration plasmatique en FVIII sur la structure du réseau de fibrine 

Plusieurs études ont analysé le réseau de fibrine généré in vitro à partir de plasma présentant une 

déficience en FVIII par rapport à un plasma normal par microscopie confocale ou MEB. Chacune 

d’entre elles ont décrit un réseau de fibrine lâche avec des pores très larges formés par le maillage. 

Une plus faible densité de fibres par unité de surface est également observée.244 Les fibres semblent 

être plus courtes et la mesure du diamètre moyen des fibres de fibrine montre une augmentation 

importante de celui-ci : 200-250 nm245 contre 120 à 160 nm245,246 pour un plasma normal. Il a 

également été montré que la normalisation de ces paramètres dans un plasma déficient en FVIII 

pouvait être obtenue en rajoutant du FVIII. En effet, l’addition de doses croissantes de FVIII permet 
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de générer des caillots de fibrine plus denses et compacts, avec des pores de taille réduite induits 

par une densité de fibre plus élevée et de diamètre diminué pour tendre à la normale. 244,246 

Il est important de noter que l’observation d’une relative variabilité dans les paramètres mesurés 

parmi les plasmas étudiés a permis de montrer que la structure du réseau de fibrine est sensible à 

différents paramètres tels que la quantité de thrombine générée mais également la quantité de 

fibrinogène plasmatique disponible.205 Le FXIIIa est également fondamental dans la structuration de 

la fibrine et son action est conditionnée par la quantité de thrombine générée.247 La génération de 

thrombine altérée dans l’hémophilie A est restaurée de façon dose dépendante par ajout de FVIII. 

Dans le même temps, le diamètre des fibres de fibrine est progressivement réduit.205,248 Cela a 

différentes conséquences sur les propriétés du réseau de fibrine. En effet, il semble que le diamètre 

de la fibrine soit un élément crucial dans la résistance de celle-ci aux contraintes physiques du flux 

sanguin via les paramètres d’élasticité249 : le réseau de fibrine, constitué de fines fibres organisées 

entre elles présente une élasticité importante et une résistance importante.249 De plus, il semble 

que le diamètre des fibres de fibrine influence également la vitesse de la fibrinolyse du caillot de 

fibrine par la plasmine.250 251 Ensemble, ces paramètres vont déterminer la stabilité du caillot252 qui 

est altérée dans l’hémophilie A et semble être restaurée par l’ajout de FVIII. 

 

2) Effet des thérapies de l’hémophilie A sur le réseau de fibrine 

Agents by passant 

- L’analyse de la fibrine in vitro dans un plasma déficient en FVIII supplémenté en aPCC a permis de 

montrer qu’il n’y a pas de différence de structure ou de diamètre comparativement au plasma 

supplémenté en FVIII.253 

- L’ajout de FVIIa à un plasma déficient en FVIII génère un réseau de fibrine très dense et plus épais 

qu’en présence de FVIII.254 

Thérapies non-substitutive 

Les observations microscopiques de la fibrine en présence et en absence FVIII soulèvent la question 

de l’impact des thérapies non-substitutive sur ces paramètres. C'est un point qui reste encore à 

évaluer pour beaucoup de ces nouvelles thérapies qui, à l'exception de l'emicizumab, ne sont pas 

encore largement disponibles. C'est donc uniquement l'emicizumab qui a pour l'instant été étudié 

pour son action sur le réseau de fibrine.  

Ainsi, l’analyse de la structure par MEB de la fibrine en présence d’emicizumab a été rapportée par 

trois études avec trois résultats différents. La première étude a montré que in vitro, un plasma 

déficient en FVIII supplémenté en FVIII ou en emicizumab génère un réseau de fibre de fibrine 

similaire, avec de fines fibres présentant un diamètre moyen d’à peu près 120 nm.255 Une seconde 

étude a montré que les fibres de fibrine générées étaient plus épaisses en présence d'emicizumab 

(150-270nm).253 Enfin, la dernière étude a conclu à un diamètre des fibres de fibrine plus fin en 

présence d’emicizumab qu’en présence de FVIII.203 

Cette hétérogénéité de résultats peut être liée aux différents protocoles utilisés dans les étapes de 

préparation des échantillons de caillot de fibrine dans les trois études. Une standardisation de 

l’analyse des caillots de fibrine générés in vitro est nécessaire afin d'obtenir des données qui seront 

comparables et cohérentes entre elles. 
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Comparaison du 

diamètre de la fibrine : 

FVIII vs Emicizumab 

Techniques de fixations et 

déshydratation utilisées 
Référence 

FVIII = Emicizumab 

• Fixation 2% glutaraldéhyde + 1 % 
osmium 

• Déshydratation éthanol + alcool 
butylique + congélation 

Shimonishi et al, 
Haemophilia 2020 

FVIII < Emicizumab 
• Fixation 2,5% glutaraldéhyde 

• Déshydratation éthanol + 
Acétone + CPD 

Zong et al, 
TH open 2019 

FVIII > Emicizumab 
• Fixation 1 % osmium 

• Déshydratation éthanol sous vide 
 

Janbain et al, 
Haemophilia 2021 

Tableau 6 : Comparaison des différentes études concernant l’effet de l’emicizumab sur le réseau 
de fibrine 

 

Il est important de noter que la littérature ne décrit que des études réalisées in vitro à partir de 

plasma mais les composants cellulaires sanguins jouent un rôle important dans l’architecture du 

caillot de fibrine et leur rôle n’est pas pris en compte dans les modèles in vitro.256–258 Les cellules 

endothéliales ont également un rôle majeur et cela a été décrit récemment sur la génération de 

thrombine avec le FVIII ou l'emicizumab259 et pourrait donc affecter la structure du réseau de fibrine. 

L’utilisation de modèles in vivo semble donc nécessaire pour une meilleure observation des 

mécanismes hémostatiques liée à la fibrine. 
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Depuis sa mise sur le marché, l'emicizumab a révolutionné le traitement de l'hémophilie A. Malgré 

le nombre important d'études cliniques qui ont largement prouvé son efficacité clinique, les études 

précliniques portant sur son mode d'action sont peu nombreuses et en grande partie restreintes 

aux études in vitro. Par conséquent ses fonctions et ses interactions au niveau moléculaire sont 

encore assez mal décrites. Dans ce contexte, durant ma thèse, mes recherches se sont déclinées en 

trois projets principaux centrés autour d’une même problématique : comment la thérapie non-

substitutive emicizumab se compare-t-elle au FVIII au niveau de ses propriétés moléculaires et 

fonctionnelles ? 

Dans un premier temps, nous avons analysé un cas unique, à ce jour, de patient avec un anticorps 

anti-emicizumab non-neutralisant. En effet grâce à une collaboration avec l’hôpital Necker à Paris, 

nous avons participés à l’étude d’un patient sous prophylaxie par emicizumab ayant présenté une 

hémarthrose. L’objectif de l’étude était donc de déterminer les mécanismes moléculaires à l’origine 

de la perte d’efficacité de l’emicizumab. L’analyse de l’activité « FVIII-like » nous a permis de 

montrer que cet anticorps n’inhibait pas l’activité de l’emicizumab. L’utilisation d’un modèle de 

souris immunodéficiente était nécessaire pour montrer que l’anticorps présent dans le sérum du 

patient présentait un mécanisme d’action jamais reporté jusqu’à présent en induisant une clairance 

accrue de l’emicizumab sans inhiber directement son activité.  

Ensuite, nous avons comparé l’effet du FVIII/FVIII-Fc versus emicizumab sur la structure et la 

stabilité du réseau de fibrine. En effet l'emicizumab mime l’action du FVIII mais leurs modes 

d’actions sont différents. Malgré son efficacité clinique, des saignements ont été reportés chez des 

patients sous prophylaxie avec emicizumab, ce qui nous a amené à nous intéresser à la cinétique de 

formation du caillot in vitro et à sa stabilité in vivo. L’objectif était d’expliquer les différences 

observées, nous nous sommes donc intéressés à la structure du caillot de fibrine in vivo dans un 

modèle de souris déficiente en FVIII traité par FVIII/FVIII-Fc ou par emicizumab en mettant en œuvre 

des techniques de microscopie de haute résolution.  

Enfin, nous avons essayé de déterminer une équivalence entre l’activité du FVIII et celle des 

thérapies non-substitutive comme l’anticorps bispécifique emicizumab et un analogue de séquence 

de l’anticorps anti-TFPI, marstacimab. En effet les différents tests d’activités in vitro (TCA, 

génération de thrombine, test chromogénique) permettent de déterminer des équivalences avec le 

FVIII variables selon le test utilisé. Afin de déterminer si l’utilisation des modèles de saignement 

murins permettent de déterminer une équivalence FVIII plus précise, nous avons essayé de mesurer 

celle-ci en appliquant différents modèles de saignement de sévérité croissante chez la souris 

déficiente en FVIII traité par les différentes thérapies. 
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Article I 
 

Anticorps non inhibiteurs induisant une clairance accrue d’emicizumab chez un patient atteint 

d'hémophilie A sévère avec inhibiteur 

Thibaud Sefiane*, Annie Harroche*, Maximilien Desvages, Delphine Borgel, Dominique Lasne, 

Caterina Casari, Ivan Peyron, Laurent Frenzel, Stéphanie Chhun, Peter J. Lenting et Cécile Bally 

*Co-premier auteur  

Publié le 20 mai 2021 dans Haematologica 

Contexte et objectifs : 

L’hémophilie A est liée à un déficit en FVIII de la coagulation. Pendant de nombreuses années, le 

traitement standard consistait en un remplacement du FVIII manquant par un FVIII exogène 

recombinant ou plasmatique purifié. Le but était de maintenir un taux de FVIII suffisant pour 

protéger les patients contre les saignements et les complications liées aux saignements articulaires 

ou cérébraux. La principale limitation de ces thérapies de remplacement est le développement par 

30% des patients hémophiles A sévères d’anticorps inhibiteurs de l’action du FVIII. 

Récemment, emicizumab, un anticorps bispécifique anti-FIX et anti-FX, mimant le rôle de cofacteur 

du FVIII dans la conversion du FX en FXa par le FIXa, a été développé et mis sur le marché. Il est 

désormais utilisé pour le traitement de l’hémophilie A sévère avec ou sans inhibiteur. Cependant, 

quelques cas de patients ayant développé des anticorps anti-emicizumab, inhibiteurs de son 

activité, ont été décrits. 

Au cours de ma thèse, j’ai participé à l’étude d’un patient pris en charge à l’hôpital Necker pour une 

hémophilie A sévère avec inhibiteurs, traité en prophylaxie par emicizumab. Après six mois de 

traitement, le patient a présenté une hémarthrose au niveau de l’articulation de la cheville. Après 

analyse, un TCA prolongé et une concentration plasmatique en emicizumab inférieure à 1 µg/ml ont 

été observés alors que la concentration attendue est d’environ 55 µg/ml. Des anticorps anti-

emicizumab ont été mis en évidence et de façon surprenante, nous avons montré qu'ils n’étaient 

pas inhibiteurs de son activité.  

Afin de déterminer les mécanismes par lesquels l’anticorps anti-emicizumab de ce patient agissait, 

nous avons tout d’abord étudié l’effet de l’anticorps sur la fixation de l'emicizumab sur les FIX et FX, 

mais également la clairance de l’emicizumab en présence de l’anticorps. 

En utilisant un modèle de souris immunodéficientes, nous avons pu ainsi décrire, chez ce patient, le 

premier cas d’anticorps anti-emicizumab induisant une clairance accélérée d’emicizumab et 

n’inhibant pas directement son activité, comme c’était le cas dans les quatre cas d’inhibiteurs décrits 

précédemment.   
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Article II 
 

Etude des différences dans la structure des caillots veineux dans un modèle de souris hémophiles 

traitées par emicizumab, par facteur VIII ou par facteur VIIIFc 

Thibaud Sefiane, Hortense Maynadié, Carmen Escurola Ettingshausen, Vincent Muczynski, Xavier 

Heiligenstein, Julien Dumont, Olivier D. Christophe, Cécile V. Denis, Caterina Casari, Peter J. 

