
HAL Id: tel-05537013
https://theses.hal.science/tel-05537013v1

Submitted on 4 Mar 2026

HAL is a multi-disciplinary open access archive
for the deposit and dissemination of scientific re-
search documents, whether they are published or not.
The documentsmay come from teaching and research
institutions in France or abroad, or from public or pri-
vate research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaireHAL, est des-
tinée au dépôt et à la diffusion de documents scien-
tifiques de niveau recherche, publiés ou non, émanant
des établissements d’enseignement et de recherche
français ou étrangers, des laboratoires publics ou
privés.

HAL Authorization

Étude de deux anomalies de la coagulation : Exploration de la
capacité des cellules de la paroi vasculaire à induire la
génération de thrombine en présence de traitements de

l’hémophilie A et caractérisation des mécanismes
responsables du déficit en FX de la coagulation dans l’amylose

à chaînes légères
Sénadé Atsou

To cite this version:
Sénadé Atsou. Étude de deux anomalies de la coagulation : Exploration de la capacité des cellules de la paroi
vasculaire à induire la génération de thrombine en présence de traitements de l’hémophilie A et caractérisation
des mécanismes responsables du déficit en FX de la coagulation dans l’amylose à chaînes légères. Biochimie
[q-bio.BM]. Université Paris-Saclay, 2024. Français. ⟨NNT : 2024UPASQ018⟩. ⟨tel-05537013⟩

https://theses.hal.science/tel-05537013v1
https://about.hal.science/hal-authorisation-v1/
https://about.hal.science/hal-authorisation-v1/
https://hal.archives-ouvertes.fr


Etude de deux anomalies de la coagulation : Exploration de la 

capacité des cellules de la paroi vasculaire à induire la génération 

de thrombine en présence de traitements de l’hémophilie A et 

caractérisation des mécanismes responsables du déficit en FX de 

la coagulation dans l'amylose à chaînes légères 

Study of two coagulation abnormalities: Exploration of the ability of vascular 

wall cells to induce thrombin generation in the presence of hemophilia A 

treatments and characterization of the mechanisms responsible for 

coagulation FX deficiency in light chain amyloidosis 

Thèse de doctorat de l'université Paris-Saclay 

École doctorale n° 569, Innovation Thérapeutique, du Fondamental à l’appliqué (ITFA) 

Spécialité de doctorat : Physiologie et Physiopathologie 

Graduate School : Santé et médicaments. Référent : Faculté de pharmacie 

Thèse préparée au sein de l’unité de recherche HITh INSERM UMR_S1176 (Université 
Paris-Saclay, Inserm) sous la direction de Olivier CHRISTOPHE, Directeur de recherche 

INSERM 1176, sous le co-encadrement de Cécile DENIS, Directrice de recherche INSERM 1176 

Thèse soutenue à Paris-Saclay, le 13 Juin 2024, par 

Sénadé ATSOU 

Composition du Jury 

Membres du jury avec voix délibérative 

Marc VASSE 

PU-PH, INSERM U1176/Hôpital FOCH 
Président 

Arnaud JACCARD 

PU-PH, UMR 6101/CHU Limoges 
Rapporteur & Examinateur 

Nadine AJZENBERG 

PU-PH, INSERM 1148/Hôpital Bichat 
Rapporteure & Examinatrice 

Véronique REGNAULT 

Directeur de recherche, INSERM 1116 
Examinatrice 

Julien GIUSTINIANI 

Directeur de recherche, INSERM 1195 
Examinateur 

TH
ES

E 
D

E 
D

O
C

TO
R

A
T

N
N

T 
: 2

0
24

U
P

A
SQ

0
18

 



 

Titre : Caractérisation du déficit en Facteur X de la coagulation dans l’amylose à chaînes légères 

Mots clés : Hémostase, Coagulation, Facteur X (FX), Amylose AL, FVIII, emicizumab 

Résumé : L'hémostase regroupe les processus physiologiques assurant la 
coagulation sanguine pour réparer les vaisseaux lésés et maintenir la fluidité du 
sang, tout en éliminant les caillots une fois la cicatrisation effectuée. Dans cet 
ensemble, la coagulation, au cours de laquelle diverses protéines appelées 
« Facteur » s’activent les uns les autres pour former un caillot insoluble, joue 
une partition prépondérante.  
Une anomalie fréquente de la coagulation est l’hémophilie A (HA), une maladie 
hémorragique due au déficit congénital en facteur VIII (FVIII). L’HA se manifeste 
par des épisodes de saignement affectant principalement les articulations et 
les muscles. Sa prise en charge consiste en l’administration de thérapies 
substitutives. Ces dernières années, la prise en charge de l'HA, a radicalement 
changé avec l’arrivée de thérapies comme l’emicizumab. Un autre acteur 
jouant un rôle crucial au cours de la coagulation est le facteur X (FX). Une 
glycoprotéine sécrétée par le foie et impliquée dès les premières phases de la 
coagulation. Sa position centrale dans la cascade enzymatique menant à la 
formation du caillot lui confère une importance capitale et son absence dans la 
circulation sanguine revêt une sévérité particulière. Le déficit en FX, hors 
contexte héréditaire, est le plus souvent lié à une dysplasie plasmocytaire 
agrégante appelée amylose à chaîne légères (AL). 
L’amylose AL est une protéinopathie au cours de laquelle les chaînes légères 
d’immunoglobulines (CL) surproduites forment des dépôts fibrillaires dans 
divers organes. La présence d’un déficit en FX complexifie davantage le tableau 
clinique en associant des manifestations hémorragiques. Dans une première 
partie de ma thèse, nous avons exploré les mécanismes responsables du 
développement du déficit en FX dans l’amylose AL. Dans une cohorte de 3 
patients, nous avons analysé la colocalisation du FX avec les structures 
amyloïdes de CL. Nous avons montré la présence spécifique du FX sur les dépôts 
amyloïdes de CL dans le contexte d’un déficit en FX dans l’amylose AL. 

Par la suite nous avons exploré les processus biochimiques pouvant 
conduire au déficit en FX dans l’amylose AL. Ainsi après avoir produit 
des CL recombinantes, nous avons étudié leur capacité à se lier au FX. 
Nous avons montré que dans un contexte de déficit en FX, la CL se lie 
au FX et conduit à l’augmentation de l’endocytose du FX par les 
macrophages. Nous avons montré par ailleurs, que le déficit en FX dans 
l’amylose AL est un déficit par absence du FX et non par à un défaut 
d’activité du FX.  
Dans une seconde partie de ma thèse, nous avons exploré, dans un 
modèle de génération de thrombine, la capacité des cellules de la paroi 
des vaisseaux de l’aorte à générer un caillot de fibrine dans un plasma 
déficient en FVIII et en présence de FVIII, d’emicizumab et/ou de 
concentré de complexe prothrombique activé (aPCC). J’ai montré que 
les cellules endothéliales et les cellules musculaires servent de support 
à la génération de thrombine.  
Cependant les cellules endothéliales expriment des protéines 
anticoagulantes comme la thrombomoduline et le TFPI, leur conférant 
ainsi un caractère moins procoagulant par rapport aux cellules 
musculaires lisses. L’ajout de FVIII ou d’emicizumab permet la 
génération de la thrombine de manière dose-dépendante. Mais nos 
données ont montré que l’emicizumab est moins efficace que le FVIII 
pour favoriser la génération de thrombine à la surface des cellules 
vasculaires. De plus, la combinaison d’emicizumab avec le FVIII 
n’augmente pas la génération de thrombine induite par le FVIII. En 
revanche, l’association d’emicizumab à l’aPCC a conduit à une 
génération explosive de thrombine. Enfin, nous avons montré que la 
stimulation des cellules endothéliales par le TNF-a conduit à 
l’expression des composants pro et anticoagulants ce qui a eu pour 
effet inattendu de mieux contrôler la génération de thrombine. 

Title : Characterization of coagulation Factor X deficiency in light chain amyloidosis 

Keywords : Haemostasis, Coagulation, Factor X (FX), AL amyloidosis, FVIII, emicizumab 

Abstract : Hemostasis is the physiological phenomenon that enables an 

organism to seal damaged blood vessels, maintain blood fluidity and eliminate 

hemostatic plugs once vascular integrity has been re-established. Coagulation, 

in which various proteins called "Factors" activate each other to form an 

insoluble clot, plays a crucial role in this process. One of the most common 

coagulation abnormalities is hemophilia A (HA), a hemorrhagic disease 

caused by congenital deficiency of factor VIII (FVIII). HA manifests through 

bleeding, which mainly affects joints and muscles. It is managed by 

substitutive therapies. In the last few years, the management of HA has 

radically changed with the arrival of therapies such as emicizumab. 

 Factor X (FX) is an essential component of the coagulation process. It is 

produced by the liver and is involved from the earliest stages of coagulation. 

FX plays a central role in the enzymatic cascade that leads to the formation of 

a hemostatic plug. FX deficiency can also lead to severe hemorrhage. When 

not hereditary, FX deficiency is typically associated with a type of plasma cell 

dysplasia called light chain amyloidosis (AL). Light chain amyloidosis is a 

condition where overproduced immunoglobulin light chains lead to fibrillar 

deposits in different organs. The presence of FX deficiency further 

complicates the clinical picture with associated hemorrhagic manifestations.  
In the first part of this thesis, we analysed the mechanisms contributing to the 

development of FX deficiency in AL amyloidosis. It is commonly believed 

that FX adsorption onto amyloid deposits leads to FX deficiency. In a group 

of 3 patients, we analyzed the colocalization of FX with amyloid structures.  

We found that FX is present specifically on light-chain amyloid deposits 

in the context of FX deficiency in AL amyloidosis. We further explored 

the biochemical processes that could lead to this deficiency. After 

producing recombinant light chains, we studied their ability to bind FX. In 

the context of FX deficiency, we found that the light chain binds FX, 

increasing its internalization by macrophages. We also demonstrated that 

FX deficiency in AL amyloidosis results from a quantitative defect and not 

from a lack of activity.  
In the second part of this thesis, we investigated, the ability of aortic vessel 

wall cells to generate a fibrin clot in FVIII-deficient plasma and in the 

presence of FVIII, emicizumab and/or aPCC in a thrombin generation 

assay. In this work, we established that endothelial cells and muscle cells 

serve as a scaffold for thrombin generation. However, unlike smooth 

muscle cells, endothelial cells express anticoagulant proteins such as 

thrombomodulin and TFPI, making them less procoagulant. The addition 

of FVIII or emicizumab enables thrombin generation in a dose-dependent 

manner. However, our results show that emicizumab is less effective than 

FVIII in promoting thrombin generation on the surface of vascular cells. 
Furthermore, combining emicizumab with FVIII does not increase FVIII-

induced thrombin generation. In contrast, combining emicizumab with 

aPCC resulted in explosive thrombin generation. Finally, TNF-a 

stimulation of endothelial cells leads to the expression of pro and 

anticoagulant components, however unexpectedly results in better control 

of thrombin generation. 

SENADE AKPENE ATSOU
Barrer 
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Avant-propos 

Pour ma carrière professionnelle, j’ai orienté mon cursus universitaire vers la pharmacie avec 

un parcours en biologie médicale. Dans ce contexte, j'ai effectué mes stages pratiques au sein 

de laboratoires d'hématologie. Ces expériences au Sénégal, ont nourri mon intérêt pour la 

prise en charge des troubles de l'hémostase. 

Arrivée en France, j’ai voulu poursuivre dans le domaine de l’hémostase en m’orientant vers 

la recherche translationnelle. J’ai ainsi eu l’opportunité d’effectuer un parcours d’initiation à 

la recherche complété d’un stage au sein du laboratoire d’hématologie biologique de Cochin. 

Lors de ce stage, j’ai eu l’occasion de travailler avec le Dr Georges JOURDI sur l’intérêt 

particulier de monitorer les patients hémophiles B traités par un FIX recombinant à demi-vie 

prolongée par le test de génération de thrombine.  

Par la suite, il m’a semblé utile de rentrer dans le vif de la recherche avec un master puis un 

doctorat en hémostase. C’est ainsi que j’ai rencontré les Dr Olivier CHRISTOPHE et CECILE 

DENIS qui m’ont proposé un sujet à la frontière entre l’hémostase et l’oncohématologie. 