Lenting 

Accepté le 30 novembre 2023 dans Haematologica 

 

Contexte et objectifs : 

Le FVIII et l’anticorps bispécifique emicizumab mimant son rôle de cofacteur sont aujourd’hui des 

traitements utilisés en routine pour le traitement de l’hémophilie A sévère. Cependant, 5% des 

patients traités par emicizumab présentent des saignements anormaux nécessitant une prise en 

charge par les thérapies de remplacement ou les agents bypassants. Des différences importantes 

entre les mécanismes d’action du FVIII et d’emicizumab sont décrites dans la littérature et nous les 

avons décrites précédemment dans ce manuscrit. Parmi celles-ci, l'emicizumab influence la 

génération de thrombine, enzyme clé de la coagulation impliquée dans le clivage du fibrinogène en 

fibrine et dans le contrôle de la fibrinolyse.  

Ces mécanismes et leurs cinétiques sont fondamentaux pour la génération d’un caillot de fibrine 

stable avec des propriétés physiques lui permettant de résister aux contraintes du flux notamment. 

Plusieurs études ont analysé la structure du réseau de fibrine en présence de FVIII et d’emicizumab 

en se limitant aux analyses in vitro. Ces approches sont certainement informatives mais présentent 

comme limite majeure de ne pas prendre en compte l’influence des composants cellulaires 

retrouvés in vivo tout en utilisant des activateurs artificiels de la coagulation.  

Afin d’évaluer in vivo la formation du caillot de fibrine, nous avons développé un modèle murin de 

saignement consistant en l’incision standardisée d’une des veines latérales de la queue de la souris 

déficiente en FVIII afin de récupérer et analyser la structure du caillot formé. Le but était de 

comparer l’effet de l’emicizumab à celui du FVIII/rFVII-Fc sur la structure du caillot formé.  

Pour cela, nous avons utilisé différentes techniques d’analyses par microscopie avec des résolutions 

suffisantes pour réaliser une étude précise du réseau de fibrine. Enfin, dans le but d’expliquer les 

différences observées, nous nous sommes intéressés à la stabilisation du caillot par le FXIIIa. 

Ainsi nous avons pu montrer que le FVIII et le FVIII-Fc impactent de façon similaire la formation et 

la structure du caillot. En revanche, le mode d'action différent de l'emicizumab modifie la cinétique 

de formation de la fibrine et d’activation du FXIII entraînant des différences dans la morphologie 

des caillots, pouvant potentiellement expliquer les saignements observés chez les patients. 
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Article III 
 

Une équivalence facteur VIII "absolue" est illusoire en présence des thérapies non-substitutives de 

l'hémophilie A 

 

Thibaud Sefiane, Geneviève McCluskey, Marie Clavel, Hortense Maynadié, Ivan Peyron, François 

Saller, Mariem Khamari, Cécile V. Denis, Olivier D. Christophe, Caterina Casari, Peter J. Lenting 

Manuscrit en cours de finalisation 

 

Contexte et objectifs : 

L’apparition d’inhibiteurs du FVIII chez 30 % des patients atteints d’hémophilie A a mené à repenser 

la prise en charge de ces patients. La mise sur le marché de l’emicizumab a permis l’apparition d’une 

alternative thérapeutique de choix pour les patients hémophiles avec ou sans inhibiteurs. Comme 

nous l’avons décrit précédemment, d’autres approches non substitutives sont actuellement en 

cours d’évaluation clinique. Parmi celles-ci, une des approches les plus proches d'une mise sur le 

marché est le ciblage d’une protéine anticoagulante -le TFPI- par des anticorps capables d’inhiber 

son action (concizumab, marstacimab,..).  

L’une des principales interrogations concernant ces nouvelles thérapies non-substitutives est la 

manière de les comparer au FVIII, que ce soit pour étudier leurs modes d’actions mais également 

pour évaluer leur activité. Une des méthodes qui a été utilisée pour étudier l’emicizumab est 

l’utilisation détournée des tests d’activité du FVIII, comme le test chromogénique et le test 

chronométrique ainsi que les tests globaux d’hémostase comme la génération de thrombine. La 

synthèse des résultats rapportés montre que l’équivalence en termes de FVIII pour l’emicizumab est 

variable et dépendante du test utilisé. Ces résultats sont imputables au fait que le mode d’action 

d’emicizumab est différent de celui du FVIII rendant emicizumab difficilement adaptable aux tests 

existants et à leurs spécificités. De ce fait, les tests in vitro de mesure de l’activité du FVIII ne sont 

pas en mesure de nous permettre de déterminer une équivalence absolue entre le FVIII et les 

thérapies non-substitutives. 

L’objectif de notre étude a été d’évaluer s’il était possible de déterminer in vivo dans un modèle de 

souris déficiente en FVIII, une équivalence absolue entre le FVIII et deux thérapies de 

remplacement : l'emicizumab et un analogue de séquence du marstacimab. Pour cela, nous avons 

comparé les deux thérapies dans quatre modèles de saignement de sévérité croissante afin 

d’évaluer leur effet sur la correction du saignement : TVT, TAT, veine saphène et tail-clip. 

Nous avons pu observer que l’équivalence en termes de FVIII observée pour l'emicizumab et 

l’analogue de séquence du marstacimab était différente en fonction du modèle de saignement 

utilisé. Les analyses in vivo et in vitro de l’équivalence en termes de FVIII de ces thérapies nous ont 

conduit à proposer qu’il était illusoire de vouloir déterminer une équivalence absolue et qu’il serait 

plus pertinent de définir un intervalle d’activité FVIII pour ces thérapies non-substitutives.  
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Introduction 

The clinical management of hemophilia A has experienced major advances over the past decade.1 

Particularly, the development of non-factor therapies has changed the treatment paradigm, which 

was previously dominated by factor VIII (FVIII)-replacement therapy. One example hereof is 

emicizumab, a bispecific antibody that binds both the enzyme FIXa and its substrate FX, thereby 

mimicking part of the FVIIIa function.2-4 Emicizumab allows therefore the generation of a certain 

amount of thrombin without completely correcting coagulation. Clinical studies have shown marked 

therapeutic benefit of emicizumab, with average annual bleeding rates being below 2 among 

patients treated with emicizumab prophylactically.5 Because of its efficacy and its subcutaneous 

mode of application, increasing numbers of hemophilia A patients are using emicizumab as 

prophylactic therapy.6 A second example concerns the strategy to restore hemostasis by interfering 

with anticoagulant molecules, such as tissue factor pathway inhibitor (TFPI). Several anti-TFPI 

monoclonal antibodies are currently in advanced clinical evaluation, including concizumab and 

marstacimab, and promising data on distinctly reduced bleeding complications have been 

reported.7-9 

One issue that often returns in discussions on non-factor therapies is how they compare to FVIII in 

terms of mode of action and, perhaps more importantly, activity (referred to as FVIII-equivalence). 

One way to compare these non-factor agents to FVIII is to test them in FVIII-activity assays, like one-

stage clotting assays, chromogenic FVIII-activity assays and global hemostasis assays (thrombin 

generation assays, rotational thrombo-elastometry). However, for emicizumab it has been shown 

that a different FVIII-equivalence has been found dependent on the activity assay used.10-12 Indeed, 

based on their mode of action being different from FVIII, it is unlikely that in vitro assays could 

provide an absolute FVIII-equivalence for non-factor molecules.  

Here, we explored in vivo testing of non-factor molecules to evaluate whether or not an absolute 

FVIII-equivalence exists for these agents. To this end, we used several different bleeding models in 

which emicizumab and a sequence-identical analogue of marstacimab (SIA-marstacimab) were 

compared to FVIII for their capacity to correct bleeding. We noticed that dependent on the bleeding 

model that was used, emicizumab and SIA-marstacimab displayed a different FVIII-equivalence. 

These observations led us propose that the idea of a FVIII-equivalence for non-factor molecules is 

unrealistic, and that we probably should consider a range of FVIII-activities to which non-factor 

molecules may compare. 
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Materials and methods 

Ethics statement 

All experiments were performed using FVIII-deficient mice13 which were backcrossed (>10 times) 

on a C57Bl/6 background and their wild-type littermates. Male and female mice were used 

throughout the study (8-12 weeks old, 20-25 g). Animal housing and experiments were performed 

in accordance with French regulations and the experimental guidelines of the European 

Community. This project was approved by the local ethical committee of Université Paris-Saclay 

(Comité d’Ethique en Experimentation Animale n°26, protocols APAFIS#26333-

2020070214599234-v1, APAFIS#26510-202007061525281-v2, APAFIS#38228-202208021331789-

v2 and APAFIS #37499-2022052712138879-v3).  

 

Proteins 

Recombinant FVIII (Advate) was obtained from Shire France SAS (Paris, France). Emicizumab 

(marketed as Hemlibra) was obtained from F. Hoffman-La Roche (Basel, Switserland). Sequence 

identical analogue (SIA)-marstacimab was produced via transient expression in HEK293F-cells, and 

purified to homogeneity via protein A-affinity chromatography.  

 

Tail vein transection model 

For the tail vein-transection (TVT)-procedure, mice were anesthetized with isoflurane and a precise 

cut of the caudal tail vein with the support of a template was performed as described.14 After vein 

transection, the tail was immediately immersed in physiological saline, prewarmed at 37°C. Twice 

during the observation period (at 15 and 30 min after transection), occlusive clots were dislodged 

using a humidified compress to reinitiate bleeding. Animals were sacrificed by cervical dislocation 

at the end of the assay. 

 

Tail artery-transection model 

For the tail artery-transection (TAT)-model, a similar approach was used as for the TVT-procedure, 

except that the template was used to transect the tail artery. In addition, the observation time was 

limited to 30 min. At 15 min after transection, occlusive clots were dislodged using a humidified 
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compress to reinitiate bleeding. Animals were sacrificed by cervical dislocation at the end of the 

assay. 

 

Tail clip-model 

Mice were anesthetized using ketamine (100 mg/kg)/xylazine (10 mg/kg). The terminal 3 mm of the 

tail were removed, and the tail was immersed in pre-warmed physiological saline (37°C), and blood 

was collected for 30 minutes. Animals were sacrificed by cervical dislocation at the end of the assay. 

 

Saphenous vein puncture-model 

The saphenous vein puncture (SVP)-model was performed as described elsewhere with mice being 

under isoflurane anesthesia.15 Under observation with an operating microscope, the saphenous vein 

was exposed and the initial injury was inflicted by puncturing the saphenous vein with a 23-gauge 

needle. When hemostasis occurred, the injury was enlarged to 1 mm using micro-scissors. Subse-

quently, clots were dislodged using a humidified compress to reinitiate bleeding. The total number 

of clots formed (hemostatic events) within a 30‐min period was recorded. In this model, higher 

numbers of reforming clots correspond to better hemostatic control/capacity. 

 

Measuring blood loss 

The mixture of collected blood and physiological saline was centrifuged at 1,500 g. The red blood 

cell pellet was then lysed in H2O and the amount of hemoglobin was determined 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 (20-40-60-80-100 l) in H2O 

to extract hemoglobin. 

 

Measuring bleeding profile 

For the TVT-, TAT- and tail clip-models, periods of bleeding and non-bleeding were noted in order 

to visualize the bleeding pattern. 