J’avais l’honneur de travailler à comprendre les mécanismes du déficit en Facteur X de la 

coagulation dans l’amylose à chaînes légères. Cependant, le début du projet a été marqué 

par une première frustration du fait de la pandémie de la Covid-19 qui m’a empêchée de 

développer les premières techniques pendant mon stage de master 2. Toutefois, mon intérêt 

persistant pour ce projet novateur à haut potentiel et les nombreuses opportunités de projets 

de l’équipe U1176 m’ont poussée à persévérer et à obtenir une bourse de l’école doctorale 

pour la poursuite en thèse.  

Nos résultats préliminaires mettaient en évidence une interaction des chaînes légères 

recombinantes avec le FX spécifiquement dans le cadre d’un déficit en FX et semblaient 

indiquer de nouvelles possibilités pour expliquer le mécanisme du déficit en FX dans l’amylose 

à chaînes légères.  
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Ce travail prometteur s’est aussi heurté à un manque d’outils et d’informations qui ont 

entraîné des difficultés notamment dans la production en quantité suffisante et la 

manipulation de chaînes légères amyloïdogènes et agrégantes.    

Face à ces défis, et dans la continuité de mon intérêt pour la recherche dans le domaine de 

l’hémostase et ses liens avec les tissus, nous avons développé un second projet en 

collaboration avec l’équipe du Dr V. Regnault de Nancy. Ce projet s’est appuyé sur l’expertise 

du Dr Regnault à explorer la génération de thrombine in vitro dans le plasma avec un accent 

particulier sur la contribution des cellules artérielles vasculaires primaires dans ce processus. 

En effet, les tests in vitro permettant de mesurer l’activité coagulante d’un plasma utilisent 

généralement des vésicules phospholipidiques ou parfois des plaquettes. Cependant, 

physiologiquement, le plasma est exposé aux cellules vasculaires dans la circulation et ces 

cellules non seulement ont une composition phospholipidique caractéristique mais elles 

expriment vers la lumière vasculaire des protéines pro et anti coagulantes. Dans cette 

deuxième phase de ma thèse nous avons étudié l’influence des cellules artérielles primaires 

sur l’efficacité des traitements anti-hémophiliques, notamment le facteur VIII (traitement 

substitutif) et l’emicizumab, anticorps bispécifique mimant l’activité du facteur VIII. Les 

travaux de ce deuxième projet ont fait l’objet d’une publication dans une revue internationale 

à comité de lecture.  

 

 

 

  



13 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction 
  



14 
 

  



15 
 

L'hémostase est un ensemble de processus indispensables à l’organisme. Il constitue 

l’ensemble des phénomènes physiologiques qui permettent à un organisme de colmater les 

vaisseaux sanguins endommagés, de maintenir la fluidité du sang et d'éliminer les bouchons 

hémostatiques formés une fois l’intégrité vasculaire rétablie. Le système hémostatique est 

une machinerie très conservée au cours de l’évolution. Dans cette machinerie, la coagulation, 

au cours de laquelle diverses protéines appelées « Facteur » s’activent les uns les autres pour 

former un caillot insoluble, joue une partition prépondérante.  

Un acteur clé de la coagulation est le Facteur VIII (FVIII) dont une anomalie du gène codant 

pour cette protéine est responsable de l’hémophilie A. Un faible taux de FVIII dans le plasma 

conduit à des épisodes de saignement affectant principalement les articulations et les 

muscles. Ces dernières années, la prise en charge de l'hémophilie A a radicalement changé, 

améliorant la qualité et l'espérance de vie des patients.  

Un autre acteur jouant un rôle crucial au cours de la coagulation est le Facteur X (FX). C’est 

une glycoprotéine vitamine K dépendante, sécrétée par le foie et impliquée dès les premières 

phases de la coagulation en permettant la génération d’un thrombus à la suite d’un 

épanchement vasculaire. Sa position centrale dans la cascade enzymatique menant à la 

formation du caillot ou bouchon hémostatique lui confère une importance capitale. Son 

absence dans la circulation sanguine revêt ainsi une sévérité particulière. Le déficit en FX, hors 

contexte héréditaire, est le plus souvent lié à une dysplasie plasmocytaire agrégante appelée 

amylose à chaîne légères (AL). 

L’amylose à chaînes légères est une protéinopathie au cours de laquelle la surproduction de 

chaînes légères d’immunoglobulines monoclonales conduit à des dépôts fibrillaires au niveau 

de divers organes. La présence d’un déficit en FX en complique davantage le tableau clinique, 

en y associant des manifestations hémorragiques.  

L’introduction de ce manuscrit de thèse est structurée en trois sections. Dans la première 

partie est décrite l’hémostase, notamment la coagulation et ses désordres les plus fréquents. 

Une attention particulière sera portée sur l’hémophilie A, avec une description de ses 

manifestations et des traitements associés.  La deuxième partie se focalise sur le FX en 

examinant sa physiologie, son importance dans la coagulation tout en décrivant ses 
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implications au-delà de ce processus.  Les états pathologiques liés à son déficit seront 

également abordés. La troisième et dernière partie est consacrée à l’amylose à chaînes légères 

abordant la description des phénomènes physiopathologiques, les thérapies disponibles, les 

mécanismes moléculaires ainsi que son lien particulier avec le déficit acquis en FX de la 

coagulation.  
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A. Généralités sur l’hémostase 

L’hémostase regroupe l’ensemble des phénomènes physiologiques qui concourent à la 

formation d’un caillot lors d’un épanchement sanguin. Elle permet l’arrêt du saignement en 

bouchant la brèche vasculaire. Elle permet également la prévention des saignements. Une 

hémostase efficace est donc essentielle au maintien de l’intégrité vasculaire et à la fluidité du 

sang. Le plus souvent, ce processus complexe se subdivise en quatre parties.  Cependant, il 

faut noter qu’in vivo, ces différents phénomènes sont interdépendants et complémentaires. 

De façon pratique et successive on distingue, la vasoconstriction, l’hémostase primaire, la 

coagulation et la fibrinolyse. L’ensemble de ces phénomènes fait intervenir plusieurs acteurs 

que sont les plaquettes, les vaisseaux et différentes protéines, nommées les facteurs de la 

coagulation. 1  L’hémostase primaire fait référence à une vasoconstriction initiale qui a lieu 

après une lésion vasculaire et avec ensuite une adhésion, une activation et une agrégation 

des plaquettes permettant la formation du bouchon hémostatique. La coagulation est 

l’activation d’une cascade de réactions enzymatiques dont la finalité est de générer de la 

thrombine qui va cliver le fibrinogène en un réseau de fibrine insoluble. La fibrine forme un 

maillage autour du bouchon hémostatique qui consolide et stabilise le caillot.  Bien que la 

vasoconstriction et l'hémostase primaire interviennent en premier lieu, il existe un 

chevauchement entre l'hémostase primaire et la coagulation. Certaines plaquettes au sein de 

l'agrégat deviennent pro-coagulantes, contribuant de manière significative à la liaison entre 

ces deux processus. Les facteurs de coagulation se lient aux plaquettes pro-coagulantes, 

favorisant leur concentration et stimulant les réactions enzymatiques conduisant à la 

génération de thrombine. Finalement, dans les étapes terminales, le système fibrinolytique 

est activé, entraînant la dissolution du caillot sanguin au cours du processus de cicatrisation, 

afin de rétablir un flux sanguin normal dans le vaisseau.  

1. Vasoconstriction et hémostase primaire 

La face interne des vaisseaux en contact avec le sang est tapissée d’une couche de cellules 

endothéliales. Dans les conditions physiologiques, les plaquettes dans le sang circulent à 

proximité des parois vasculaires, mais sont protégées des composants hautement réactifs par 
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la couche endothéliale saine qui constitue une "barrière" naturelle non adhésive. En effet, les 

cellules endothéliales présentent une strate de glycanes à leur surface luminale qui agit en 

surface anti coagulante et repousse les plaquettes. Aussi, les cellules endothéliales sécrètent 

notamment le monoxyde d’azote (NO), la prostaglandine I2 (PGI2, prostacycline) et la CD39, 

une ecto-ADPase présente à leur surface. Cette dernière hydrolyse de faibles quantités d'ADP, 

prévenant ainsi l'activation des plaquettes. L'action combinée de ces molécules inhibe 

l’adhésion et l’agrégation plaquettaires. 2,3 De plus, les récepteurs clés de l'adhésion cellulaire 

exprimés par les plaquettes circulantes quiescentes restent insensibles aux protéines 

adhésives plasmatiques en phase fluide. Par exemple, le Facteur de von Willebrand (VWF) 

plasmatique et le fibrinogène subissent des changements de conformation lorsqu'ils sont 

adsorbés ("immobilisés") sur des surfaces biologiques ou artificielles. Ce sont ces 

conformations actives qui permettent une fixation de ces ligands aux plaquettes.  

Lors d’une brèche vasculaire, le sous endothélium thrombogène est exposé. La première 

étape de l’hémostase primaire est vasculaire. C’est le vaisseau qui subit une contraction due 

à des spasmes réflexes et à des stimuli neuronaux au niveau des cellules musculaires lisses. 

Cette vasoconstriction est temporaire, et nécessite d’être maintenue tout au long du 

processus hémostatique. Certains agents libérés notamment par l’endothélium lésé (comme 

l’endothéline-1), ou par les plaquettes activées, comme la sérotonine et le thromboxane A2 

(TXA2) sont de puissants vasoconstricteurs. Cette contraction initiale entraîne la diminution 

du flot sanguin et va favoriser l’accumulation des plaquettes au site de la lésion. La deuxième 

étape de l’hémostase primaire est plaquettaire et consiste en l’adhésion des plaquettes à la 

paroi vasculaire. Les plaquettes qui ralentissent sont rapidement capturées via une liaison 

réversible de leur glycoprotéine Ib (GPIb-V-IX) au VWF lié au collagène sous-endothélial. À 

ce stade initial, le VWF provient du plasma et/ou des corps de Weibel-Palade, organites des 

cellules endothéliales stockant du VWF multimérisé, tandis que, dans des phases ultérieures, 

la sécrétion plaquettaire à partir des α-granules fournit une source endogène de VWF. Cette 

interaction entre le VWF et la GPIb est caractérisée par un taux d’activation-inactivation rapide 

qui favorise l’adhésion transitoire se traduisant par un roulement des plaquettes à la surface 

de la paroi vasculaire. Une deuxième interaction entre la glycoprotéine plaquettaire GPVI et 
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le collagène vasculaire est nécessaire à la stabilité de l’adhésion des plaquettes 4–6.  L’adhésion 

des plaquettes déclenche ensuite l’activation de divers mécanismes de signalisation, 

conduisant notamment à l’activation de l’intégrine b3 par changement de conformation 

et à l’activation des plaquettes. 7,8 L'intégrine αIIbβ3 plaquettaire, désormais en mesure de se 

lier à ses ligands avec une haute affinité, joue un rôle essentiel dans l'adhésion stable et 

favorise l'immobilisation de protéines plasmatiques solubles telles que le VWF, le fibrinogène 

et la fibronectine à la surface des plaquettes fermement attachées, déclenchant ainsi 

l'agrégation plaquettaire. 9,10 Les plaquettes activées, changent de forme, émettent des 

pseudopodes et enrichissent le micro-environnement de la lésion par la sécrétion de 

médiateurs solubles, incluant le thromboxane A2 (TXA2), l’ADP, l’épinéphrine et la sérotonine 

entretenant ainsi l’accumulation et l’agrégation de nouvelles plaquettes. 11,12 

 

FIGURE 1 : FORMATION DU THROMBUS PLAQUETTAIRE 

Les plaquettes sanguines s’activent rapidement au contact d’une paroi vasculaire lésée, elles adhèrent au VWF 

(Facteur de von Willebrand) exposé grâce à la GPIb-IX-V et au collagène via la GPVI. Elles changent de forme, 

s’étalent sur la surface et sécrètent des molécules proagrégantes telles que l’ADP, l'ATP et la TXA2. Ces composés 

permettent le recrutement de plaquettes circulantes pour renforcer le clou hémostatique, composé principalement 

de plaquettes liées entre elles grâce au fibrinogène (Fg). ADP/ATP : Adénosine Diphosphate / Adénosine 

Triphosphate ; TXA2 : Thromboxane A2. 

Ainsi, l’hémostase primaire aboutit à la formation d’un agrégat plaquettaire, constitué de 

plaquettes liées les unes aux autres via le fibrinogène et le VWF, au site de blessure (Figure 
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1).  Tout au long du processus de l’hémostase primaire, les plaquettes exposent des lipides 

anioniques à leur surface où les facteurs de la coagulation viendront s’assembler d’une façon 

optimale conduisant à générer très efficacement de la thrombine qui est l’activateur le plus 

puissant des plaquettes, et permettre ainsi la coagulation par conversion du fibrinogène 

insoluble en fibrine. 13 De plus, le Facteur Tissulaire (FT) localement exposé entraîne la 

génération rapide de thrombine aux sites de dénudation endothéliale. Les réponses des 

plaquettes à la thrombine sont largement médiées par les membres de la famille des PAR 

(Protease-activated receptor). Le PAR-1 est le principal récepteur de la thrombine chez les 

plaquettes humaines, ainsi que le PAR-4. Par ailleurs, la thrombine peut également activer les 

plaquettes par liaison à la GPIb du complexe GPIb-IX-V plaquettaire. 12 

2. La Coagulation  

La coagulation est un ensemble de réactions enzymatiques intriquées et successives qui se 

déroule à la surface des membranes cellulaires. Elle fait intervenir divers facteurs qui s’activent 

à la chaîne et conduit à la formation de la fibrine, une protéine indispensable à la 

consolidation du thrombus plaquettaire, généré lors de l’hémostase primaire.   

Initialement, la coagulation était décrite comme une cascade enzymatique où deux voies 

d’initiation, intrinsèque et extrinsèque, se rencontrent pour poursuivre en une voie commune 

débouchant sur la génération de la thrombine. Les réactions consistent en l’activation de 

zymogènes par des enzymes activées en amont. La voie extrinsèque est appelée ainsi puisque 

déclenchée par le FT et la voie intrinsèque, parce que les éléments impliqués sont tous 

plasmatiques (Figure 2).  Cette vision où les deux voies de coagulation sont séparées a prévalu 

depuis le 19e siècle. 14,15 
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FIGURE 2 : REPRESENTATION CLASSIQUE DE LA CASCADE DE LA COAGULATION ET SES FACTEURS 

Deux voies d’initiation de la coagulation débouchent sur une voie commune qui conduit à la formation d’un caillot 

de fibrine par polymérisation du fibrinogène soluble en fibrine. Les flèches représentent les réactions enzymatiques. 

A chaque étape, un zymogène est activé par une enzyme activée en amont. F (facteur) et leurs numéros en chiffres 

Romains ; a : forme activée des facteurs ; Ca2+ : calcium ; PL : Phospholipides ; KHPM : kininogène de haut poids 

moléculaire ; PK Prékallicreine ; K : Kallicréine 

La conception actuelle soutenue par les recherches plus récentes conçoit l’hémostase comme 

un phénomène global incluant des interactions complexes de la plaquette avec le sous 

endothélium et le milieu extracellulaire 16 et conduisant jusqu’à la cicatrisation et à la 

protection de la barrière endothéliale. 17–19 Dans cette nouvelle vision, la coagulation est 

redéfinie comme un processus global, dynamique et cellulaire composé de trois phases : 

l’initiation, l’amplification et la propagation. 20 

En résumé, l'exposition du FT par le sous-endothélium, induite par des lésions vasculaires 

génère la formation de traces de thrombine exerçant des effets multiples sur d'autres facteurs 

de coagulation et sur les plaquettes. Par le biais de multiples boucles d’amplification dans le 
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système de coagulation et dans l'activation des plaquettes, de grandes quantités de fibrine 

sont générées et stabilisent le thrombus plaquettaire déjà formé.  

2.a. La phase d’initiation 

La coagulation est déclenchée par l’exposition du sang aux composants protéiques et 

cellulaires du sous endothélium (collagène, cellules musculaires lisses, fibroblastes…). 21,22 Ces 

cellules expriment à leur surface le FT qui est un récepteur de haute affinité pour le Facteur 

VII (FVII) et le FVII activé (FVIIa). Le FT, en se liant au FVII, favorise son auto activation 

aboutissant à la formation d’un complexe FT-FVIIa. Le complexe FT-FVIIa ainsi formé, génère 

les premières traces de Facteur X activé (FXa) et de Facteur IX activé FIXa en clivant 

respectivement le FX et le FIX, en présence de calcium (Figure 3). 20 Le FXa généré permet la 

formation des premières traces de thrombine qui vont induire une agrégation locale des 

plaquettes, l'activation des cofacteurs critiques à la coagulation, le Facteur V (FV) et le Facteur 

VIII (FVIII), et l'activation du Facteur XI (FXI).  

En résumé, la thrombine, enzyme capitale de la coagulation est générée dans la phase 

d’initiation. Elle active divers facteurs dans l’objectif d’amplifier sa propre production et de 

générer suffisamment de fibrine. 23 
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FIGURE 3 : NOUVELLE VISION PHYSIOLOGIQUE DE LA COAGULATION  

La coagulation est initiée par l’exposition du facteur tissulaire (FT) par les cellules du sous endothélium. Elle 

s’amplifie grâce à la formation des premières traces de thrombine et se propage sur les membranes plaquettaires 

grâce aux complexes prothrombinase et tenase. La génération de la thrombine (IIa) est l’étape clé de la coagulation. 

Elle active les facteurs pro-coagulants nécessaires à sa propre génération mais aussi des facteurs anticoagulants 

pour réguler et contenir sa propre génération grâce à un rétrocontrôle négatif. F (facteurs) et leurs numéros en 

chiffres Romains ; a : état activé des facteurs ; TFPI : Inhibiteur de la voie du facteur tissulaire ; AT, antithrombine ; 

VWF : Facteur de von Willebrand ; CE : Cellule endothéliale, TM : Thrombomoduline ; PCa : Protéine C activée ; PS : 

Protéine S ; EPCR : récepteur endothélial de la protéine C.  

2.b. Les phases d’amplification et de propagation 

Les premières traces de thrombine générées lors de la phase d'initiation, s’accumulent et 

activent des boucles rétroactives pour conduire à l’activation de davantage de plaquettes. 

Parallèlement, la thrombine active le FV libéré par les plaquettes activées, en FV activé (FVa). 

Ce dernier agit en cofacteur du FXa formé dans l’initiation. Ensemble avec les phospholipides 

et le calcium, ils forment le complexe appelé « complexe prothrombinase ».24 Ce complexe 

accélère de 200 000 fois l'efficacité catalytique du FXa vis-à-vis de la prothrombine in vitro.25–

27 La thrombine en permettant la formation de ce complexe grâce à la formation du FVa 

augmente donc elle-même sa propre génération.  



24 
 

La thrombine convertit également le FVIII en FVIII activé (FVIIIa). Celui-ci agit en cofacteur du 

FIX activé (FIXa) dans un complexe appelé « complexe tenase » pour activer plus de FX. 28 Ces 

deux boucles qui s’entretiennent conduisent à l’accumulation de la thrombine au site de la 

blessure vasculaire. La thrombine active également le FXI, un facteur de l’ex voie intrinsèque, 

dont on pense désormais qu'il permet lui aussi l’amplification de la boucle du complexe 

tenase.  

Cependant, le processus de la coagulation ne se limite pas au compartiment sous endothélial 

où il a démarré. La thrombine activant de plus en plus de plaquettes, ce processus se propage 

en même temps qu’il s’amplifie du fait de la formation des complexes tenase et 

prothrombinase. En effet, ces complexes se forment à la surface des plaquettes activées 

exprimant les phospholipides pro-coagulants notamment la phosphatidylsérine. 

Il faut noter que les premières quantités de FXa peuvent être inhibées par les anticoagulants 

circulants notamment l’antithrombine (AT) et l’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI 

pour tissue factor pathway inhibitor). 29,30 Il est alors important que le FIXa qui n’est pas une 

cible du TFPI, prenne la suite du complexe FT-FVIIa, aidé de son cofacteur le FVIIIa pour 

amplifier la génération de thrombine.  

Le complexe tenase notamment a donc une importance capitale dans la génération de 

grandes quantités de thrombine. Ainsi, les anomalies quantitatives et ou qualitatives affectant 

les FVIII et FIX de la coagulation sont responsables de troubles hémorragiques appelés 

respectivement hémophilie A et B.  

Physiologiquement la coagulation est le plus souvent initiée suivant la voie du FT dite voie 

extrinsèque. Il est toutefois possible qu’elle soit initiée dans certaines situations par la voie 

d’activation passant par le facteur XI (FXI) qui est activé par les facteurs contacts (FXII, 

Prékallicréine, Kininogènes de Haut Poids Moléculaire) après exposition aux composants du 

sous-endothélium, mais l’importance de cette voie d’activation est mineure. 31,32 

La génération de la thrombine est l’étape ultime de la cascade de coagulation. En effet la 

thrombine est l’enzyme responsable de la polymérisation du fibrinogène en réseau de fibrine. 

Cette étape est nécessaire à la consolidation du caillot plaquettaire formé lors de l’hémostase 

primaire. De plus, la thrombine générée est l’enzyme clé de la coagulation.  



25 
 

Elle possède à la fois des effets pro-coagulants, anticoagulants, fibrinolytiques et pro-

activateurs plaquettaires. 33  

En conclusion, il est crucial de noter que la coagulation a lieu principalement à la surface 

cellulaire et fait intervenir des récepteurs et voies de signalisation qui sont eux-mêmes 

impliquées dans d’autres processus tels que l’immunité ou l’inflammation, créant ainsi des 

liens entre la coagulation et ces divers mécanismes. 34,35. 

3. Fibrinolyse 

La fibrinolyse est un processus finement régulé qui permet le rétablissement de la fluidité de 

la circulation sanguine. Elle consiste en la dissolution du caillot précédemment formé, une 

fois la blessure vasculaire réparée. La protéase principalement impliquée dans ce processus 

est appelée la plasmine. C’est une sérine protéase à spectre large, impliquée dans divers 

processus physiopathologiques mais dont le substrat le plus connu est la fibrine. Son rôle 

consiste donc à cliver la fibrine formée lors de la coagulation en produits de dégradation 

monomériques et dimériques (D-Dimer), qui sont ensuite éliminés de la circulation (Figure 4). 

36 

La plasmine est issue de l’activation de son précurseur, le plasminogène circulant. Son 

activation est assurée par deux enzymes, l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) secrété 

par les cellules endothéliales et l’activateur de plasminogène type urokinase (uPA) produit 

par les monocytes/macrophages et l’épithélium urinaire. L'activation médiée par le tPA est 

déclenchée lorsque le tPA et la plasminogène sont liés à des matériaux insolubles comme la 

fibrine. L’activation médiée par l’uPA passe elle en revanche par la fixation de l’uPA aux 

surfaces cellulaires par l’intermédiaire de récepteurs spécifiques (uPAR). 37 

La régulation du processus fibrinolytique passe par différents mécanismes comme la 

régulation des activateurs de la plasmine (tPA et uPA) par le PAI-1 (inhibiteur des activateurs 

du plasminogène de type 1) et la protéase nexine 1 (PN1). La plasmine est également 

directement inhibée par l’alpha2-antiplasmin (α2AP) 38 et l’alpha2 macroglobuline.39 L’autre 

régulateur connu de la fibrinolyse est le TAFI (Inhibiteur de la fibrinolyse activable par la 
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thrombine), un inhibiteur activé par la thrombine et dont l’action est potentialisée par fixation 

de la thrombine à la thrombomoduline (TM) exprimée par les cellules endothéliales. 40  

En résumé, la fibrinolyse est une étape importante de l’hémostase qui assure la dissolution 

du caillot de fibrine formé lors de la coagulation et permet ainsi le rétablissement de la 

circulation sanguine. Au-delà de l’hémostase, il a également été montré que ce système 

complexe participe à la réparation et au remodelage des vaisseaux et que le système 

d'activation du plasminogène joue un rôle bien au-delà des processus de coagulation et de 

saignement. Ces domaines englobent l'immunité, l'inflammation et l'élimination des 

amyloïdes. 41 

 

FIGURE 4 : MECANISME DE LA FIBRINOLYSE  

La fibrinolyse est initiée par les activateurs du plasminogène qui convertissent le plasminogène circulant en sa forme 

active, la plasmine, pour permettre la dégradation de la fibrine. Les produits solubles de dégradation de la fibrine 

(PDFs) sont ensuite éliminés de la circulation. La régulation de la plasmine passe par un inhibiteur direct, l'α2-

antiplasmine ou par l’effet d’inhibiteurs de ses activateurs. (PAI-1 ; TAFI) Divers récepteurs cellulaires, dont ceux du 

plasminogène et du récepteur activé par la protéase de l'urokinase, localisent les facteurs fibrinolytiques à l'intérieur 

du système vasculaire afin d'augmenter l'activation du plasminogène médiée par la présence de thrombus. Adapté 

de Mutch et al, 41 

4. Les pathologies les plus fréquentes de la coagulation  

Les pathologies de la coagulation sont des troubles qui affectent le processus normal de 

coagulation du sang. Elles peuvent entraîner une tendance accrue aux saignements. C’est 
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l’exemple de l’hémophilie A, une maladie grave qui se caractérise par des manifestations 

hémorragiques. 42  

4.a. L’hémophilie A 

L’hémophilie A est une maladie hémorragique causée par le déficit en FVIII de la coagulation. 