 

Treatments 
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FVIII was given via intra-orbital injection 5 min before injury. Dosages were as follows: TVT-model 

0, 2.5 and 5.0 IU/kg, TAT-model: 0, 2.5, 5.0 and 10 IU/kg, tail clip-model: 0, 2.5, 5.0, 7.5 and 10 IU/kg, 

SVP-model: 0, 2.0, 10, 25 IU/kg. SIA-marstacimab was given as a single intravenous bolus (intra-

orbital) at a dose of 6 mg/kg 5 min before injury, allowing for plasma levels at the start of the 

procedures to be 16 g/ml. Emicizumab was given as a single intravenous bolus (intra-orbital) at a 

dose of 5 mg/kg 24 h before injury, allowing for plasma levels at the start of the procedures to be 

57±4 g/ml. Since emicizumab does not react with murine factors IX and X, human factors IX and X 

were given intravenously 5 min before injury at a dose of 100 U/kg each.16 

 

Statistical analysis 

Analysis of blood loss between groups was performed using one-way ANOVA with Tukey’s 

correction for multiple comparisons (all versus all). A list of p-values for each comparison is provided 

in Tables 1-4.  
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Results  

FVIII dose response in different bleeding models 

The efficacy of FVIII to arrest bleeding similar to wild-type mice was explored in four different 

bleeding models using FVIII-deficient mice. First, we found that a dose of 2.5 IU FVIII/kg (which 

results in 5 IU/dl in plasma) proved sufficient to arrest bleeding to the level of wild-type mice in the 

tail vein-transection (TVT)-model (63±31 l (n=7; mean±SD) and 70±34 l (n=12), respectively; 

p=1.0; Figure 1A; all p-values are summarized in Table 1-4). Upon tail artery-transection (TAT), blood 

loss was no longer different from that of wild-type littermates at a dose of 5 IU/kg (resulting in 10 

IU/dl FVIII): 321±137 l (n=15) and 183±76 l (n=15), respectively (p=0.156; Figure 1B). Regarding 

the tail clip-model, a dose of 7.5 IU/kg (corresponding to 15 IU/dl FVIII) was required to reach wild-

type levels of blood loss: 174±219 l (n=8) and 32±25 l (n=19), respectively (p=0.135; Figure 1C). 

Finally, a FVIII dose of 25 IU/kg (resulting in 50 IU/dl) was needed in the saphenous vein puncture 

(SVP)-model to achieve a similar number of clots as for wild-type littermates: 23±5 clots/30 min and 

26±2 clots/30 min, respectively (p=0.565; Figure 1D). 

Apart from blood loss, we also monitored clot stability by noting the number of spontaneous 

rebleeds. At FVIII-doses that were sufficient to have blood loss similar to that of wild-type mice, no 

spontaneous rebleeds were observed in the TVT-, TAT- and tail clip-models (Figure 2A-C). Together, 

these data demonstrate that the efficacy by which FVIII corrects bleeding is determined by the 

bleeding model that is applied, with the TVT-model being the mildest and the SVP-model being the 

most severe. In addition, it shows that clots generated in the presence of FVIII are stable, with few 

if any spontaneous rebleeds being observed. 

 

Emicizumab response in different bleeding models 

We next applied these models to test emicizumab. Emicizumab levels at time of injury were 57±4 

g/ml, with human FIX and FX levels being 0.9±0.1 U/ml and 1.0±0.1 U/ml, respectively (cf. Ferrière 

et al.)16 As reported previously, emicizumab reduced blood loss in both the TVT- and tail-clip-model 

(Figure 1A & 1C).16,17 In the TVT-model, blood loss was 565±165 l, compared to 750±133 l and 

63±31 l for vehicle- and FVIII-treated (2.5 IU/kg), respectively. In the tail clip-model, blood loss was 

422±140 l, compared to 861±129 l and 173±219 l for vehicle- and FVIII-treated (7.5 IU/kg), 

respectively. Noteworthy, despite reduced blood loss in these models, emicizumab was different 

from FVIII in that frequent spontaneous rebleeds were observed (Figure 2A & 2C). FVIII-equivalence 
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was therefore estimated to be between 0 and 2.5 IU/kg and between 5 and 7.5 IU/kg for the TVT- 

and tail clip-model, respectively (Table 5A).  

Unexpectedly, emicizumab was associated with a lack of hemostatic response in the TAT-model, 

with blood loss and being similar to that of vehicle-treated mice (904±135 l and 953±133 l for 

vehicle- and emicizumab treated mice, respectively; Figure 1B). Also, the bleeding profile was 

resembling that of vehicle-treated mice (Figure 2B). Since a dose of 2.5 IU/kg FVIII is associated with 

reduced blood loss, the FVIII-equivalence of emicizumab should be considered to be <2.5 IU/kg in 

this model (Table 5A).  

Opposite to the lack of emicizumab activity in the TAT-model, emicizumab proved more potent in 

the SVP-model, with the number of clots being similar to those obtained at a dose of 10 IU FVIII/kg 

(12±4 clots/30 min and 13±3 clots/30 min, respectively; Figure 1D). Regarding emicizumab, there is 

thus a variable FVIII-equivalence per model applied. Furthermore, it seems that emicizumab is more 

efficient in models involving injuries inflicted in veins rather than in arteries. 

 

SIA-marstacimab response in different bleeding models 

We next evaluated SIA-marstacimab, an anti-TFPI antibody that cross-reacts with murine TFPI.18 SIA-

marstacimab was given at a dose of 6 mg/kg, resulting in plasma levels being 16 g/ml. In the TVT-

model, this dose resulted in a complete arrest of bleeding, and blood loss was similar to that of FVIII-

deficient mice receiving 2.5 IU FVIII/kg (100±81 l and 63±31 l, respectively; Figure 1A). In terms 

of clot stability, 1 mouse out of 6 displayed spontaneous rebleeds in this model (Figure 2A). Based 

on these data, the FVIII-equivalence is estimated to be ≥2.5 IU/kg (Table 5B). 

A variable response was observed when SIA-marstacimab was tested in the TAT-model (Figure 1B). 

5 of 11 mice displayed blood loss beyond the range observed for wild-type mice (>285 l; average 

257±239 l; Figure 1B). Increased blood loss in these 5 mice originated from spontaneous rebleeds, 

events that were not observed in FVIII-deficient mice treated with FVIII at 5 IU/kg (Figure 2B). As 

such, the FVIII-equivalence of SIA-marstacimab in the TAT-model is between 2.5 and 5 IU/kg (Table 

5B).  

A variable response with SIA-marstacimab was also observed regarding the tail clip-model (Figure 

1C). A complete arrest of bleeding was observed in about 50% of the mice, whereas the remainder 

displayed increased blood loss compared to wild-type mice (average 149±126 l). Again, increased 



 

86 
 

blood loss seemed to originate from frequent rebleeds in these mice (Figure 2C). Given the amount 

of blood loss, the FVIII-equivalence was estimated to be between 5 and 7.5 IU/kg (Table 5B). 

Similar to emicizumab, SIA-marstacimab also displayed improved hemostasis in the SVP-model, with 

the number of clots generated being similar to that of mice treated with FVIII at 10 IU/kg: 14±6 

clots/30 min and 13±3 clots/30 min, respectively (Figure 1D). This number of clots is significantly 

lower compared to the number of clots observed in wild-type mice (26±2 clots/30 min).  

By analyzing the hemostatic effect of SIA-marstacimab in the different models, it appears that its 

FVIII-equivalence is dependent on the model that is used.  
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Discussion 

The aim of the present study was to compare the activity of the bispecific antibody emicizumab and 

a sequence identical analogue (SIA) of the anti-TFPI antibody marstacimab to FVIII in a series of 

bleeding models. Our data demonstrate that there is no consistent FVIII-equivalence for emicizumab 

nor SIA-marstacimab between the different models.  

The clinical management of hemophilia A has long relied on the use of FVIII-concentrates, and broad 

consensus has been achieved on which dose of concentrate would be required for specific 

situations, like for the prophylactic prevention of spontaneous joint bleeds, for surgery or for 

specific physical activities.19-21 Dosing is usually expressed as IU/kg, and specific FVIII plasma and 

concentrate standards are available to validate FVIII concentrations in either one-stage or 

chromogenic activity assays.22,23 Alternatively, thrombin generation assays or other global 

hemostatic assays have been used to assess FVIII activity.24-27 These same assays are now being 

applied to quantify the effect of non-factor agents, like emicizumab or anti-TFPI antibodies.28-30 Do 

these assays generate a reliable FVIII-equivalence? Most likely, they do not.10 If we consider 

emicizumab, the limiting factor in its functioning is FIXa, contrary to the tenase-complex in which 

FVIII is the limiting component. However, the amounts of FIXa that will be generated in thrombin 

generation assays are fully dependent on the concentrations of TF or FXIa that are used to initiate 

the reactions. Indeed, emicizumab has quite different FVIII-like activity when comparing the aPTT, 

chromogenic FVIII assay or FXIa- and TF-initiated thrombin generation assays. Between these assays, 

the FVIII-equivalence may vary between more than 100% in the aPTT to about 10% in TF-initiated 

thrombin generation.12,31,32 Similarly, anti-TFPI antibodies have variable activity in TF-initiated 

thrombin generation assays (ie. dependent on the amount of TF used to initiate the assay), while it 

has virtually no activity in FXIa-initiated thrombin generation assays (Sefiane & Lenting, unpublished 

observation). Thus, in vitro assays do not constitute the appropriate conditions to assign a FVIII-

equivalence to emicizumab or anti-TFPI antibodies. 

Rather than using in vitro assays, we considered the possibility that in vivo models could provide an 

alternative approach to determine FVIII-equivalence for non-factor agents. In vivo assessment 

differs from the in vitro approaches in that all hemostatic participants are present, including all pro- 

and anti-coagulant actors, cellular and vascular components and flow. By comparing different 

bleeding models, it became evident that each model requires a different dose of FVIII in order to 

correct bleeding to the level of wild-type mice. The model that required the lowest amount of FVIII 

for correction was the TVT-model, in which a single tail vein is transected. At the lowest dose tested 
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(2.5 IU/kg, which corresponds to 5 IU/dl) full correction of bleeding was obtained. When transecting 

the tail artery, a higher dose of FVIII was needed, ie. 5 IU/kg. It should be noted that the vein and 

artery were transected in an identical manner, indicating that higher concentrations of FVIII are 

needed to correct an arterial bleed compared to a venous bleed. An even higher dose of FVIII (7.5 

IU/kg) was required to correct bleeding to the level of wild-type mice in the tail clip-model. In this 

model both lateral tail veins and the tail artery are being transected, albeit at a smaller diameter 

compared to the TVT- and TAT-model. Importantly, in each of these models bleeding was not only 

corrected in terms of the amount of blood shed, but the clots that were generated were stable and 

no spontaneous rebleeds were observed. The highest dose of FVIII was needed to achieve wild type-

level hemostasis involved the SVP-model, with 25 IU/kg. Although it relates to a venous injury, it 

concerns a large vein (larger than the lateral veins in the tail) with continuous removal of occlusive 

clots that are being formed. As such, it seems to be the most severe of the models we have used. 

Together, we demonstrate that infusion of FVIII is associated with complete hemostatic activity 

similar to that observed in wild-type mice. In addition, the notion that different doses of FVII are 

needed in each model provides an opportunity to assess the potential FVIII-equivalence of non-

factor agents by using these different models.   

Previously, both emicizumab and marstacimab have been tested for their capacity to correct for 

FVIII-deficiency in animal models (cynomolgus monkey and mice for emicizumab and mice for 

marstacimab).16,18,33,34 However, only for emicizumab there has been an attempt to define a FVIII-

equivalence in a single bleeding model: Ferrière et al. determined a potential FVIII equivalence of 

emicizumab corresponding to 5 IU FVIII/kg in terms of blood loss in the tail clip-model.16 

Interestingly, no dose-response of emicizumab was observed, with a similar reduction in blood loss 

for emicizumab levels between 25 and 185 g/ml.16 Importantly, despite the reduction in blood loss, 

no complete arrest of bleeding upon emicizumab-treatment was observed in the tail-clip assay in 

that particular study.  

Emicizumab and SIA-marstacimab were efficient in both the TVT- and tail clip-model in significantly 

reducing blood loss compared to vehicle-treated mice. In addition, SIA-marstacimab also reduced 

blood loss in the TAT-model, contrary to emicizumab. However, we noticed an important difference 

compared to FVIII, in that treatment with either emicizumab or SIA-marstacimab was characterized 

by the occurrence of spontaneous rebleeds. The reason for the presence of spontaneous rebleeds 

is yet unclear, but can be related to a different clot morphology. Indeed, it seems that emicizumab-

derived clots are more fragile and lack elasticity due to an altered fibrin-network structure.17 Current 
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studies are ongoing to identify whether such differences in clot structure are also present upon 

treatment with anti-TFPI antibodies. 

This study was not designed to compare efficacy between anti-TFPI and emicizumab, and we do not 

intend to give any opinion on this either. We believe that our mouse models are insufficiently 

humanized allow such comparison, and clinical trials and real-life data are more equipped to 

compare efficacy of these different treatment options. Instead, we actually used these models to 

compare both agents to FVIII, hoping to identify a FVIII-equivalence for each of the molecules. 

However, dependent on the model that was used, a different FVIII-equivalence was determined, 

irrespective whether emicizumab or SIA-marstacimab was considered. The reason for this is 

probably quite similar to that of what is seen in the in vitro assays, despite the presence of the 

complete hemostatic system in the in vivo models. In FVIII-mediated coagulation, FVIII is the limiting 

factor (based on its low concentration of <1 nM and its rather instable nature once activated), since 

concentrations of phosphatidyl-serine containing membranes, FIXa and FX are well in excess over 

FVIII during coagulation. In contrast, emicizumab and anti-TFPI antibodies, both are strictly 

dependent on the local availability of FIXa and TFPI, respectively. FIXa generation will be different 

between locations and depend on the severity of the injury. TFPI availability is variable per location, 

with more TFPI activity being present on venous endothelial cells compared to arterial endothelial 

cells.35 The capacity of emicizumab and anti-TFPI antibodies to correct hemostasis will therefore be 

controlled by the location and severity of an injury. Therefore, it is unlikely that a consistent FVIII-

equivalence for these agents can be attributed. 
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Figures: 

 

Figure 1: Effect of FVIII, emicizumab and SIA-marstacimab in different bleeding models 

Panel A: FVIII-deficient mice were given intravenously various doses of FVIII (0, 2.5 & 5 IU/kg), 

emicizumab (5 mg/kg) or SIA-marstacimab (6 mg/kg). Plasma concentrations at time of injury were 

5 IU/dl FVIII, 10 IU/dl FVIII, 57 g/ml emicizumab or 16 g/ml SIA-marstacimab. Wild-type (WT)-

mice were used as control. Injury was provoked by transection of the lateral tail vein. If mice were 

not bleeding, clots were dislodged at 15 min and/or 30 min after injury. Mice were monitored for 

45 min. Panel B: FVIII-deficient mice were given intravenously various doses of FVIII (0, 2.5, 5 or 10 

IU/kg), emicizumab (5 mg/kg) or SIA-marstacimab (6 mg/kg). Plasma concentrations at time of injury 
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were 5 IU/dl FVIII, 10 IU/dl FVIII, 20 IU/dl FVIII, 57 g/ml emicizumab or 16 g/ml SIA-marstacimab. 

Wild-type (WT)-mice were used as control. Injury was provoked by transection of the lateral tail 

artery. If mice were not bleeding, clots were dislodged at 15 min after injury. Mice were monitored 

for 30 min. 

Panel C: FVIII-deficient mice were given intravenously various doses of FVIII (0, 2.5, 5, 7.5 or 10 

IU/kg), emicizumab (5 mg/kg) or SIA-marstacimab (6 mg/kg). Plasma concentrations at time of injury 

were 5 IU/dl FVIII, 10 IU/dl FVIII, 15 IU/dl FVIII, 20 IU/dl FVIII, 57 g/ml emicizumab or 16 g/ml SIA-

marstacimab. Wild-type (WT)-mice were used as control. Injury was provoked by transection of the 

terminal 3 mm of the tail tip. Mice were monitored for 30 min. 

Panel D: FVIII-deficient mice were given intravenously various doses of FVIII (0, 2, 10 or 25 IU/kg), 

emicizumab (5 mg/kg) or SIA-marstacimab (6 mg/kg). Plasma concentrations at time of injury were 

4 IU/dl FVIII, 20 IU/dl FVIII, 50 IU/dl FVIII, 57 g/ml emicizumab or 16 g/ml SIA-marstacimab. Wild-

type (WT)-mice were used as control. Injury was provoked by puncture of the saphenous vein, and 

each clot formed was dislodged. Mice were monitored for 30. For panels A-C, blood was collected 

to measure blood loss over the monitoring period. For panel D, the number of clots generated was 

determined. 

Statistical analysis was performed via one-way ANOVA, with Tukey’s correction for multiple 

comparisons. The p-values for each comparison are summarized in tables 1-4. 
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Figure 2: Bleeding pattern of FVIII-deficient mice treated with FVIII, Emicizumab or SIA-

marstacimab. 

The TVT-, TAT- and tail clip-models were performed as described for figure 1A, 1B and 1C, 

respectively. During the observation periods, periods of bleeding and bleeding arrest were noted. 

The bleeding pattern of 4 mice representative for each group is presented. For FVIII-treated mice, 

data for mice receiving a dose that corrected hemostasis to the level of wild-type mice are depicted. 

Panel A: TVT-model, panel B: TAT-model and panel C: tail clip-model.  

 Table 1: p-values for Blood loss in the tail vein transection-model 

Comparison p-value 

Vehicle vs FVIII 2.5 IU/kg <0.0001 

Vehicle vs FVIII 5 IU/kg <0.0001 

Vehicle vs wild-type <0.0001 

Vehicle vs emicizumab 0.0037 

Vehicle vs SIA-marstacimab <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs FVIII 5 IU/kg 1.000 

FVIII 2.5 IU/kg vs wild-type 1.000 

FVIII 2.5 IU/kg vs emicizumab <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs SIA-marstacimab 0.980 

FVIII 5 IU/kg vs wild-type 1.000 

FVIII 5 IU/kg vs emicizumab <0.0001 

FVIII 5 IU/kg vs SIA-marstacimab 0.994 

wild-type vs emicizumab <0.0001 

wild-type vs SIA-marstacimab 0.987 

emicizumab vs SIA-marstacimab <0.0001 

 

Statistical analysis was performed via One-way ANOVA with Tukey’s correction for multiple 

comparisons. Conditions that are above the threshold of statistical significance are indicated in red.  

 

Table 2: p-values for Blood loss in the tail artery transection-model 

Comparison p-value 

Vehicle vs FVIII 2.5 IU/kg 0.0003 

Vehicle vs FVIII 5 IU/kg <0.0001 

Vehicle vs FVIII 10 IU/kg <0.0001 

Vehicle vs wild-type <0.0001 

Vehicle vs emicizumab 0.988 

Vehicle vs SIA-marstacimab <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs FVIII 5 IU/kg <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs FVIII 10 IU/kg <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs wild-type <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs emicizumab <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs SIA-marstacimab <0.0001 

FVIII 5 IU/kg vs FVIII 10 IU/kg 0.171 

FVIII 5 IU/kg vs wild-type 0.156 

FVIII 5 IU/kg vs emicizumab <0.0001 
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FVIII 5 IU/kg vs SIA-marstacimab 0.927 

FVIII 10 IU/kg vs wild-type 1.00 

FVIII 10 IU/kg vs emicizumab <0.0001 

FVIII 10 IU/kg vs SIA-marstacimab 0.890 

wild-type vs emicizumab <0.0001 

wild-type vs SIA-marstacimab 0.874 

emicizumab vs SIA-marstacimab <0.0001 

 

Statistical analysis was performed via One-way ANOVA with Tukey’s correction for multiple 

comparisons. Conditions that are above the threshold of statistical significance are indicated in red.  

Table 3: p-values for Blood loss in the tail clip-model 

Comparison p-value 

Vehicle vs FVIII 2.5 IU/kg 0.856 

Vehicle vs FVIII 5 IU/kg <0.0001 

Vehicle vs FVIII 7.5 IU/kg <0.0001 

Vehicle vs FVIII 10 IU/kg <0.0001 

Vehicle vs wild-type <0.0001 

Vehicle vs emicizumab <0.0001 

Vehicle vs SIA-marstacimab <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs FVIII 5 IU/kg <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs FVIII 7.5 IU/kg <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs FVIII 10 IU/kg <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs wild-type <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs emicizumab <0.0001 

FVIII 2.5 IU/kg vs SIA-marstacimab <0.0001 

FVIII 5 IU/kg vs FVIII 7.5 IU/kg <0.0001 

FVIII 5 IU/kg vs FVIII 10 IU/kg <0.0001 

FVIII 5 IU/kg vs wild-type <0.0001 

FVIII 5 IU/kg vs emicizumab 0.945 

FVIII 5 IU/kg vs SIA-marstacimab <0.0001 

FVIII 7.5 IU/kg vs FVIII 10 IU/kg 0.346 

FVIII 7.5 IU/kg vs wild-type 0.135 

FVIII 5 IU/kg vs emicizumab 0.0005 

FVIII 7.5 IU/kg vs SIA-marstacimab 1.000 

FVIII 10 IU/kg vs wild-type 1.000 

FVIII 10 IU/kg vs emicizumab <0.0001 

FVIII 10 IU/kg vs SIA-marstacimab 0.636 

wild-type vs emicizumab <0.0001 

wild-type vs SIA-marstacimab 0.340 

emicizumab vs SIA-marstacimab <0.0001 

 

Statistical analysis was performed via One-way ANOVA with Tukey’s correction for multiple 

comparisons. Conditions that are above the threshold of statistical significance are indicated in red.  
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Table 4: p-values for number of clots in the saphenous vein puncture-model 

Comparison p-value 

Vehicle vs FVIII 2 IU/kg 0.439 

Vehicle vs FVIII 10 IU/kg <0.0001 

Vehicle vs FVIII 25 IU/kg <0.0001 

Vehicle vs wild-type <0.0001 

Vehicle vs emicizumab <0.0001 

Vehicle vs SIA-marstacimab <0.0001 

FVIII 2 IU/kg vs FVIII 10 IU/kg 0.0008 

FVIII 2 IU/kg vs FVIII 25 IU/kg <0.0001 

FVIII 2 IU/kg vs wild-type <0.0001 

FVIII 2 IU/kg vs emicizumab 0.0042 

FVIII 2 IU/kg vs SIA-marstacimab 0.0003 

FVIII 10 IU/kg vs FVIII 10 IU/kg <0.0001 

FVIII 10 IU/kg vs wild-type <0.0001 

FVIII 10 IU/kg vs emicizumab 0.995 

FVIII 10 IU/kg vs SIA-marstacimab 0.990 

FVIII 25 IU/kg vs wild-type 0.565 

FVIII 25 IU/kg vs emicizumab <0.0001 

FVIII 25 IU/kg vs SIA-marstacimab 0.0002 

wild-type vs emicizumab <0.0001 

wild-type vs SIA-marstacimab <0.0001 

emicizumab vs SIA-marstacimab 0.838 

 

Statistical analysis was performed via One-way ANOVA with Tukey’s correction for multiple 

comparisons. Conditions that are above the threshold of statistical significance are indicated in red. 

Table 5A: Estimated FVIII-equivalence for emicizumab 

Model 

FVIII (IU/kg) 

needed to 

correct 

bleeding to 

WT-level 

Emicizumab response 

Estimated 

FVIII-

equivalence 

Tail vein 

transection 
2.5 

Reduced blood loss compared to vehicle-treated mice. 