Le déficit est le résultat de mutations pouvant affecter le gène codant pour le FVIII, conduisant 

à une anomalie qualitative ou quantitative de cette protéine. C’est un des troubles les plus 

fréquents de la coagulation, représentant 80 à 85 % de l’ensemble des hémophilies.43 C’est 

une maladie héréditaire liée au chromosome X qui touche généralement les hommes, tandis 

que les femmes sont le plus souvent porteuses. 44 La prévalence de la maladie est d’environ 

1 sur 5000 à 10000 naissances masculines. 45 L’expression phénotypique chez la femme est 

rare et peut s’apparenter à une hémophilie mineure lorsque l’expression du FVIII est comprise 

entre 40 et 60 %.43 L’hémophilie sévère touche les femmes dans certains rares cas 

d’inactivation du chromosome X normal ou dans les communautés consanguines et 

naissances résultant de liaisons entre une femme porteuse et un homme hémophile.44,46 

La sévérité de la maladie est variable et corrélée au taux résiduel circulant du FVIII de la 

coagulation. Il est ainsi possible de distinguer 3 groupes de patients : les patients avec une 

hémophilie A sévère avec un taux de FVIII inférieur à 1 UI/dL (Valeurs de référence : 50 à 150 % 

ou 50 à 150 UI/dL chez l'adulte et l'enfant) ; les patients avec une hémophilie A modérée ou 

mineure avec respectivement un taux de FVIII compris entre 1-5 UI/dL (1-5%) ou entre 5-40 

UI/dL (5-40%). 47 

Sur le plan clinique, l’hémophilie A se manifeste par des épisodes hémorragiques internes 

non contrôlés. La gravité et la fréquence de ces manifestations sont fortement corrélées au 

taux de FVIII plasmatique circulant. La forme sévère de l’hémophilie A, se caractérise par la 

présence fréquente de saignements spontanés qui entraînent des lésions progressives, 

principalement au niveau des articulations et au niveau des tissus mous. Elle présente un 

phénotype hémorragique sévère et peut se manifester dès le début de la vie notamment par 

des hémorragies intracrâniennes. 43,48 mais bien souvent, les manifestations hémorragiques 

n’apparaissent que lors de l’apprentissage de la marche. Les saignements chroniques au 

niveau des articulations, appelés hémarthroses, conduisent au développement 
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d’arthropathies fortement invalidantes, en particulier au niveau des hanches et des genoux, 

et sont associées une morbidité élevée. 49 Chez les patients hémophiles modérés, les 

saignements peuvent à l’occasion être spontanés, mais le plus souvent, ils surviennent après 

des traumatismes peu importants. En ce qui concerne les hémophiles mineurs, les 

saignements sont rarement spontanés mais surviennent en général à la suite d’un 

traumatisme majeur ou à une intervention chirurgicale. Le tableau I récapitule la relation entre 

la sévérité des symptômes et le taux de FVIII.  

TABLEAU I : CORRELATION DE LA SEVERITE DE L’HEMOPHILIE A AUX TAUX RESIDUEL DE FVIII 

Degré de sévérité Taux résiduel de FVIII 

(Valeurs de référence : 50 à 

150 %) 

Manifestations cliniques 

Sévère <1 UI/dL • Saignement spontané dans les 

articulations (hémarthroses) ou dans 

les muscles principalement en 

l'absence de traumatisme 

identifiable.  

Modéré 1-5 UI/dL (1-5%) • Saignement spontané occasionnel  

• Saignement prolongé lors d'un 

traumatisme mineur ou d'une 

intervention chirurgicale 

Mineure  5-40 UI/dL (5-40%) • Les saignements spontanés sont 

rares  

• Hémorragie grave lors d'un 

traumatisme majeur ou d'une 

intervention chirurgicale.  
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4.b. Les thérapies de l’hémophilie 

Une fois qu’il était établi que l'hémophilie A était due à l'absence du FVIII, son traitement a 

principalement consisté à apporter une source de FVIII exogène. Depuis les années 1960 à 

nos jours, les traitements de l’hémophilie A, ont considérablement évolué, passant des 

cryoprécipités plasmatiques, aux concentrés de FVIII recombinant ou de FVIII d’origine 

plasmatique, puis aux traitements contournant ou mimant l’action du FVIII. Toutes ces 

améliorations ont permis aux patients des pays économiquement développés de disposer 

d’un large panel d’outils thérapeutiques. Dans ce chapitre, nous discuterons dans un premier 

temps des thérapies de remplacement et de leurs limites puis nous discuterons des nouvelles 

stratégies de traitement développées ces dernières années en mettant l’accent sur 

l’emicizumab, un anticorps mimant la fonction du FVIII.  

 

4.b.1 Le traitement substitutif et ses limites 

Les objectifs classiques du traitement de l'hémophilie A sont de prévenir les saignements, de 

minimiser le risque de complications à long terme associées aux lésions articulaires et 

d'améliorer la qualité de vie en maintenant des niveaux appropriés de FVIII. 

Jusque dans les années 1980, le traitement était limité à la thérapie à la demande, c'est-à-dire 

la perfusion de concentrés après l'apparition de l'hémorragie. 50 Même si cette option de 

thérapie peut arrêter le saignement, les dommages aux articulations ou aux muscles 

commencent en général quelques heures après l'apparition du saignement. De nombreuses 

études ont établi l’avantage d’une prophylaxie par rapport à la thérapie à la demande sur la 

santé des articulations. 51–53 La prophylaxie avec les traitements substitutifs en FVIII a été le 

traitement de référence pour les patients atteints d'hémophilie A pendant de nombreuses 

années, permettant un contrôle adéquat des saignements. Elle consiste en l’administration 

intraveineuse de FVIII à fréquence régulière. (2 à 3 jours pour le FVIII à demi-vie standard). La 

prophylaxie par FVIII est efficace mais pose un problème d’observation, notamment chez les 

jeunes enfants et chez les personnes avec une difficulté d’accès aux veines, du fait de la 

récurrence des injections intraveineuses. Pour répondre à ces enjeux, du FVIII recombinant à 
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durée de vie allongée a été développé. Après les premières tentatives pour prolonger la demi-

vie circulante du FVIII grâce à plusieurs stratégies de conjugaison ou de fusion, il est 

rapidement apparu que la clairance du FVIII était dominée par le VWF et que, tant que cette 

influence ne serait pas surmontée, il serait impossible de prolonger de manière plus 

significative la demi-vie du FVIII. Cet objectif a été récemment atteint grâce à l'élégante bio-

ingénierie de la molécule chimérique FVIII-domaines D'D3 du VWF, l'efanesoctocog alfa ou 

BIVV001. Ce FVIII recombinant élaboré est composé d'une seule protéine de FVIII 

recombinante et de trois composants supplémentaires qui contribuent à sa demi-vie accrue: 

un domaine Fc qui facilite le recyclage par la voie du récepteur Fc néonatal, un domaine du 

VWF (D’D3) de liaison au FVIII pour découpler la chimère de FVIII du VWF endogène, et deux 

polypeptides XTEN pour protéger l'efanesoctocog alfa de la dégradation protéolytique et de 

la clairance. Il a le potentiel de fournir des niveaux d'activité du FVIII proches de la normale 

pendant la majeure partie de la semaine, prolongeant ainsi la protection contre les 

saignements avec une dose hebdomadaire unique. 54 

La complication majeure de la prophylaxie substitutive par FVIII, est le développement 

d’anticorps contre le FVIII injecté, notamment chez l’hémophile A sévère. 55,56 Il s’agit 

d’anticorps classiques comme ceux observés en réponse à un antigène exogène à 

l’organisme. Ils sont dits « inhibiteurs » parce qu’ils peuvent neutraliser l’activité pro-

coagulante du FVIII et sont titrés en Unités Bethesda (UB/mL). La présence des inhibiteurs 

(notamment à plus de 5 UB/ml) rend le traitement par FVIII inefficace exposant les patients à 

plus de risques de saignements graves et à la dégradation de leur qualité de vie.57,58 Le 

développement d’inhibiteurs survient chez 5 à 30% des patients HA sévères. 59 Les raisons de 

leur apparition sont multiples. Ils tiennent entre autres de la dose administrée, de 

l’immunogénicité intrinsèque du FVIII, de l’âge d’initiation de la prophylaxie, mais aussi sur 

des mutations propres au système immunitaire du patient comme des polymorphismes du 

gène de l’interleukine 10 (I’IL-10) et du TNF alpha (facteur de nécrose tumorale). 60–62 

Pour éradiquer l’inhibiteur, une induction de tolérance immune (ITI) peut être initiée. Elle fait 

appel à l’administration régulière et répétée de fortes doses de FVIII.   
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4.b.2. Les nouvelles thérapies de l’hémophilie A 

Pour répondre aux divers problèmes posés par les thérapies substitutives à savoir la durée de 

vie limitée du FVIII entrainant des injections trop récurrentes ainsi que le développement des 

inhibiteurs qui représente une impasse thérapeutique, d’autres thérapies ont vu le jour. Elles 

sont appelées thérapies non substitutives. On retrouve des agents permettant de court 

circuiter l’action du FVIII dans la coagulation appelés agents « by-passants » et de nouvelles 

molécules mimant l’activité du FVIII comme l’emicizumab. D’autres thérapies favorisent la 

coagulation en inhibant les anticoagulants naturels. Un récapitulatif des thérapies utilisées 

dans l’hémophilie A depuis les années 1950 est présenté dans la figure 5.  

 

FIGURE 5 : : TRAITEMENT DE L’HEMOPHILIE A AU COURS DU TEMPS   

Adapté de Ozelo et al ; 63 PCC : Concentré de complexe prothrombinique; aPCC : Concentré de complexe 

prothrombinique activé; pdFVIII : Facteur VIII dérivé du plasma ; DDAVP : Desmopressine ; rFVIII : Facteur VIII 

recombinant ; rFVIIa : Facteur VII activé recombinant ; EHL rFVIII : Facteur VIII recombinant à longue durée de 

demi-vie ; siRNA AT : ARN interférant contre l’antitrhombine ; Anti-TFPI : anticorps dirigé contre l’inhibiteur de la 

voie du facteur tissulaire ; Anti-PCa : anticorps inhibiteur de la protéine C activée.  