Upon clot removal, rebleeds are observed in all mice. Such 

rebleeds are absent in mice treated with FVIII at 2.5 U/kg 

>0 - <2.5 IU/kg 

FVIII 

Tail artery 

transection 
5 

Similar bleeding pattern and blood loss as vehicle-treated 

mice 

<2.5 IU/kg 

FVIII 

Tail clip 7.5 

After initial bleeding arrest, spontaneous rebleeds in all 

mice, which is not observed for FVIII-treated mice. Blood 

loss is similar to that of mice treated with FVIII (5 U/kg) 

≥5 - <7.5 IU/kg 

FVIII 

Saphenous vein 

puncture 
25 

Significantly increased clot formation relative to vehicle-

treated mice, similar to mice treated with FVIII at 10 U/kg  
10 IU/kg FVIII 
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Table 5B: Estimated FVIII-equivalence for SIA-marstacimab 

Model 

FVIII (IU/kg) 

needed to 

correct 

bleeding to 

WT-level 

SIA-marstacimab response 

Estimated 

FVIII-

equivalence 

Tail vein 

transection 
2.5 

Full correction of bleeding. Spontaneous rebleeds observed 

only in 1 out of 6 mice (compared to 0 out of 7 mice treated 

with FVIII at 2.5 U/kg) 

≥2.5 IU/kg 

FVIII 

Tail artery 

transection 
5 

Total blood loss similar to mice treated with FVIII at 5 U/kg. 

However, spontaneous rebleeds observed in 6 of 11 SIA-

marstacimab-treated mice (compared to 0 of 15 mice 

treated at 5 U/kg) 

≥2.5 - <5 IU/kg 

FVIII 

Tail clip 7.5 

After initial bleeding arrest, spontaneous rebleeds in all 

mice, which is not observed for FVIII-treated mice. Blood 

loss is similar to that of mice treated with FVIII at 7.5 U/kg 

≥5 - <7.5 IU/kg 

FVIII 

Saphenous vein 

puncture 
25 

Significantly increased clot formation relative to vehicle-

treated mice, similar to mice treated with FVIII at 10 U/kg 
10 IU/kg FVIII 
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 Comme nous l’avons décrit auparavant dans ce manuscrit, l’hémophilie A sévère est une 

maladie hémorragique liée à un déficit en un facteur de la coagulation, le FVIII. Durant plusieurs 

décennies, la stratégie adoptée pour le traitement des patients hémophiles consistait en un 

remplacement du facteur manquant par un facteur exogène recombinant ou plasmatique purifié 

dont la demi-vie a pu être modestement prolongée par génération de protéines de fusion (fragment 

Fc) ou modifications chimiques (pégylation). La complication majeure des thérapies de 

remplacement était l’apparition, chez au moins 30% des patients traités, d’anticorps inhibiteurs 

dirigés contre le FVIII, rendant cette approche inefficace.260 En réponse à cette limite, les agents 

bypassants l’action du FVIII devaient être utilisés, avec les contraintes de faible demi-vie qui leur 

sont associées, engendrant des injections intraveineuses répétées et très inconfortables pour les 

patients. Au cours des dix dernières années, l’anticorps bispécifique emicizumab anti-FIX et anti-FX, 

mimant l’action du FVIII a été développé et mis sur le marché.261 Son mode d’administration sous-

cutanée, la fréquence réduite des injections (1 fois par semaine ou par quinzaine) et son efficacité 

clinique ont révolutionné la prise en charge des patients hémophiles A sévères. Malgré tout, le 

mécanisme d’action de l’emicizumab et la façon dont il se compare au FVIII restent encore mal 

connus132 et nécessitent d’être étudiés et ceci pour diverses raisons. Tout d’abord, pour améliorer 

la prise en charge des patients actuellement sous prophylaxie. Ensuite pour mieux comprendre 

l’action et les fonctions d’emicizumab mais aussi du FVIII au niveau moléculaire afin d’améliorer les 

thérapies existantes et développer dans le futur des thérapies encore plus efficaces.  

Au cours de ma thèse de doctorat, mes travaux ont porté sur l’étude des mécanismes d’action de 

l’emicizumab en comparaison au FVIII. Pour cela, mes recherches se sont organisées sous la forme 

de 3 projets : I) Étudier le mécanisme d’action d’un anticorps anti-emicizumab retrouvé chez un 

patient sous prophylaxie ayant développé une hémarthrose. II) Analyser la structure et la stabilité 

du caillot veineux généré in vivo dans un modèle murin déficient en FVIII en présence de FVIII, de 

FVIII-Fc ou d’emicizumab. III) Enfin, utiliser le modèle animal afin de définir l’équivalence d’activité 

entre le FVIII et les thérapies non-substitutives comme l'emicizumab et le marstacimab, un anticorps 

anti-TFPI. 

Je discuterai ici les résultats que nous avons obtenus au cours de ces trois études. 

 

Case report : Caractérisation d’un anticorps anti-emicizumab non inhibiteur de son activité 

Dans un premier temps, en collaboration avec l’hôpital Necker, nous avons eu accès au cas unique 

à ce jour d’un patient hémophile A sévère avec inhibiteur sous prophylaxie par emicizumab. Après 

plusieurs semaines de traitement, le patient a présenté un saignement intra-articulaire ce qui 

suggérait une perte d’efficacité d’emicizumab. Tout au long de la période de traitement par 

emicizumab, sa concentration plasmatique ainsi que le TCA ont été mesurés régulièrement. Une 

concentration en emicizumab inférieure à 1 µg/ml ainsi qu’un TCA prolongé ont été mesurés de 

façon concomitante à l’apparition des symptômes hémorragiques. Un anticorps anti-emicizumab a 

été donc soupçonné et mis en évidence dans le sérum du patient par test ELISA. De façon spécifique, 

nous avons déterminé que les anticorps se fixant sur emicizumab étaient des IgG1 et pas des IgG2 

ou IgG3. Étant donné que l'emicizumab est une IgG4, nous n’avons pas pu étudier cet isotype.186 
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Dans la littérature, quatre cas de patients avaient été décrits comme exerçant une action inhibitrice 

sur l’activité de l’emicizumab dans les tests chromogéniques.147–150 Après analyse dans les mêmes 

tests, nous avons pu montrer que l’anticorps développé par ce patient ne présentait pas de 

propriété inhibitrice de l’activité d’emicizumab. De façon assez surprenante, nous avons également 

pu montrer un effet modéré de l’anticorps sur la fixation de l'emicizumab sur le FX mais pas sur le 

FIX. Cependant, cet effet relativement faible ne suffisait pas à expliquer la très forte diminution de 

la concentration plasmatique d’emicizumab observée chez le patient. Dans la littérature, les 

anticorps dirigés contre des protéines thérapeutiques sont largement décrits. Ils peuvent être 

inhibiteurs ou non-inhibiteurs ou encore affecter la clairance des biothérapies.262,263 Pour tester 

cette dernière hypothèse, nous avons utilisé un modèle de souris immunodéficientes traitées par 

emicizumab, selon le modèle décrit précédemment par Ferrière et al198 dans lequel nous avons 

injecté le sérum du patient contenant l’anticorps anti-emicizumab ou du sérum contrôle. 

L’élimination d’emicizumab a été mesurée durant 48h. Nous avons ainsi pu montrer que l’anticorps 

présent dans le sérum du patient induisait une clairance accélérée d’emicizumab. L’utilisation d’un 

modèle de souris immunodéficientes était imposé par notre choix d’injecter aux souris le sérum du 

patient, afin d'éviter une réaction allergique provoquée par l'administration de matériel humain 

chez la souris.  

 

Figure 24 : Modèle murin de clairance de l’emicizumab 

 

La stratégie alternative qui a été envisagée consistait en la purification de l’IgG cible afin de l’injecter 

à la souris. Toutefois, plusieurs limites n’ont pas permis d’adopter cette stratégie : d’une part la 

purification de l’IgG aurait nécessité l’utilisation de condition de pH acides susceptibles de dénaturer 

l’anticorps et d’autre part, la purification aurait également nécessité un volume important de sérum, 

incompatible avec la possibilité de prélèvement du patient du fait de son très jeune âge.  

Contrairement aux quatre cas précédemment reportés, nous avons décrit ici un cas unique de 

patient avec un anticorps anti-emicizumab qui n’affecte pas directement son activité mais induit 

une élimination accélérée de la molécule thérapeutique. La caractérisation des anticorps anti-

thérapies a des retombées cliniques importantes telles que la bonne prise en charge des patients.  

Les anticorps anti-emicizumab demeurent des évènements très rares même si le nombre de cas 

décrits en sous-estime sans doute le nombre réel. Concernant le traitement des patients qui 

développent des anticorps anti-emicizumab, une des questions qui s’est posée est de savoir si les 

anticorps anti-emicizumab cross réagissent avec les nouveaux anticorps bispécifiques, développés 

sur le modèle d’emiciuzmab. Une partie de la réponse a été apportée par Valsecchi et al qui ont 

montré que chez quatre patients hémophiles A avec anticorps anti-emicizumab, il n’y avait aucune 

cross-réaction avec MIM8.160 Des études détaillés seront nécessaires pour analyser les patients qui 
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seront traités avec NXT007. Si les résultats de Valsecchi et al se confirment, le panel d’anticorps 

bispécifiques pour le traitement de l’hémophilie A sévère sera une solution pour les rares patients 

développant des anticorps anti-thérapies et pourra éviter le recours aux agents by passants. 

 

Etudes des différences dans la structure des caillots veineux génères dans un modèle de souris 

hémophiles A traitées par emicizumab, par facteur VIII ou par facteur VIIIFc 

Dans un second projet de recherche, je me suis longuement intéressé à l’impact de la thérapie non-

substitutive emicizumab comparativement au FVIII ou au FVIII-Fc sur la structure du caillot de 

fibrine. 

 

• Le cas clinique d’un patient sous prophylaxie par emicizumab présentant un saignement anormal : 

Grâce à une collaboration avec le Centre de traitement de l’hémophilie Rhein-Main en Allemagne, 

nous avons étudié le cas d’un patient âgé de deux ans, avec une hémophilie A sévère, traité par 

emicizumab en prophylaxie qui avait présenté une blessure à son pied gauche. Un suivi de 

l’évolution de la blessure avait été réalisé. Le seul traitement par emicizumab avait été maintenu 

pour la prise en charge de la blessure selon l’appréciation du médecin qui avait considéré qu’il 

s’agissait d’un cas de trauma mineur. En effet, conformément aux recommandations 

internationales, la prise en charge des traumas des patients hémophiles A sous prophylaxie par 

emicizumab dépend de la sévérité, appréciée par le médecin. Cependant, 10 jours après la blessure, 

celle-ci était toujours ouverte sans signes de cicatrisation et à l’observation macroscopique, le caillot 

recouvrant la blessure semblait être fragile et lâche. Ce n'est qu'après administration de FVIII à J11 

et J12 que la cicatrisation a commencé et la résolution complète de la blessure est survenue dans 

les jours suivants.  

Deux études récentes se sont intéressées à la prise en charge des patients sous emicizumab 

subissant une intervention chirurgicale mineure ou majeure, et ont démontré que l’apport d’une 

thérapie de remplacement (ou by-passant par FVIIa en cas de patient avec inhibiteur) est nécessaire 

dans la majorité des cas pour éviter les saignements.264,265 Le cas présenté ici s’inscrit dans cette 

démarche et sa prise en charge sans administration de FVIII correspond à un trauma peu sévère. Ce 

cas clinique décrit la survenue de saignements d’origine traumatique chez certains patients bien 

qu’il s’agisse d’évènements rares.266 Ainsi ce patient n’est pas représentatif de la majorité des 

patients sous emicizumab car il est décrit que seul 5% des patients hémophiles A traités par 

emicizumab et présentant des saignements spontanés ou induits par des traumatismes vont 

finalement nécessiter du FVIII.267 Ce cas semble tout de même indiquer que l'emicizumab pourrait 

affecter la formation mais également la stabilité du caillot de fibrine de façon différente que le FVIII 

en étant un moins bon cofacteur du FIXa. 

 

• Modèle murin de saignement adapté à l’étude du caillot de fibrine : 

Au cours de notre étude, nous avons mis au point un modèle murin permettant l’étude du caillot de 

fibrine généré in vivo chez la souris FVIII-/- traitée par FVIII, FVIII-Fc ou emicizumab. Pour cela, nous 

avons adapté le modèle de saignement « TVT » qui est un modèle de blessure standardisée de la 
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veine latérale de la queue de la souris qui s’obtient à l’aide d’un gabarit permettant de générer des 

blessures de taille reproductible et standardisée.196 L'emicizumab ne cross réagissant pas avec le FIX 

et FX humain, nous avons utilisé le protocole qui a été précédemment décrit au sein de l’équipe et 

publié en 2020 consistant en la co-injection de FIX et FX humains et d’emicizumab.198 Les études de 

la fibrine précédemment rapportées dans la littérature, se sont limitées à la génération des caillots 

de fibrine in vitro à partir de plasma humain. Dans ce contexte, l’un des avantages de notre étude 

réside en la présence de tous les éléments cellulaires ayant un effet sur l’hémostase mais également 

en l’absence d’utilisation d’un déclencheur artificiel de la coagulation, contrairement aux approches 

in vitro. De plus, très récemment, une étude menée dans notre laboratoire, a montré que la 

génération de thrombine initiée par emicizumab ou FVIII est en partie dépendante du type cellulaire 

a la surface de laquelle elle est générée, ce qui confirme l’importance d’inclure la composante 

cellulaire dans les études des caillots générés en présence des différentes molécules 

thérapeutiques.259 

Il est important de mentionner qu’une des limites de notre étude est le choix d’un seul modèle de 

saignement. Étant donné que 55 µg/ml d’emicizumab équivalent à des concentrations différentes 

de FVIII selon la sévérité du modèle de saignement, il est aussi possible que la structure du caillot 

de fibrine soit différente selon le test de saignement. Dans notre étude, nous avons utilisé le modèle 

de TVT et choisi de le comparer au FVIII à 10 % (5 UI/kg), équivalence qui avait été décrite 

précédemment.198 

Tableau 7 : Equivalence-FVIII de l’emicizumab dans différents modèles murins de saignement 

 

De plus l’analyse des différentes conditions (FVIII -/-, Wild type (WT), FVIII ou emicizumab) nous a 

permis de remarquer que 10 minutes après la blessure aucune des souris pour chacun de ces 

groupes ne saignait à ce moment-là ce qui nous permettait de récupérer et d'analyser le caillot à un 

même moment (résultats discutés plus loin dans la discussion). Néanmoins, il serait intéressant 

d’élargir l’étude à différents temps après blessure afin de déterminer si les différences que nous 

avons observées apparaissent progressivement ou sont présentes immédiatement après blessure. 

Modèle de saigne-
ment 

FVIII nécessaire pour 
corriger le saigne-

ment 
Effet de l’emicizumab 

Equivalence  
estimée avec 

le FVIII  

TVT sans challenge 2,5 IU/kg Correction complète du saignement 
>0 - <2.5 

UI/kg 
 

TAT 5 IU/kg 

Profils de saignements similaires 
aux souris non traitées (saigne-
ments continus) 

< 2.5 UI/kg 
 

Tail clip 7,5 IU/kg 
Reduction significative de la quan-
tité de sang perdu 

>5 - <2.5 
UI/kg 

 

Veine saphène 25 IU/kg 
Augmentation du nombre de cail-
lots formés 

10 UI/kg 
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Cela nécessiterait la mise au point de procédures adaptées à chaque modèle afin de réussir à 

récupérer des caillots intacts dans chaque condition et à chaque temps d’observation. 

Une partie de notre étude s’est intéressée à la stabilité du caillot au cours du temps dans le modèle 

de TVT sur des souris déficientes en FVIII traitées par FVIII, FVIII-Fc ou emicizumab.  

Pour les trois thérapies, les résultats observés étaient identiques avec un arrêt rapide du saignement 

après la blessure sans reprise spontanée des saignements, ce qui était en revanche observé chez les 

souris non traitées. De façon intéressante, lorsque le caillot était retiré, seules les souris traitées par 

emicizumab présentaient des reprises spontanées du saignement contrairement aux souris 

recevant du FVIII ou du FVIII-Fc. Afin de vérifier si la faible demi-vie des FIX et FX humains injectés 

aux souris (inférieure à 3h)268,269 pouvait être responsable de ces reprises de saignement, nous 

avons réalisé la même expérience en ajoutant une seconde dose de FIX et FX humains, 12 minutes 

après la blessure, mais nous n’avons observé aucun effet sur le profil de saignement, invalidant cette 

hypothèse. Nous avons également testé une seconde hypothèse pouvant expliquer ces résultats, 

qui consistait en une fibrinolyse augmentée en présence d’emicizumab qui aurait déstabilisé le 

caillot de fibrine. Afin d’étudier cela, nous avons utilisé un agent anti-fibrinolytique inhibant la 

plasmine : l’acide tranexamique. Des co-injections emicizumab/acide tranexamique ont été 

réalisées et les profils de saignement obtenus ont invalidé cette hypothèse. 

Dans le but de comprendre les mécanismes moléculaires à l’origine de l’instabilité apparente des 

caillots formés en présence d’emicizumab, nous nous sommes par la suite intéressés à la structure 

du caillot de fibrine. 

 

Analyse de la structure du caillot de Fibrine par microscopie: 

L’observation de la structure du réseau de fibrine in vivo a été réalisée par microscopie électronique 

à balayage après déshydratation chimique des échantillons. Nous avons réalisé la comparaison des 

caillots formés en présence de FVIII vs emicizumab. De façon similaire aux souris de type sauvage, 

les souris traitées par FVIII présentaient un réseau de fibrine organisé en fines fibres longues que 

l’on pouvait observer individuellement et qui formaient un maillage autour des globules rouges. De 

façon surprenante, le réseau de fibrine généré chez les souris traitées par emicizumab présentait 

une structure très différente avec des fibres de fibrine collées entre elles formant de larges patches. 

Par conséquent, le diamètre moyen des fibres de fibrine mesurées était largement supérieur en 

présence d’emicizumab comparativement au FVIII (>500 nm contre 260nm) Dans la littérature, il 

existe peu d’études s’étant intéressées au réseau de fibrine généré avec emicizumab, et les seules 

études disponibles ont été réalisées sur des caillots de fibrine générés in vitro à partir de plasma. De 

façon peu consistante, ces trois études avaient engendré trois résultats différents concernant le 

diamètre des fibres de fibrine.203,253,255 (cf. tableau 6). Notre étude in vivo permet de rendre compte 

de l’effet des composants cellulaires sur la structure du caillot mais également de ne pas utiliser 

d’activateur artificiel de l’hémostase. Néanmoins, certaines limites rendent difficile la confrontation 

directe de nos résultats aux données publiées et pourraient expliquer les différences : 

• La première est liée à la méthode de préparation des échantillons. L’hétérogénéité dans les résultats 

décrits peut s’expliquer par l’hétérogénéité des techniques de fixation et déshydratation utilisées 
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qui sont différentes pour ces trois études et pour la nôtre. Il est décrit depuis que la déshydratation 

chimique génère des changements dans l’organisation morphologique des protéines.270 

Récemment, une nouvelle façon de préparer les échantillons a été développée en utilisant une 

« nano combinaison » riche en sucre et électrolytes permettant de s’affranchir de la 

déshydratation219 et qui permettrait d’observer les échantillons sans modifier la morphologie de la 

fibrine.  

C'est l'approche que nous avons choisie et nous avons alors analysé les caillots de souris WT ou de 

souris FVIII-/- traitées ou non par emicizumab ou par FVIII ou FVIII-Fc 10 minutes après blessure. 

En comparant les souris WT aux souris déficientes en FVIII, des différences de structure ont déjà pu 

être observées à faible grossissement alors qu'un tel grossissement ne permet pas encore de 

visualiser individuellement les fibres du réseau de fibrine (Figure 25). En effet, chez les souris WT, 

des caillots solides et denses bouchant la blessure ont été observés et un grossissement plus élevé 

a révélé une surface homogène et lisse. Ces structures semblent similaires aux biofilms de fibrine 

qui ont été décrits à la surface des caillots.271 Les érythrocytes étaient densement inclus dans le 

caillot et seuls quelques-uns d'entre eux étaient reconnaissables individuellement. En revanche, 

pour les souris déficientes en FVIII, le site de blessure restait visible, avec un caillot moins étendu et 

qui semblait lâche avec des érythrocytes individuels clairement distinguables.  

 

Figure 25 : Microscopie électronique à balayage des caillots générés chez la souris WT et FVIII-KO 

 

Les souris ayant reçu du FVIII ou du FVIII-Fc à la dose de 5U/kg (10% de FVIII) ont généré des caillots 

qui semblaient similaires à ceux des souris WT (Figure 26). Il est important de noter qu’aucun 

changement dans la structure du caillot n’a été observé lorsque des doses plus élevées de FVIII ou 

de FVIII-Fc (250 U/kg) ont été utilisées.  
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Figure 26 : Microscopie électronique à balayage des caillots générés chez la souris FVIII-KO 
traitée par FVIII ou par FVIII-Fc 

 

De manière inattendue, les caillots obtenus chez des souris recevant de l’emicizumab présentaient 

une architecture très différente (Figure 27). Ces caillots présentaient une surface fracturée, une 

morphologie qui n’avait pas été observée avec le FVIII. De plus, des fibres apparemment rompues 

étaient visibles dans les espaces entre les îlots d'érythrocytes. Enfin, les caillots générés en présence 

d’emicizumab contenaient des érythrocytes identifiables individuellement contrairement aux 

observations faites chez les souris WT ou traitées au FVIII. Ces données indiquent que la structure 

du caillot généré in vivo chez les souris traitées à l'emicizumab et préparé sans déshydratation 

préalable semble effectivement différente de celle des caillots formés chez les souris traitées au 

FVIII ou au FVIII-Fc. Cependant, ces résultats sont à nuancer et nous ne pouvons pas exclure la 

possibilité que les fissures observées pourraient avoir été induites par les conditions de vide et le 

puissant faisceau d’électrons. Néanmoins, les résultats suggèrent une différence de stabilité du 

caillot généré avec emicizumab. De plus, les résultats obtenus en MEB questionnent sur la démarche 

expérimentale la plus pertinente pour l’observation du réseau de fibrine et mettent en évidence la 

nécessité d’une standardisation des techniques de préparation des échantillons afin de pouvoir 

comparer les études entre elles. 
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Figure 27 : Microscopie électronique à balayage des caillots générés chez la souris FVIII-KO traitée 
par emicizumab 

 

Enfin, il est important de noter que ces résultats ont été obtenus sur des caillots récupérés 10 

minutes après blessure. Il est apparu donc intéressant d’analyser la structure de ces caillots dans le 

temps entre 0 et 10 minutes afin de déterminer si ces différences structurelles étaient présentes 

dès le début de la formation du caillot ou apparaissaient dans des temps successifs. Nous avons pu 

montrer que les caillots générés en présence de FVIII ou d’emicizumab étaient identiques en termes 

de structure durant les 5 premières minutes, puis les fissures apparaissaient en présence 

d’emicizumab entre 5 et 7 minutes post-blessure. 