- Agents « by-passants » 

Il s’agit de molécules permettant de contourner l’action du FVIII dans la coagulation. Elles ont 

été utilisées pour répondre à la demande de traitement pour les patients ayant développé 

des inhibiteurs contre le FVIII. Ces molécules sont le FVII activé d’origine recombinante 

(NovoSeven, Novo Nordisk ®)qui permet la génération de thrombine par la voie extrinsèque 

avec l’aide de son cofacteur le FT, 64,65 et le concentré de protéines du complexe 

prothrombinique activé (activated Prothrombin Complex Concentrates – aPCC). L’aPCC, dont 
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le FEIBA® de Baxter est le seul commercialisé, est constitué de toutes les enzymes et 

cofacteurs nécessaires à la génération de thrombine (prothrombine, FVIIa, le FIXa, le FXa…) 66  

- emicizumab 

L'emicizumab, (Hemlibra®), est un anticorps monoclonal humanisé de type IgG4 bispécifique 

contre le FIX activé (FIXa) et le FX qui, imite la fonction de cofacteur du FVIII manquant dans 

l'hémophilie A. Il se lie simultanément au FIXa et au FX, les rapprochant dans l'espace pour 

favoriser l'activation du FX catalysée par le FIXa et rétablissant ainsi une hémostase efficace 

(Figure 6). 67 Approuvé par l’EMA en 2018, l'emicizumab est utilisé cliniquement chez les 

patients hémophiles A avec ou sans inhibiteurs. 68 

 

FIGURE 6 : ACTION MIMETIQUE DU FVIII PAR L’EMICIZUMAB 
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Contrairement au FVIII qui présente une demi-vie d’environ 12 à 16 h, emicizumab présente 

une demi-vie allant de 4 à 5 semaines, ce qui permet des schémas d'administration plus 

espacées qu’avec le FVIII. En effet, emicizumab étant une immunoglobuline, n'est pas éliminé 

de la circulation par les mêmes mécanismes physiologiques que le FVIII. Il bénéficie des 

mécanismes de recyclage intracellulaire médiée par les récepteurs FcRn et persiste donc 

beaucoup plus longtemps dans la circulation que le FVIII. Selon le RCP du produit (Résumé 

des caractéristiques du produit, Hemlibra®, Roche) la prophylaxie avec emicizumab consiste 

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

de traitement (dose de charge). Les patients ont ensuite le choix pour les doses d’entretien 

entre une dose 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.  

L'absence de ressemblance moléculaire entre l'emicizumab et le FVIII permet également son 

utilisation chez les patients ayant des inhibiteurs du FVIII, ce qui en fait un outil thérapeutique 

utile lorsque l'induction de la tolérance immunitaire et la prophylaxie par les agents by-

passants ont échoué. De plus, grâce à sa voie d'administration sous-cutanée, la prophylaxie 

par emicizumab permet de réduire la charge de traitement associée aux fréquentes 

perfusions intraveineuses de facteur. 69 

Différentes études cliniques multicentriques ont confirmé l’efficacité d’emicizumab dans la 

prévention des saignements chez les patients hémophiles A avec ou sans inhibiteurs contre 

le FVIII. Les essais cliniques HAVEN (1 à 4) ont évalué le nombre de saignements annuels 

(ABR : Annual bleeding rate) et ont rapporté un ABR médian de 1,4 sur une durée de 120 

semaines. Emicizumab est indiqué en prophylaxie pour prévenir les épisodes hémorragiques 

chez les hémophiles A dans toutes les tranches d’âge. L’indication concerne les patients avec 

ou sans inhibiteurs anti FVIII.  

Le traitement a fait ses preuves concernant la sécurité d’emploi. Cependant emicizumab est 

indiqué en prophylaxie, ce qui suppose l’ajout d’autres agents hémostatiques 

supplémentaires (by-passants ou FVIII) lors d’épisodes hémorragiques ou pendant les 
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interventions chirurgicales. Aucun effet synergique n’a été suggéré lors de l’utilisation 

conjointe d’emicizumab et du FVIII. L’utilisation du rFVIIa s’est également avéré efficace sans 

effets indésirables signalés.  Néanmoins, l'utilisation concomitante d'emicizumab et d'aPCC a 

entraîné des complications thrombotiques notamment lors de l’essai clinique HAVEN 1. 70–72 

D’autres thérapies s'affranchissant des schémas classiques basés sur l'utilisation du FVIII ont 

été développés ou sont en cours de développement. Certaines de ces thérapies émergentes 

favorisent l'hémostase en inhibant les anticoagulants naturels. Ils visent à rétablir un équilibre 

hémostatique en inhibant l’axe anticoagulant. On retrouve le Concizumab et le Marstacimab, 

deux anticorps monoclonaux dirigés contre différents domaines du TFPI, 73,74 et le Fitusiran, 

75 un ARN interférent dirigé contre l'antithrombine.  76,77 D’autres thérapies non substitutives 

sont en cours de développement comme le Mim8, un autre anticorps bispécifique anti FIXa 

et FXa. 78 La figure 7 recapitule les principaux nouveaux traitements et leurs cibles. 

 

 

FIGURE 7 : RECAPITULATIF DES NOUVELLES THERAPIES ET LEURS CIBLES 

Ac anti TFPI : Anticorps inhibiteur de l’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire ; FVIII (Rec, EHL) : Facteur VIII, 

recombinant ou à longue durée de demi-vie ; Si-ARN anti AT : petit ARN interférant anti antithrombine. 
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L’une des grandes innovations dans le traitement de l’hémophilie est la thérapie génique. 

C’est une nouvelle modalité de traitement efficace qui permet de contourner les 

complications des autres thérapies abordées auparavant. 79 La thérapie génique consiste en 

la perfusion unique d'un vecteur viral, qui entraîne la transduction d'un gène codant pour le 

facteur déficient avec l’objectif d’apporter au patient une thérapie efficace en une intervention 

unique.  

Contrairement à l’hémophilie B, les approches de thérapie génique pour l’hémophilie A, se 

sont heurtées à des difficultés spécifiques au FVIII qui ont retardé sa mise en place. En effet, 

la taille du transgène pour le FVIII dépassait la capacité du vecteur viral pressenti. La stratégie 

a donc consisté à tronquer l’ADNc du FVIII humain de son domaine B, à priori non impliqué 

dans l’activité pro-coagulante du FVIII. 80–82 Le premier traitement de l'hémophilie A par 

thérapie génique a ainsi été récemment été approuvé par les autorités de régulation 

américaines et européennes : il s'agit de l'AAV5-hFVIII-SQ (valoctocogene roxaparvovec), qui 

cible l'expression de l'ADNc du facteur VIII dans le foie. Le suivi sur 2 ans des patients lors de 

l’essai clinique a en effet conclu à une persistance de l'efficacité hémostatique malgré des 

élévations transitoires des taux d'alanine aminotransférase (transaminases hépatiques). 83 Si 

la thérapie génique laisse entrevoir la possibilité d’un traitement unique pour l’hémophilie A, 

elle présente toutefois un certain nombre de limites qui sont encore à l’étude, notamment la 

toxicité hépatique en ce qui concerne tous les AAV avec un tropisme hépatique et la 

préexistence des anticorps anti-capsides ou l’induction d’une nouvelle réponse humorale 

neutralisante contre les AAV. Dans le cas spécifique de l’hémophilie A, le ciblage des 

hépatocytes qui ne sont pas les producteurs physiologiques du FVIII pèse sans doute sur la 

variabilité inter et intra individu observée mais aussi la diminution progressive de la 

production du FVIII qui est observée. 82,84–87 



36 
 

5. Approches d’études de la coagulation chez les patients hémophiles 

L’introduction des nouveaux traitements discutés plus haut induit de nouveaux enjeux pour 

le suivi des patients. 88 En effet, pour les patients traités par les thérapies de remplacement 

de FVIII, le suivi classique consiste en un dosage spécifique du FVIII. A cette fin, les tests 

utilisés sont des tests de coagulation chronométriques basés sur le temps de céphaline 

activée (TCA) ou des tests d'activité chromogénique basés sur l’utilisation des protéines 

purifiées soit d’origine humaine, soit d’origine bovine. 

Le monitoring des nouvelles thérapies a fait émerger des différences majeures au niveau des 

résultats obtenus par ces deux tests principaux dans le suivi des effets hémostatiques de ces 

nouveaux traitements. 89,90 

- Exemple de la prophylaxie avec emicizumab 

Les concentrations d'emicizumab mesurées dans les études cliniques HAVEN sont stables à 

partir de la cinquième semaine de traitement, entre 30 et 50 µg/mL ce qui implique une 

pharmacocinétique prévisible chez tous les patients. De plus, les données récentes montrent 

une prévention constante des saignements dans l'intervalle d'administration, quel que soit le 

schéma d'administration choisi. 91 Le suivi biologique de routine n’est donc pas nécessaire 

pour les patients sous prophylaxie emicizumab. Néanmoins l'évaluation de l’effet 

hémostatique des traitements peut être nécessaire dans des situations complexes comme 

lors d’épisodes hémorragiques nécessitant l’utilisation d’autres agents hémostatiques (FVIII, 

agents by-passants) ou dans les rares cas de développement d’anticorps anti emicizumab. 92  

Le test de dosage de l’activité du FVIII basé sur le TCA mesure le temps nécessaire à la 

formation d’un caillot, notamment le temps nécessaire pour l’activation du FVIII en FVIIIa par 

la thrombine. Dans le cas des patients sous prophylaxie avec emicizumab, l’utilisation du test 

basé sur le TCA donne des temps de coagulation très raccourcis puisque emicizumab ne 

nécessite pas d’activation par la thrombine. Il agit directement en rapprochant le FIXa du FX. 

Dans le test chromogénique, le plasma du patient est dilué et mélangé avec du facteur X (FX) 

purifié, du facteur IXa (FIXa), des phospholipides, de la thrombine et des ions Ca2+. Cela 
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conduit à la génération de FXa, dont la quantité est analysée en utilisant un petit substrat 

synthétique qui est hydrolysé par le FXa. 93,94 Les kits de test utilisant des facteurs de 

coagulation d’origine humaine réagissent à emicizumab, et peuvent surestimer le potentiel 

hémostatique clinique d’emicizumab. En revanche, les kits de test utilisant des facteurs de 

coagulation d’origine bovine sont insensibles à emicizumab et peuvent être utilisés pour 

surveiller l’activité du FVIII endogène ou perfusé.  

Pour évaluer l’effet hémostatique, les tests globaux d’évaluation comme le test de génération 

de thrombine (TGT), offre une issue intéressante. 95 

Le test de génération de thrombine est un test dit « global » car il reflète toutes les réactions 

pro- et anticoagulantes qui régulent la formation et l’inhibition de la thrombine. Il consiste 

en une mesure continue de la génération thrombine. Ainsi, il permet d’analyser les phases 

d’amplification et de propagation (où une grande quantité de thrombine est générée) et la 

phase de terminaison (où la formation de thrombine est arrêtée par des voies anticoagulantes 

et où toute l’activité de la thrombine est inhibée par des protéases plasmatiques).Remis au 

goût du jour dans les années 1990 par le Pr. Hemker, 96 des efforts ont été faits pour 

normaliser et automatiser le test. 

Ce test qui couvre la coagulation de son initiation à son inhibition offre la possibilité d’évaluer 

les différentes voies en utilisant différents déclencheurs (FXIa ou FT). Contrairement aux tests 

qui mesurent le temps nécessaire à la formation d’un premier caillot, le TGT suit la cinétique 

de la formation de l’enzyme capitale de la coagulation qu’est la thrombine. En outre, le TGT 

permet également d’inclure d’autres participants physiologiques de la coagulation qui ne 

peuvent pas être étudiés par les tests chronométriques et chromogéniques. Le test de 

génération de thrombine est modulable. Des modèles en sang total, en plasma riche en 

plaquettes ou à la surface de cellules diverses ont ainsi été développés. 70,97,98 Dans ce dernier 

cas, il permet d’étudier les propriétés pro- et anti-coagulantes des surfaces cellulaires. Il faut 

noter que dans la version classique du TGT des vésicules phospholipidiques sont rajoutées 

dans le milieu réactionnel pour servir de surface pro-coagulante aux complexes de la 

coagulation.  
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Concrètement, la formation de thrombine dans le plasma à tester est déclenchée par de 

petites quantités de facteur tissulaire (FT) et de phospholipides, et la génération de thrombine 

est surveillée en permanence au moyen d'un substrat fluorogénique spécifique. Le signal 

fluorescent est enregistré en continu durant une période pouvant aller jusqu’à 2 heures. Il est 

ensuite converti en concentration de thrombine grâce à un calibrant (Thrombin calibrator ; 

Stago). Ce dernier est formé d’un complexe α2-macroglobuline-thrombine qui clive le 

substrat fluorescent à vitesse constante et est exprimé en unité équivalent de thrombine. 97 

Quatre paramètres sont principalement discutés dans la figure 8 

 

FIGURE 8 : LES DIFFERENTS PARAMETRES ANALYSES DU TEST DE GENERATION DE THROMBINE 

 

- Le temps de latence (lag time, LT) qui correspond au temps écoulé entre le moment du 

déclenchement de la coagulation et le moment où une concentration d’environ 10-30 nM de 

thrombine est atteinte. Il est le reflet de la phase d’initiation et s’exprime en minutes 

- Le temps au pic (time to peak, TTP) qui correspond au temps écoulé entre le moment du 

déclenchement de la coagulation et le moment où la quantité maximale de thrombine est 

atteinte et s’exprime en minutes 
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La hauteur de pic (peak height, PH) qui correspond à la concentration maximale de thrombine 

générée, elle est le reflet de la phase d’amplification de la coagulation et s’exprime en nmol/L 

(nM) 

- L’aire sous la courbe aussi appelée potentiel endogène de thrombine (endogenous 

thrombin potential, ETP) qui reflète la quantité totale de thrombine formée et est exprimée 

en nM.min. 