 

Figure 28 : Microscopie électronique à balayage des caillots générés chez la souris FVIII-KO 

traitée par emicizumab ou par FVIII à t=2, 5, 7 ou 10 minutes post-blessure 
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• Avec ou sans déshydratation, la MEB nous a permis d’observer des différences de morphologie du 

caillot de fibrine en présence ou absence d’emicizumab. Cependant, une limite commune à ces 

approches est qu’elles ne permettent que l’analyse de la partie externe du caillot qui est la plus 

exposée aux contraintes externes susceptibles de modifier sa structure. Afin d’aller plus en 

profondeur et d'étudier en détail la fibrine dans la partie interne du caillot, nous avons utilisé la 

microscopie confocale, spining disk, puis à super résolution sur des coupes de tissus se focalisant 

sur l'intérieur de la blessure générée sur la queue de la souris. L’utilisation de la microscopie spining 

disk, bien qu’insuffisamment résolutive, nous a permis de faire une observation intéressante. La 

quantification de l’intensité du signal de la fibrine dans les caillots générés chez les souris FVIII-/- 

traitées par FVIII ou par emicizumab a montré que les caillots générés en présence d’emicizumab 

contiennent plus de fibrine que les caillots générés en présence de FVIII. Ces résultats semblent aller 

dans le même sens que les observations des larges patches de fibrine visualisés en MEB. De plus, 

l’analyse de la formation de fibrine in vitro dans un plasma déficient en FVIII supplémenté en FVIII 

ou emicizumab a permis de montrer une génération de fibrine plus rapide et plus importante avec 

emicizumab. Une explication possible de ces observations pourrait être liée au mécanisme d’action 

de l’emicizumab. En effet, l'emicizumab est capable d’accélérer la formation de FXa dès que le FIXa 

est disponible.132 De façon différente, le FVIII nécessite une activation par la thrombine avant 

d’accomplir son rôle de cofacteur.71 

A nouveau, des différences de structures ont pu être observées avec la microscopie à super 

résolution qui a permis d’observer un réseau de fibrine bien défini lorsque les souris étaient traitées 

par le FVIII et une structure « à pois » générant des points très intenses en présence d’emicizumab. 

Il est difficile de déterminer à quels types de structures de la fibrine ces points correspondent mais 

il pourrait s’agir des patches de fibrine observés en MEB. En effet, une hypothèse pouvant expliquer 

ces points intenses pourrait être une accumulation de fibrine à la surface des plaquettes. Des 

analyses plus précises sont actuellement en cours pour confirmer cette possibilité. 

Nous nous sommes ensuite intéressés à la stabilisation du réseau de fibrine par le FXIII. Nous avons 

pu montrer que l’intervalle de temps entre l’initiation de la génération de fibrine et la génération 

de FXIIIa était plus long avec l'emicizumab qu’avec le FVIII. Ceci suggère qu'en présence 

d’emicizumab, la polymérisation non covalente des protofibrilles de fibrine se poursuit sur une 

période plus longue avant que le FXIIIa commence à établir les connexions covalentes. De plus, nous 

avons montré que la génération de FXIIIa est plus importante avec l'emicizumab qu’avec le FVIII et 

donc que davantage de liaisons covalentes peuvent être formées. 
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Figure 29 : Impact de l’emicizumab sur les étapes successives de formation du caillot de fibrine 

(Adapté de "Why fibrin biomechanical properties matter for hemostasis and thrombosis", Feller et 
al)24 

 

Ces changements dans la cinétique et la synchronisation de formation et de stabilisation du caillot 

pourraient contribuer aux différences structurelles du caillot que nous avons observées. Notre 

observation est consistante avec la littérature qui a décrit qu’un polymorphisme du FXIII (V34L) 

étant associé à une activation du FXIII plus rapide par la thrombine, résultait en un réseau de 

structure différente avec des fibres de fibrine plus fines.272,273 

Un autre élément pouvant expliquer les différences que nous avons observées dans notre modèle 

de saignement et les différences structurelles de la fibrine avec emicizumab pourrait être une 

fibrinolyse augmentée des caillots générés en présence d'emicizumab. Pour étudier cela, nous avons 

ajouté l’activateur tissulaire du plasminogène dans l’expérience de génération de fibrine décrite 

dans notre étude. Dans ces conditions, nous avons pu montrer que l'emicizumab semblait avoir un 

effet protecteur contre la fibrinolyse comparativement au FVIII. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 30 : Etude de la fibrinolyse in vitro sur du plasma déficient en FVIII supplémenté en FVIII ou en 

emicizumab 
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Des résultats comparables ont été présentés par Locke et al (Roche, Basel, Switzerland) en juillet 

2022 au Congrès de l’International Society of Thrombosis and Hemostasis (ISTH) confirmant un effet 

protecteur de l'emicizumab sur la fibrinolyse. 

Ces résultats surprenants pourraient s’expliquer par la structure du réseau de fibrine observé en 

présence d’emicizumab pouvant potentiellement rendre plus difficile l’accès de la plasmine à la 

fibrine afin de remplir son rôle. Dans ce contexte, on peut également s’intéresser au TAFI qui est, 

comme le FXIII, un substrat de la thrombine et dont l’activité pourrait également être régulée de 

façon différente par l'emicizumab comparativement au FVIII. Des études supplémentaires seront 

nécessaires afin d’analyser l’effet de l’emicizumab sur les voies de signalisation impliquées dans la 

fibrinolyse. 

En conclusion, notre modèle a permis d’analyser de façon précise la structure du caillot de fibrine 

généré in vivo chez la souris et d’observer des différences chez les souris traitées par FVIII ou par 

emicizumab avec toutes les techniques de microscopie que nous avons utilisées. Il est largement 

décrit qu’une structure modifiée de la fibrine affecte les propriétés biomécaniques du caillot dont 

l’elasticité.24 Bien que nombre de nos résultats montrent que les caillots générés en présence 

d’emicizumab présentent une structure différente, il est difficile de mettre en relation directe  

l’instabilité du caillot observé in vivo et la structure modifiée. Il semble donc intéressant d’essayer 

de comprendre les différences observées en localisant les différents acteurs impliqués dans la 

génération du caillot de fibrine. Une étude plus détaillée de la localisation des acteurs protéiques et 

cellulaires sera intéressante afin d’expliquer nos résultats mais également pour une meilleure 

compréhension des mécanismes généraux de la coagulation.  

L’arrivée sur le marché des deux nouveaux anticorps bispécifiques tels que le MIM8 et le NXT007, 

mais également d’autres thérapies non-substitutives comme le Fitusiran et les anti TFPI, nous 

permettront de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la génération des réseaux de 

fibrine en présence des différentes thérapies mais également de mieux comprendre les mêmes 

mécanismes et le rôle joué par le FVIII en conditions physiologiques. 

 

Une équivalence facteur VIII "absolue" est illusoire en présence des thérapies non-substitutives 

de l'hémophilie A 

Au cours de la troisième partie de ma thèse, je me suis intéressé à la détermination d’une potentielle 

équivalence en termes de FVIII des thérapies non-substitutives. En effet, l’arrivée sur le marché de 

l’emiciuzmab et le développement clinique de nouvelles thérapies de non-remplacement tels que 

les anticorps anti-TFPI (concizumab, marstacimab,…), le fitusiran ou les nouveaux anticorps 

bispécifiques, soulèvent deux questions importantes : Comment comparer ces thérapies au FVIII 

afin de déterminer une équivalence en terme de mode d’action mais aussi en terme d’activité ? Les 

approches in vitro sont-elles adaptées pour mesurer cette équivalence ? 

Classiquement avec le FVIII, l’activité est déterminée grâce à des tests dédiés comme les tests 

chromogéniques et chronométriques.274,275 Les test globaux d’hémostases tels que la génération de 

thrombine sont également informatifs pour évaluer l’activité du FVIII.276,277 L’utilisation des 

thérapies non-substitutives a de fait nécessité l’utilisation de ces mêmes tests afin de mesurer et 

monitorer l’activité de celles-ci. L'emicizumab étant la seule thérapie non-substitutive sur le marché 

et utilisée en routine, plusieurs analyses in vitro cherchant à déterminer l’équivalence en termes de 

FVIII ont été rapportées. Les équivalences qui ont pu être déterminées entre l'emicizumab et le FVIII 
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dans les differents tests ont donné des résultats dépendants des modèles in vitro. En effet, des 

équivalences de 10 à 100 % sont rapportées, suggérant qu’aucune équivalence absolue en termes 

d’activité FVIII ne peut être obtenue grâce à ces tests utilisés en routine. Ces différences s’expliquent 

par le mode d’action d’emicizumab que nous avons longuement décrit dans ce manuscrit.  

Tests d’activité in vitro 
Equivalence en termes d’activité FVIII de 

l’emicizumab à concentration thérapeutique 

TCA >100% 

Tests chromogéniques 35% 

Tests chronométriques ≤ 10% 

Tableau 8 : Equivalence de l’anticorps emicizumab en terme d’activité FVIII mesurée in vitro 

 

En analysant les données disponibles concernant l’analyse de son activité, il apparait que les 

approches in vitro ne permettent pas d’obtenir d’équivalence absolue entre FVIII et emicizumab. 

Nous nous sommes aussi intéressés à une seconde thérapie non-substitutive. En effet, au cours de 

cette étude, j’ai eu accès à la séquence de l’anticorps anti-TFPI marstacimab, que j’ai produit et 

purifié à partir du système cellulaire HEK293F afin d’obtenir un analogue de séquence du 

marstacimab. Peu de données concernant l’analyse de son activité sont rapportées dans la 

littérature. Néanmoins, nous avons pu analyser l’analogue du marstacimab dans le test de 

génération de thrombine sur un plasma déficient en FVIII. Nous avons utilisé respectivement deux 

déclencheurs différents : Le FXIa et le FT. De façon intéressante, nous avons pu montrer que 

l’analogue de marstacimab présente une réponse différente dans le test de génération de 

thrombine lorsqu’il est initié par le FT ou par le FXIa. En effet, avec le FXIa comme déclencheur, 

l’analogue de marstacimab ne présente aucune activité dans ce test. (Sefiane et al, non publié). 

 

Figure 31: Génération de thrombine dans un plasma déficient en FVIII supplémenté en un 
analogue de séquence du marstacimab 
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Ensemble, les données obtenues concernant la détermination d’une équivalence en terme de FVIII 

et les thérapies non-substitutives semblent indiquer que les tests in vitro ne sont pas en mesure de 

nous permettre d’obtenir une telle équivalence. De plus, ces tests présentent des limites 

importantes : Tout d’abord, chacun de ces tests nécessite l’utilisation d’un activateur artificiel de la 

coagulation et la réponse obtenue est dépendante de la concentration en activateur utilisé.278 

L’absence des composant cellulaires est une seconde limite importante des tests in vitro.259 

Nous nous sommes donc proposés d’évaluer si l’utilisation des modèles de saignement in vivo 

pouvait contribuer à établir une équivalence absolue en termes de FVIII pour ces nouvelles 

thérapies. Dans une étude précédente, une équivalence emiciuzmab/FVIII de l’ordre de 5 IU/kg de 

FVIII avait pu être déterminée en utilisant le tail clip appliqué à un modèle de souris déficientes en 

FVIII traitées par FVIII ou par emicizumab.198 

Au cours de cette étude, j’ai analysé l’effet d’emicizumab et de l’analogue du marstacimab dans 

quatre tests de saignements différents appliqués au modèle de souris déficient en FVIII. Dans un 

premier temps, nous avons mis en évidence que la quantité de FVIII nécessaire à la correction du 

saignement est différente pour chacun des modèles de saignements analysés (de 2,5 à 25 IU/kg). 

Ces différences pourraient être dues aux conditions locales de la blessure tels que la nature et le 

nombre de vaisseaux incisés et/ou à des mécanismes hémostatiques différents. En effet, il existe 

une corrélation entre la sévérité de la blessure générée et la quantité de facteurs de la coagulation 

dispnonibles279. L’analyse de la structure du caillot dans les différents modèles, telle que nous 

l’avons proposée dans ce manuscrit, permettrait probablement d’obtenir des éléments de réponses 

et mieux comprendre les mécanismes mis en jeux. Il apparait donc que l’équivalence FVIII est 

dépendante du modèle de saignement utilisé in vivo et que la sévérité du modèle conditionne 

l’équivalence en termes de FVIII que l’on peut déterminer.  