B. Le facteur X : un acteur pivot dans la coagulation et au-delà 

Un des acteurs clés de la coagulation, du fait de sa position centrale dans la cascade 

enzymatique est le FX. Cette glycoprotéine synthétisée par le foie circule dans le sang sous 

forme de zymogène à une concentration environnant 8-10 µg/ml. Il a été identifié pour la 

première fois vers la fin des années 1950 par deux équipes indépendantes. Telfer et al. en 

1956 rapportent le cas d’une patiente présentant des troubles hémorragiques dus au déficit 

d’un facteur de la coagulation alors nommé Facteur Prower. En 1957, l’équipe de Hougie 

décrit à son tour un profil anormal de la coagulation dû au déficit d’une protéine alors nommé 

Facteur Stuart. Le Facteur Stuart-Prower sera plus tard purifié et caractérisé à partir de plasma 

humain. 99,100 Un accent sera mis sur la plupart des aspects de la biologie du FX dans les 

sections suivantes. 

1.  Structure du gène et de l’ARN messager 

Le gène du FX humain, noté F10, est situé au site 13q34-ter sur le bras long du chromosome 

13. Il mesure environ 22 kilobases (kb) et est approximativement situé 28kb en aval du gène 

du facteur FVII de la coagulation. Il contient 8 exons séparés par 7 introns. Une forte relation 

existe entre l’organisation du gène et la structure de la protéine. En effet chacun des 8 exons 

code pour un domaine d’homologie de structure du précurseur du FX. Tous ces domaines 

sont codés par des exons (E I-EV III) comme montré sur la figure 9. L’exon 1 (E I) code pour le 

peptide signal, l’exon 2 (E II) pour le propeptide et un domaine riche en acides gamma-

carboxy-glutamiques ou domaine Gla, l’exon 3 (E III) pour un court segment de liaison 

d’acides aminés (aa) aromatiques, les exons 4 et 5 (E IV et E V) codent pour les domaines 
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homologues à l’Epidermal Growth factor (EGF), les domaines EGF 1 et 2. L’exon 6 (E VI) code 

pour la région contenant le peptide d’activation et les exons 7 et 8 (E VII) et (E VIII) pour le 

domaine catalytique contenant le site actif de type serine protéase. 101 L’organisation du gène 

du FX présente une forte similitude avec les gènes d’autres facteurs vitamine K-dépendants 

de la cascade de la coagulation comme le facteur IX (FIX), le facteur VII (FVII) ou la protéine 

C (PC). Les recherches sur l’évolution des protéases de la coagulation ont conduit à 

l’hypothèse selon laquelle les gènes de ces protéines ont évolué à partir d’un gène ancestral 

commun. 102  

Les structures tri-dimensionnelles qui résultent de ces gènes, sont ainsi, elles aussi, similaires, 

à l’exception de certains acides aminés spécifiques permettant de différencier les fonctions 

de ces facteurs. 

L’ADNc du F10 est constitué de 1474 bases. Parmi celles-ci 1344 bases codent pour les 488 

acides aminés de la protéine mature, tandis que les 120 situées en amont (5’) codent pour le 

peptide signal et le propeptide du FX. Une zone non traduite de 10 bases précède la queue 

Poly A à l’extrémité 3’. Le signal de polyadénylation se retrouve ainsi intégré dans la séquence 

codante de l’ARNm du FX.  

L'épissage alternatif du gène F10 génère de multiples variants de transcrits codant pour 

différentes isoformes de la protéine qui subissent ensuite un traitement protéolytique 

similaire afin de générer des polypeptides matures. 103 
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FIGURE 9 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE : DU GENE F10 A LA STRUCTURE DU FX MATURE.  

Le gène F10 comporte 8 exons séparés par 7 introns. Il est situé en position terminale du bras q du chromosome 13 
(13q34-ter). Chacun des exons code pour un domaine d’homologie de la protéine précurseur (Pré-pro-FX). L’exon I 
code pour le peptide signal (S), l’exon II pour le propeptide (ProP) et le domaine Gla. L’exon III pour le segment 
d’acides aminés (aa) aromatiques, les exons IV et V codent pour les domaines homologues à l’Epidermal Growth 
factor (EGF- 1 & 2). L’exon VI code pour le peptide d’activation (PA) et les deux exons VII et VIII codent pour le 
domaine catalytique (DC).  
Les flèches (  ) représentent les sites de clivage permettant de passer de la protéine précurseur (FX Précurseur) au 
zymogène mature (FX mature). Dans l’ordre, clivage du peptide signal (1), du propeptide (2), de la région arginine-
Lysine-Arginine, -RKR-, (3 et 4) permettant le passage à la protéine bicaténaire. Les acides aminés gamma-
carboxyglutamiques sont représentés par     sur le domaine Gla. 

2. Biosynthèse et structure du FX 

Le FX synthétisé par le foie est une pré-pro-protéine qui subit différentes modifications post-

traductionnelles afin d’aboutir au FX mature, bicaténaire, retrouvé dans le plasma. 100 Ce 

précurseur contient le peptide signal et le propeptide (aa -40 à -1) codés respectivement par 

l’exon 1 et l’exon 2 (figure 9). Le peptide signal a pour rôle d’orienter la protéine précurseur 

vers le réticulum endoplasmique, où les premières modifications post-traductionnelles sont 

effectuées. Dans ce contexte, la pré pro-protéine perd de son peptide signal et subit la γ-
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carboxylation des 11 acides glutamiques situés dans le domaine Gla, après le propeptide, à 

l'extrémité amino-terminale. 

Cette γ-carboxylation est réalisée grâce à la présence du propeptide, d’une enzyme appelée 

γ-carboxylase et son cofacteur, la vitamine K réduite. La γ-carboxylation du domaine Gla, 

permet au FX de de se lier aux membranes pro-coagulantes en présence de calcium.  Ensuite, 

dans le même compartiment endoplasmique, deux résidus du FX humain, Asn181 et Asn191 

sont soumis au processus de N-glycosylation. 104 105 Dans l'appareil de Golgi, il y a une O-

glycosylation supplémentaire sur les résidus Thr159 et Thr171 du peptide d'activation du FX 

humain. 106 Ces étapes sont suivies de la conversion en acide β-hydroxyaspartique de l’Asp63 

du premier domaine EGF. Ceci permettrait un changement de conformation favorable à 

l’activation du FX en présence de calcium 107 De plus, lorsque la protéine est transportée à 

travers le réseau trans Golgien, le propeptide est clivé par une protéase. Ensuite, un processus 

de clivage protéolytique se produit entre Arg139 et Ser143 conduisant à l'élimination d'un 

tripeptide basique interne, Arg-Lys-Arg (RKR), et à la formation d'une molécule à deux 

chaînes, maintenues ensemble par une liaison disulfure (figure 9). 

Le FX mature circule dans le plasma sous forme d'une glycoprotéine bicaténaire de 445 aa. 

On distingue à partir de l’extrémité N-terminale la chaîne légère de 17 kDa constituée du 

domaine Gla, suivie par un enchaînement d’acides aminées aromatiques, puis par deux 

domaines EGF. Le domaine Gla est responsable de la liaison du FX aux phospholipides des 

membranes, comme les plaquettes activées, en présence de calcium. Quant aux domaines 

EGF-like, des études structurales ont montré qu’ils contiennent un feuillet beta majeur et un 

feuillet beta mineur, reliés entre eux par trois ponts disulfures et terminés par des boucles en 

épingle de cheveux.108 La chaîne lourde du FX, d’un poids de 49 kDa, contient le peptide 

d’activation et le domaine catalytique à l’extrémité C-terminale.  Le peptide d’activation, situé 

dans la première partie de l’extrémité N-terminale de la chaîne lourde contient les sites de O- 

et N-glycosylation du FX. Il a été démontré que ces derniers jouent un rôle déterminant dans 

le mécanisme de clairance du FX. 109L’activation du zymogène FX, en enzyme FXa passe par 

une protéolyse spécifique du pont arginine-isoleucine en position 195-196 libérant ainsi le 

peptide d’activation. Le domaine catalytique du FX appartient à la famille des serines 
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protéases de type trypsine. Il est intéressant de noter que le domaine catalytique du FX est 

homologue à celui des autres sérines protéases de l’hémostase (FVII, FIX, PC, thrombine) du 

fait d’une structure primaire très conservée.  Les régions conservées sont séparées de régions 

variables conférant à ces enzymes des spécificités particulières qui les différencient.  

Les deux chaînes du FX sont reliées entre elles, par un pont disulfure entre le deuxième 

domaine EGF et le domaine catalytique. 

Le FX une fois secrété par les hépatocytes, circule dans le sang avec une demi-vie d’environ 

24 à 48 heures chez l’homme. Des études récentes de notre équipe ont montré qu’il circulait 

en majorité complexé à une protéine constitutionnelle appelée la pentraxine 2 (PTX2 ou SAP 

pour serum amyloid P component)110,111. Le mécanisme est illustré ci-après dans la figure 10. 

Bien que le mécanisme de clairance du FX n’a pas encore été identifié, notre équipe a mis en 

évidence que ce complexe jouait un rôle fondamental dans la régulation des taux circulant 

de la protéine. En effet, notre équipe a montré que les taux de ces deux protéines sont 

corrélés à la fois chez la souris et chez l'homme via un processus original.  Le complexe 

FX/PTX2 circulant se lie à la surface des macrophages au scavenger receptor A-1 (SRA-1). Via 

cette interaction, les macrophages, malgré leur fonction de principaux phagocytes de 

l’organisme, vont permettre l’accumulation du complexe à leur surface ce qui va constituer 

un réservoir de FX qui sera libéré ultérieurement. Ce processus réduit la cinétique de clairance 

du FX. Ainsi, lorsque le complexe FX/PTX2 n’est pas formé ou qu’il y a un défaut de présence 

du récepteur SRA-1 on observe une clairance accélérée du FX et de la PTX2. Ce mécanisme 

de régulation de taux circulants du FX via des interactions avec des partenaires qui sont 

impliqués dans d’autres processus biologiques que l’hémostase est responsable du fait que 

le FX a une demi-vie relativement plus longue que celle observée pour des protéines de la 

coagulation possédant une structure similaire comme le FIX (demi-vie de 18 à 24h), le FVII 

(demi-vie de 3 à 6h) ou la protéine C (demi-vie de 6 à 10h). A l'inverse, une fois activé, le FXa 

se lie à l’alpha 2 macroglobuline et subit un catabolisme hépatique extrêmement rapide. 112 
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FIGURE 10 : MECANISME DE REGULATION DU TAUX DE FX PAR SR-AI ET PTX2 

Adapté de Muczynski et al. 111 

3. Voies d’activation du FX 

Pour remplir sa fonction au cours de la coagulation sanguine, le zymogène FX est activé en 

une sérine protéase, le FXa. L’activation passe par une protéolyse qui libère le peptide 

d’activation du reste de la protéine mature. Le clivage protéolytique du FX est effectué au 

cours de la coagulation par deux complexes d’enzymes distincts avec des cinétiques 

d’apparition différentes. Le premier complexe agit dans la phase d’initiation de la coagulation 

et l’autre au cours des étapes d’amplification et de propagation. Comme montré par la figure 

11, les deux complexes hydrolysent la même liaison peptidique au sein du FX, Arg195-Ile196, 

libérant ainsi la boucle catalytique du FX. 
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FIGURE 11 : DU FACTEUR X AU FACTEUR XA 

Modifications structurales du passage du FX au FXa. La flèche (  ) représente le site de clivage permettant de passer 

de la protéine mature (FX mature) à l’enzyme FX activé (FXa). Le FXa se forme suite au relargage du peptide 

d’activation et au changement de conformation après hydrolyse de la liaison entre l’Arginine 195 et l’Isoleucine 196 

du FX. FT-FVIIa : complexe d’activation du FX dans l’initiation ; FVIIIa, FIXa, Ca2+, PL : complexe tenase.  Les acides 

aminés gammacarboxyglutamiques sont représentées par     sur le domaine Gla. 