Une des principales limites du modèle murin utilisé est l’humanisation insuffisante de celui-ci. En 

effet, bien que l’analogue du marstacimab puisse être analysé, le concizumab ne cross-réagissant 

pas avec le TFPI murin n'a pas pu être étudié. Concernant l'emicizumab, le modèle développé est 

conditionné par l’ajout de FIX et FX humains. Bien qu’il soit démontré que la présence simultanée 

de FIX et FX humains et murins n’affecte pas l’activité d’emicizumab dans ce modéle198, le 

développement d’un modèle humanisé pour ces facteurs et déficient en FVIII de la coagulation 

serait intéressant. Un modèle a été rapporté récemment mais présente de faibles taux d’expression 

du FX et du FIX humains.280 D’autres approches basées sur l’expression de protéines humaines par 

injections hydrodynamiques pourrait être une alternative mais les taux d'expressions obtenus sont 

très variables avec cette technique.281,282 

En conclusion, il semble qu’il soit irréaliste de vouloir déterminer une équivalence absolue en termes 

d’activité FVIII pour les thérapies non-substitutives, aussi bien en utilisant les tests d’activité in vitro 

que les tests de saignement in vivo. Les mécanismes d’action de ces thérapies sont différents de 

ceux du FVIII et il est difficile de développer un modèle sans biais permettant de les comparer. En 

l’état, mes résultats permettent plutôt de suggérer un intervalle d’équivalence avec le FVIII qui doit 

être affiné selon les conditions étudiées. 
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Au cours de ma thèse j’ai été confronté aussi bien à des cas cliniques qu’à des modèles in vivo ou in 

vitro. Cette diversité de projet m’a permis de maîtriser un éventail de techniques et méthodes. J’ai 

également pu acquérir des compétences transversales comme la gestion de plusieurs projets de 

recherche, le développement d’une démarche scientifique afin de répondre à des problématiques 

complexes, l’adaptabilité à différentes thématiques mais également la capacité à communiquer ef-

ficacement des données ainsi que le développement d’un esprit critique. Un ensemble de compé-

tence que j’ai pu acquérir et mettre au service des projets de recherche qui m’ont été confiés. 

Ces dernières années m’ont permis de développer au sein du laboratoire une expertise en micros-

copie qui était absente jusque-là. Pour cela j’ai instauré des collaborations aussi bien avec des pla-

teformes d’histologie hospitalières ou de microscopie qu’avec une start-up possédant une expertise 

en microscopie électronique. Le modèle d’étude du caillot que nous avons ainsi mis en place nous 

a permis de mettre en évidence certaines différences structurelles liées à l’effet de l’emicizumab 

chez la souris hémophile A. Notre étude s’est focalisée sur la fibrine du fait de son rôle majeur dans 

l’architecture du caillot. Les différences que nous avons rapportées restent encore à expliquer. Ce 

travail va mener à la conduite de nouveaux projets de recherche au laboratoire dans le but de loca-

liser les différents acteurs impliqués dans la formation du caillot par exemple, mais également d’éva‐

luer l’impact des thérapies non substitutives sur les composant cellulaires du caillot comme les pla-

quettes. En effet la localisation des différentes réactions enzymatiques semble également être un 

élément crucial dans la formation du caillot et des investigations supplémentaires sont nécessaires. 

Les nouvelles thérapies non substitutives en développement comme les anticorps bispécifiques 

MIM8 et RVX007 mais également les anticorps anti-TFPI ou le fitusiran devraient arriver sur le       

marché dans un futur proche. Au-delà de leur probable impact majeur dans la prise en charge des 

patients, ces nouvelles thérapies nous offrent un panel de nouveaux outils qui nous permettront de 

mieux comprendre l’hémostase et ses régulations et particulièrement le rôle du FVIII. 

Pour finir, nous nous sommes intéressés à la structure d’un caillot veineux généré grâce au TVT. 

L’étude que nous avons menée sur l’équivalence entre FVIII et thérapies non substitutives indique 

que l’équivalence varie selon le modèle de saignement choisi. Il sera intéressant d’analyser la struc‐

ture de caillot issus des différents modèles de saignement afin de déterminer d’éventuelles méca‐

nismes hémostatiques dépendant de la zone de blessure. Ces études nécessiteront de surmonter 

des problématiques techniques mais ouvrent la voie à différents projets de recherche avec un mo-

dèle qui est transposable à d’autres maladies hémorragiques tel que l’hémophilie B ou le déficit en 

FX. 
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Durant mon doctorat j'ai également été impliqué dans deux études supplémentaires: 

1) A reactive center loop–based prediction platform to enhance the design of therapeutic SERPINs  

Wariya Sanrattanaa, Thibaud Sefiane, Simone Smitsa, Nadine D. van Kleefa, Marcel H. Fensc, Peter 

J. Lenting, Coen Maasa, and Steven de Maat 

 

L'objectif de cette étude consistait à développer un système in silico permettant d'améliorer la 

spécificité et l'activité des SERPINs thérapeutiques. Ce modèle prédictif permet de déterminer 

l'impact de différentes mutations dans la boucle "Reactive center loop"  (RCL) responsable de la 

spécificité des SERPINs. Afin de mettre en évidence l'efficacité du modèle développé, une SERPIN 

ciblant l'action de la PCa a pu être développée. Mon rôle dans cette étude a été de démontrer 

l'efficacité de cette SERPIN thérapeutique chez la souris hémophile en utilisant un modèle de 

saignement murin. 

 

2) Efficacy of platelet-inspired hemostatic nanoparticles on bleeding in von Willebrand disease 

murine models 

Stephanie Roullet, Norman Luc, Julie Rayes, Jean Solarz, Dante Disharoon, Andrew Ditto, Emily 

Gahagan, Christa Pawlowski, Thibaud Sefiane, Frederic Adam, Caterina Casari, Olivier D. Christophe, 

Michael Bruckman, Peter J. Lenting, Anirban Sen Gupta and Cécile V. Denis 

 

Le but de cette seconde étude était de mettre en évidence le potentiel de l'utilisation de plaquettes 

synthétiques (Synthoplates®) pour le traitement d'une maladie hémorragique lié à un déficit en 

FVW: la maladie de von Willebrand. Ces plaquettes synthétiques sont des nanoparticules 

liposomales présentant à leur surface des peptides permettant la fixation au collagène, au FVW ainsi 

qu'aux plaquettes activées. Dans le cadre de cette étude j'ai été amené à analyser la morphologie 

du caillot in vivo dans des modèles de souris de la maladie de Willbrand (Type 2B et Type 3) par 

MEB. 
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Titre : Vers une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires régissant l'action des thérapies de non remplacement dans 
l'hémophilie A et comparaison avec le facteur VIII 
Mots clés : Hémophilie A, Facteur VIII (FVIII), emicizumab, Fibrine, Structure du caillot 

 

Résumé : L’hémophilie A est une maladie hémorragique liée à un 
déficit en une protéine plasmatique de la coagulation : le FVIII. Le 
traitement standard a longtemps consisté en un remplacement du 
FVIII manquant par un FVIII exogène mais l’apparition d’inhibiteurs 
contre le FVIII rend les thérapies substitutives inefficaces chez 30 % 
des patients. Récemment l’anticorps bispécifique emicizumab anti-
FIX/anti-FX mimant l’action cofacteur du FVIII est arrivé sur le 
marché. L’objectif de ma thèse a été d’étudier comment 
l'emicizumab se compare au FVIII au niveau de ses propriétés 
moléculaires et fonctionnelles. 
Nous avons d'abord analysé le cas d'un patient sous prophylaxie 
avec emicizumab. Suite à l'apparition d'une hémarthrose après 6 
mois de traitement, des anticorps anti-emicizumab ont été 
identifiés, entraînant une diminution de la concentration 
plasmatique d'emicizumab sans affecter directement son activité. 
Une analyse approfondie a permis de révéler le premier cas de 
patient traité par emicizumab avec des anticorps provoquant une 
clairance accélérée de l'emicizumab. 
Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés à l’impact 
du FVIII/FVIII-Fc vs emicizumab sur la formation et la stabilisation 
du caillot ainsi que sur sa structure. Des études in vitro limitées par 
l'absence des composants cellulaires ont été rapportées menant à 

des conclusions variables. Nous avons développé un modèle 
murin de saignement qui a permis de montrer que l'emicizumab 
altère la cinétique de formation du caillot, pouvant expliquer les 
saignements observés chez 5% chez des patients traités par 
emicizumab. L'analyse microscopique de la structure des 
caillots indique que le FVIII et le FVIII-Fc impactent de manière 
similaire la structure du caillot, tandis que l'emicizumab, avec 
son mode d'action unique, induit des différences 
morphologiques significatives. 
Enfin, nous nous sommes intéressés à l’utilisation des modèles 
de saignements murins dans la détermination de l’équivalence 
entre les thérapies non-substitutives (emicizumab et anti-TFPI) 
et le FVIII. En effet, la question centrale liée à l’utilisation de ces 
thérapies concerne la détermination d’une éventuelle 
équivalence avec le FVIII. Les données issues des tests 
d’activités in vitro ne permettant pas de répondre à la question, 
nous nous sommes proposés d’évaluer in vivo cette équivalence 
en utilisant un panel de modèles de saignements murins. Les 
résultats ont permis de déterminer des équivalences variables 
selon la sévérité du modèle et nous ont menés à proposer 
qu’une équivalence absolue était illusoire et qu’il serait plus 
réaliste de parler d’un intervalle d’équivalence en terme 
d’activité FVIII.  

 

 

Title : Towards a better understanding of the molecular mechanisms governing the action of non-replacement therapies in 
hemophilia A and comparison with factor VIII 
 Keywords : Hemophilia A, Factor VIII (FVIII), emicizumab, Fibrin, Clot structure 

Abstract : Hemophilia A is a bleeding disorder linked to a 
deficiency in plasma coagulation protein FVIII. For a long time, the 
standard treatment consisted in replacing the missing FVIII with 
exogenous FVIII, but the emergence of inhibitors against FVIII has 
made replacement therapies ineffective in 30% of patients. 
Recently, the bispecific anti-FIX/anti-FX antibody emicizumab, 
which mimics the cofactor action of FVIII, was approved. The aim 
of my thesis was to study how emicizumab compares with FVIII in 
terms of its molecular and functional properties. 
First, we analyzed the case of a patient undergoing prophylaxis 
with emicizumab. After 6 months of treatment, the patient 
developed hemarthrosis and anti-emicizumab antibodies were 
identified, leading to a decrease of emicizumab plasma 
concentration without directly affecting its activity. Further 
analysis revealed the first clinical case treated by emicizumab with 
antibodies causing accelerated clearance of emicizumab. 
In a second part, we investigated the impact of FVIII/FVIII-Fc vs 
emicizumab on clot formation, stabilization and structure. The 
previously reported in vitro studies were limited by the absence of 
cellular components, therefore leading to contradicting results. 

We developed a murine bleeding model which demonstrated 
that emicizumab alters the kinetics of clot formation, which 
could explain the bleeding observed in 5% of patients treated 
with emicizumab. Microscopic analysis of clot structure 
indicates that FVIII and FVIII-Fc have a similar impact on the clot 
structure, while emicizumab, with its unique mode of action, 
induces morphological differences. 
Finally, we investigated the potential use of murine bleeding 
models to determine equivalence between non-factor therapies 
(emicizumab and anti-TFPI) and FVIII. Indeed, the important 
question linked to the use of these therapies concerns the 
determination of possible equivalence with FVIII. As the data 
from in vitro activity tests did not answer this question, we 
proposed to assess this equivalence in vivo using a panel of 
murine bleeding models. The results showed that equivalence 
varied according to the severity of the model and led us to 
propose that absolute equivalence was unrealistic. Indeed, it 
would be more realistic to talk about an equivalence range in 
terms of FVIII activity. 

 



 

 