4. Fonctions du FX/FXa dans la coagulation 

L’indispensable rôle du FXa dans la coagulation consiste à activer la prothrombine en 

thrombine. Il s’agit de la seule étape non dupliquée de la cascade de la coagulation, ce qui 

concède une importance critique à l’activateur qu’est le FXa. Pour cliver la prothrombine, le 

FXa agit dans le complexe prothrombinase avec le FVa à la surface des phospholipides 

membranaires négativement chargés et en présence de calcium. Ces phospholipides peuvent 

être des membranes plaquettaires, des cellules endothéliales ou des surfaces de cellules 

sanguines périphériques notamment les monocytes, les lymphocytes et les neutrophiles. Bien 

que le FXa soit capable de cliver la prothrombine, l'assemblage du complexe prothrombinase 

permet un clivage plus important.25–27  

Le site catalytique du FXa transforme la prothrombine en thrombine par deux clivages 

séquentiels au niveau des résidus Arg271 et Arg320 générant ainsi deux intermédiaires 

potentiels différents à savoir la préthrombine-2 et la meizothrombine. 113 Des études ont 

montré que le complexe prothrombinase, générait préférentiellement de la meizothrombine 
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comme intermédiaire, en clivant l’Arg320 avant le clivage de l’Arg271, aboutissant alors à la 

thrombine (figure 12). 114,115  

 

FIGURE 12 : ACTIVATION DE LA PROTHROMBINE PAR LE COMPLEXE PROTHROMBINASE 

Le FXa forme avec son cofacteur, le FVa, le complexe prothrombinase enchâssé dans les phospholipides. Il clive la 

prothrombine après l’arginine 320 (R320) pour former la meizothrombine (mIIa) puis après l’arginine 271 (R271) 

pour former l’enzyme capitale de la coagulation, la thrombine (IIa). Les ions calcium (Ca2+) rentrent dans la 

formation du complexe entre phospholipides, FVa et FXa.  

La fonction prothrombinase du FXa est ensuite régulée par les facteurs anticoagulants 

notamment l’antithrombine, le TFPI et le ZPI (Z-related Protein Inhibitor).  

Un autre rôle du FXa dans la coagulation se situe dès la phase d'initiation, lors de l'activation 

du FX en FXa par le complexe FT-FVIIa. En effet, le tricomplexe FT-FVIIa-FXa laisse libre le 

domaine catalytique du FXa. Il a été démontré qu’au sein de ce complexe, le FXa possède la 

capacité de cliver le FVIII en FVIIIa participant ainsi à l’amplification de la coagulation par 

génération de son propre activateur, le complexe tenase. 116 

Le tri complexe FT-FVIIa-FXa joue également un rôle important dans le contrôle de l’activité 

du facteur tissulaire par le TFPI. Le deuxième domaine inhibiteur de protéase de type Kunitz 

(K2) du TFPI interagit avec le site actif du FXa, au sein du complexe FT-FVIIa-FXa. Cette 

interaction est une étape critique pour que le domaine Kunitz 1 (K1) du TFPI puisse inhiber 

efficacement le complexe FT-FVIIa. 117 Cette étape est essentielle à l’activité inhibitrice du TFPI 

sur le facteur tissulaire.  
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5. Les fonctions du FX au-delà de l’hémostase  

Générer la thrombine à partir de son précurseur la prothrombine est la fonction la plus 

étudiée du FXa. Cependant, de nombreuses études ont montré que le FX/FXa pouvait être 

impliqué dans différents processus physiopathologiques, au-delà de la coagulation. 

L’hypothèse selon laquelle le FX aurait d’autres fonctions physiologiques est venue de 

l'observation d'une létalité embryonnaire partielle de souris déficientes en FX. En effet, 

l’atteinte ciblée des deux gènes F10, chez la souris, entraine la mort in utéro de 50% des souris 

homozygotes. 118 Ces dernières ne présentent cependant pas de défaut histologique dans 

leur système vasculaire ni de leur sac vitellin. Les souriceaux arrivés à terme meurent entre J0 

et J20 après leur naissance. Ils ont succombé principalement à de saignements intra-

abdominaux sévères, mais aussi, sous-cutanés et intracrâniens. Les phénotypes observés ont 

permis d’émettre l’hypothèse selon laquelle le FX/FXa, aurait des fonctions importantes dans 

le développement embryonnaire, fonctions indépendantes de ses fonctions dans la 

coagulation. Le FX/FXa longtemps considéré comme simple enzyme prothrombotique, est 

désormais étudié pour les effets directs qu’il exerce sur une grande variété de types de cellules 

via l'activation de ses deux principaux récepteurs, le récepteur activé par la protéase 1 (PAR-

1) et le PAR-2 (figure 13). 
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FIGURE 13 : LE FX AU-DELA DE LA COAGULATION : REPRESENTATION DES PRINCIPALES FONCTIONS DECRITES  

 

Pour exemple, il a été montré que la présence du FXa aux côtés du FT-FVIIa est essentielle au 

clivage du récepteur PAR-2 impliqué dans la signalisation endosomale dépendante des 

intégrines.  119–121 

Récemment, il a également été montré que le FX/FXa extra vasculaire, exprimé notamment 

par les monocytes pouvait augmenter le potentiel infectieux de certains virus comme les 

coronavirus (SARS-CoV) par effet protéolytique. Le FXa permettrait le clivage de la protéine 

spike des virus. Cette dernière est composée d’une protéine de fusion et d’un domaine de 

liaison au récepteur. Le FXa en clivant la protéine spike, permet la fusion de la protéine de 

fusion ainsi libérée, aux membranes des cellules hôtes. 40,41 

En outre, d’autres études ont mis en évidence l’implication du FXa dans la mitose des cellules 

musculaires lisses artérielles, favorisant ainsi, la resténose à la suite de lésions vasculaires dans 

des modèles animaux. 124,125 

De nombreux exemples des fonctions non hémostatiques du FX et du FXa sont désormais 

rapportées dans la littérature et comprennent la régulation de l’expression du FT, la 

modulation de la réponse immunitaire face à la croissance tumorale ou aux infections virales, 

ainsi que la stimulation des réponses pro-inflammatoires et profibrotiques. 126–128 
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Par ailleurs, à notre connaissance et jusqu’à présent, aucune publication ne fait état d’un 

individu humain présentant une délétion des deux allèles du gène F10. Toutes les mutations 

décrites sont soit des mutations faux-sens, soit des hétérozygotes composés où un allèle 

présente une délétion ou un codon d'arrêt tandis que l'autre présente une mutation faux-

sens. Cette observation suggère que l'absence totale de facteur X n'est pas viable, ce qui 

souligne l'importance vitale de cette protéine dans les processus biologiques fondamentaux. 

6. Anomalies liées au facteur X  

Du fait de son importance critique dans la cascade de la coagulation, le gène F10 bénéficie 

d’une conservation tout au long de l’évolution. Quelques rares cas de patients présentant un 

déficit sévère (activité de FX <1 %) en FX ont été décrits. 129 Les anomalies les plus 

fréquemment rencontrées comprennent des mutations du gène F10 pouvant parfois 

conduire à des défauts qualitatifs de la protéine FX ou en un déficit quantitatif dans la 

circulation sanguine. 

6.a.  Déficit en facteur X 

Le déficit en FX est une coagulopathie due à la réduction de l’activité du FX associée ou non 

à un déficit de la quantité d’antigène présent. Elle est caractérisée par des saignements plus 

ou moins sévères en fonction du taux d’activité de FX circulant dans le sang. Le déficit en FX 

peut être d'origine héréditaire ou acquise et ses manifestations cliniques incluent des 

hémorragies. Dans la forme congénitale de la maladie, la sévérité du saignement est corrélée 

à l’activité résiduelle de FX. La classification actuelle distingue 3 groupes selon l’activité 

résiduelle de FX. La forme la plus sévère correspond au groupe avec un taux de FX < 10 %. 

Ces patients peuvent présenter des hémorragies majeures comme des saignements du 

système nerveux central. Les patients avec un déficit modéré ont un taux de FX compris entre 

10 et 40 % et présentent des saignements mineurs spontanés ou provoqués. Les patients 

avec un déficit mineur ont un taux de FX > 40% et sont généralement asymptomatique. 130,131 
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Le tableau II rapporte la classification proposée par le comité scientifique de standardisation 

(SSC ou Scientific and Standardization Committee) de l’ISTH (International Society on 

Thrombosis and Haemostasis). 132 

 

TABLEAU II : CLASSIFICATION DES DEFICITS EN FX   

Degré de sévérité Taux résiduel de FX 

(Valeurs de référence : 70 à 

150 %) 

Manifestations cliniques 

Sévère <10 % • Saignement du système nerveux 

central 

• Saignements gastro intestinaux  

• Saignement du cordon ombilical  

• Hémarthroses et hématomes 

récurrents 

Modéré 10 – 40 % • Saignements spontanés ou 

provoqués (mineurs) 

• Saignements muco-cutanés 

Mineure  > 40 % • Généralement asymptomatiques  

  

 

Une autre classification du déficit en FX permet de distinguer les déficits quantitatifs des 

anomalies qualitatives. Elle se fait sur la base de deux tests, un test de fonctionnalité qui 

renseigne sur l’activité du FX et un dosage immunologique qui permet de déterminer le taux 

d’antigène FX. On distingue ainsi le trouble hémorragique de type I caractérisé par une faible 

activité coagulante et un faible taux d'antigènes immunologiques FX et le trouble 

hémorragique de type II caractérisé par une faible activité coagulante et un taux d'antigènes 

FX normal ou subnormal.  

Dans les années 1985, une classification plus complexe avait été proposée par Fair et 

Edgington. Elle prend en compte les résultats de dosages additionnels tels que la mesure de 



51 
 

l'activité du FX dans un test utilisant le venin de vipère de Russell. 133 Cette classification prend 

en compte l’hétérogénéité des défauts moléculaires responsables du déficit en FX. Par 

exemple le FX Friuli est un FX non activable par les facteurs des deux voies de la coagulation 

mais reste activable par le venin de vipère de Russell. (In vitro) 134  

Selon l'origine de l’anomalie, on distingue les déficits congénitaux et acquis. 

6.a.1. Déficit congénital 

Le déficit congénital en FX est une anomalie extrêmement rare de la coagulation. Du fait de 

l’importance critique du FX dans la physiologie, son déficit sévère est l’un des plus rares 

déficits dans la coagulation. C’est une anomalie transmise suivant un mode autosomal 

récessif. Les individus hétérozygotes (activité FX > 30 %) sont généralement 

asymptomatiques mais les homozygotes, dès leur jeune âge, présentent un tableau clinique 

hémorragique sévère. L’incidence du déficit en FX est d’un individu sur 500 chez les 

hétérozygotes et d’une naissance sur 1 million pour les homozygotes dans la population 

générale. Cependant, dans les régions où les unions consanguines sont fréquentes comme 

l’Iran ou le sud de l’Inde, la fréquence de cette anomalie est multipliée par 8 à 10. 135,136  

Les premiers cas de déficit en FX ont été décrits par les équipes de Hougie et Telfer en 1956 

et 1957. 137,138 Il s’agissait dans un cas d’un déficit quantitatif de type I et dans l’autre un 

défaut d’activité d’un FX dysfonctionnel. Depuis, plusieurs autres cas ont été décrits et 

plusieurs mutations ont été identifiées comme étant à l’origine des défauts quantitatifs ou 

fonctionnels du FX. Le déficit en FX est caractérisé par une grande hétérogénéité moléculaire 

et clinique. 130,139 On retrouve notamment des mutations faux-sens qui se traduisent par la 

substitution d’un ou de plusieurs acides aminés dans le FX mature. Pour exemple, une 

mutation dans l’exon 8 a conduit à la substitution p.(S334P) chez une patiente. Cette mutation 

entraine l'altération de l'orientation du site de clivage du facteur X, empêchant l'activation de 

la molécule. 140 D’autres mutations ont été décrites sur les différents exons du gène F10. Il est 

intéressant de noter que les mutations rapportées sont réparties sur l'intégralité du gène 

excluant l’hypothèse de l’existence d’une région « hot spot » 141 Ces mutations engendrent 
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des manifestations cliniques lorsque le nouveau résidu modifie les relations structure-

fonction de l’enzyme. 

En ce qui concerne les mutations non-sens, elles conduisent à la synthèse de protéines 

tronquées, ce qui se traduit immanquablement par des troubles hémorragiques. Ces 

mutations sont toutefois, plus rarement retrouvées sous forme homozygote.  

Des mutations et délétions hétérozygotes sont également retrouvées. La copie sauvage 

résiduelle permet donc de générer du FX normal même si en moindre quantité. Les formes 

hétérozygotes engendrent ainsi des déficits modérés, le plus souvent cliniquement 

asymptomatiques ou résultant en des saignements post-traumatiques. 142,143 

6.a.2. Déficit acquis 

Dans sa forme acquise, le déficit en FX se développe suite à différentes pathologies. 

Classiquement, on le retrouve dans les hépatopathies. En effet, le FX étant synthétisé par le 

foie, sa production, se trouve affecté lors de pathologies hépatiques. Ce déficit est alors 

combiné à ceux d'autres facteurs de coagulation produits par les hépatocytes. Une autre 

occurrence de déficits combinés, y compris le déficit en FX, se rencontre lors d’un traitement 

par des anti-vitamine-K ou par défaillance du système de gamma carboxylation. La 

maturation de l’ensemble des facteurs vitamine-K dépendants (FII, FVII, FIX et FX) est alors 

affectée.  

Dans de rares cas, un déficit acquis en facteur X peut se développer dans le cadre de certaines 

pathologies auto-immunes ou à la suite d’infections virales notamment respiratoires. Ce 

phénomène se produit lorsque les anticorps de la réponse immunitaire humorale anti virale, 

initialement dirigés contre le virus, présentent une réactivité croisée envers le FX. 144 

La prise de certains traitements a aussi été associée au développement d’un déficit en FX. 

Parmi ces traitements, on retrouve notamment l’érythromycine mais aussi d’autres 

antibiotiques comme l’amoxicilline ou des fongicides dans d’autres études référencées. 145–

147 Le mécanisme de développement de ce déficit n’est pas toujours clarifié. Il est possible 

que soit due à une activité inhibitrice dirigée contre le FX mais cela n’a été confirmé que dans 
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quelques rares cas. 148. Dans un cas concernant l’utilisation de l’érythromycine, le 

développement du déficit en FX était consécutif à l’hépatotoxicité de la molécule. 145 

Cependant, la forme prépondérante de déficit acquis en FX, est celle liée à l’amylose à chaînes 

légères (amylose AL), pathologie dont je discuterai longuement plus loin (partie C). 149,150 Bien 

que le déficit en FX soit aussi associé à une variété d’affections malignes (cas sporadiques), 

l’association particulière entre amylose AL et déficit en FX est régulièrement observée depuis 

des décennies.151 Dans certains cas, l’amylose primaire est d'ailleurs diagnostiquée grâce à un 

déficit en FX. 152 Selon la littérature, environ 14% des patients amylose AL développent un 

déficit en FX (FX : C < 50 %) et ce déficit est une complication qui peut marquer la sévérité de 

l’amylose AL.  

Sur le plan clinique, contrairement au déficit congénital en FX, les manifestations cliniques du 

déficit acquis en FX varient considérablement et vont de l'absence de saignement observé à 

des hémorragies pouvant menacer le pronostic vital. Parmi les manifestations les plus 

fréquemment rencontrées on retrouve les saignements gastro-intestinaux, les saignements 

muco-cutanés et des ménorragies/métrorragies. 147,153 Dans le déficit acquis associé à 

l’amylose AL, les patients présentent, en plus des symptômes liés aux organes affectés par les 

dépôts amyloïdes, des manifestations hémorragiques telles que des saignements cutanéo-

muqueux et gastro-intestinaux. Ces symptômes hémorragiques s’expliquent par différents 

mécanismes rapportés dans la littérature dont je discuterai plus loin dans le chapitre consacré 

au lien entre l’amylose AL et le déficit en FX. On retrouve notamment une fragilité vasculaire 

du fait des dépôts amyloïdes dans le lit vasculaire, des déficits en facteurs de la coagulation 

ou quelque fois des suspicions d’hyperfibrinolyse induite par la présence des fibrilles 

amyloïdes.   Cependant, l’anomalie de la coagulation le plus associé à l’amylose AL est le 

déficit acquis en FX. Il est généralement rapporté dans la littérature que le FX s’adsorbe 

vraisemblablement sur les dépôts amyloïdes, ce qui entraine son élimination de la circulation 

sanguine et peut contribuer aux symptômes hémorragiques observés.  
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C. L’amylose AL 

1. Introduction 

Les amyloses représentent un groupe de maladies métaboliques rares résultant de la 

présence, dans différents organes, de substances amyloïdes. Ces substances amyloïdes sont 

formées par des protéines agrégées et insolubles et entrainent une altération des organes. 

L’agrégation des protéines et l’accumulation dans les tissus des substances amyloïdes sont le 

résultat d’anomalies intervenant dans le processus de repliement des protéines. Le 

pathologiste berlinois Rudolph Virchow a introduit le terme « amyloïde » en 1854 pour décrire 

les irrégularités macroscopiques des tissus révélées par la coloration à l'iode. 154 Les amyloses 

sont généralement classées en deux types principaux : les amyloses localisées et les amyloses 

systémiques. Les amyloses localisées impliquent généralement des dépôts amyloïdes dans 

un tissu ou un organe spécifique. 155 Par exemple, l'amylose cérébrale à prion est une forme 

d'amylose qui résulte de la conversion anormale d'une protéine normale (prion) en une forme 

pathologique, conduisant à la formation de dépôts amyloïdes dans le cerveau. Concernant 

les amyloses systémiques, elles impliquent une distribution généralisée des dépôts amyloïdes 

dans tout l’organisme. Les causes sous-jacentes des amyloses systémiques sont souvent des 

anomalies conformationnelles pouvant affecter certaines protéines. Le défaut de 

conformation généralement associé à une surproduction de la protéine conduit à la 

formation et à l'accumulation de structures fibrillaires. A ce jour, plus de quarante précurseurs 

protéiques responsables de l’amylose ont été identifiés. Selon le précurseur protéique 

responsable, on distingue plusieurs types d’amylose dont principalement : le tableau III 

présente un récapitulatif des formes d’amyloses systémiques rencontrées en France. 156 

- L’amylose à TTR : Elle existe sous deux formes. Une forme héréditaire due à des mutations 

de la TTR (Transthyrétine) et transmise suivant un mode autosomal dominant et une forme 

dite « sénile » due à une détérioration des mécanismes de dégradation de la transthyrétine 

native (wt-TTR). 157,158 La forme héréditaire est multi-systémique et peut atteindre différents 

organes. On retrouve notamment une atteinte neuropathique périphérique et cardiaque. 
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Dans l’amylose à TTR « sénile », la littérature montre que les atteintes sont essentiellement 

cardiaques.  

- L'amylose AA est due à une protéine appelée sérum amyloïde A (SAA), une apoliprotéine 

synthétisée en excès par le foie dans les maladies inflammatoires et chroniques (polyarthrite 

rhumatoïde, spondylarthrite ankylosante) ou dans les infections chroniques comme la 

tuberculose. L’amylose AA est une amylose systémique pouvant affecter de nombreux 

organes mais l’atteinte rénale est la plus fréquente. 159  

TABLEAU III : PRINCIPALES FORMES D’AMYLOSE SYSTEMIQUE EN FRANCE. 

Type d’amylose Précurseur protéique Atteintes (par ordre de 

fréquence) 

AL Chaîne légère 

d’immunoglobuline 

Rein, cœur, tube digestif, 

foie, nerfs, tissus mous 

AA Protéine amyloïde A Rein, tube digestif, foie, rate, 

cœur (rare) 

A2M 2-microglobuline Articulations, os, canal 

carpien, macroglossie 

ATTR sénile Transthyrétine non mutée Cœur, canal carpien 

ATTR héréditaire Transthyrétine mutée Nerfs périphériques, 

dysautonomie, cœur, vitré 

(selon la mutation 

responsable) 

Afib Chaîne alpha du fibrinogène Rein, foie 

AApoA1 Apolipoprotéine A1 Rein, foie, cœur, larynx, 

peau 

 

- L’amylose AL, dont il sera question dans ce travail est une amylose impliquant la chaîne 

légère monoclonale d’immunoglobuline qui se replie de manière anormale et conduit à la 

formation d’agrégats amyloïdes qui se déposent dans les organes. L’amylose AL est le plus 



56 
 

souvent systémique et peut affecter tous les organes sauf le système nerveux central. Des 

formes localisées de l’amylose AL ont également été décrites mais elles sont 

minoritaires.160,161 Dans l’amylose AL, les organes les plus fréquemment atteints sont le cœur 

et le rein. Les conséquences des dépôts amyloïdes dépendent de leur dissémination et de 

leur abondance. L'atteinte cardiaque est associée au pronostic le plus défavorable et présente, 

à son stade le plus avancé, une sévérité extrême pouvant menacer la vie du patient à court 

terme. 

2. Epidémiologie  

L’amylose AL, à l’exclusion de l’amylose sénile à TTR native, représente la forme d’amylose la 

plus fréquente avec plus de 2/3 des amyloses. Cette pathologie encore appelée amylose 

primaire est une maladie rare avec une incidence qui varie significativement d’un pays à 

l’autre entre 5 à 12 cas par million de personnes par an (PMP) et une prévalence qui oscille 

autour de 50 à 65 PMP162,163. On estime le nombre de nouveaux cas en France à 12,5 cas par 

million d’habitants, soit environ 700 cas par an. Une étude américaine retrouve une 

prédominance masculine et un âge médian au moment du diagnostic à environ 63 ans. 164 

Par ailleurs, l’âge avancé est un facteur de risque important de développer l’amylose AL même 

si des individus de toute tranches d’âge peuvent être atteints. 165 Les dépôts amyloïdes 

peuvent toucher tous les organes, sauf le cerveau, mais ce sont les atteintes rénales et 

cardiaques qui sont les plus fréquentes. 161 La diversité des organes ciblés par les dépôts et 

la rareté de signes cliniques spécifiques rendent le diagnostic long et compliqué dans le 

contexte d’une pathologie chronique. Ce retard de diagnostic, entraine à son tour, un 

pronostic souvent défavorable qui toutefois, dépend entre autres de l’importance 

physiologique de l’organe atteint, du nombre d’organes atteints et du degré de la 

plasmocytose médullaire. 156,162,166 

3. Etiologie de l’amylose AL 

L’amylose AL repose sur une gammapathie monoclonale acquise, avec le plus souvent, de 

fortes concentrations circulantes de chaînes légères anormales d’immunoglobulines 
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monoclonales issues de plasmocytes. Une faible infiltration médullaire des plasmocytes 

(environ 7%) est souvent observée. L’hémopathie sous-jacent est le plus souvent un myélome 

multiple (MM, fréquemment de stade I) avec plus de 10 % de plasmocytes dans la moelle, 

une macroglobulinémie de Waldenström (WM) ou un MGUS (Monoclonal gammopathy of 

undetermined significance). 167–169 Le composant monoclonal avec un excès de chaînes 

légères libres associés ou non à une immunoglobuline complète est retrouvé chez la majorité 

des patients mais il est rapporté que 15 % de patients amylose AL n’ont pas d’excès de chaînes 

légères libres et une infime minorité n’a pas de protéine monoclonale détectable. 156 

Ces chaînes légères, instables s’agrègent en protofibrilles puis en fibrilles insolubles et se 

déposent dans la matrice extra cellulaire des organes (figure 14). Les fibrilles sont 

généralement formées d'environ 80 % de la chaîne légère responsable et de 20 % d'autres 

facteurs, tels que l'apolipoprotéine E (ApoE), la serum amyloid P (SAP) ou des protéoglycanes. 

Ces autres molécules contribuent à stabiliser les fibrilles, à favoriser leur formation et à 

empêcher leur dégradation.170,171 

 

FIGURE 14 : MECANISME DE FORMATION DES FIBRILLES AMYLOÏDES 
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Apparition d’un clone de plasmocytes produisant des chaînes légères monoclonales (VLCL : Variable light chain – 

Constant light chain) souvent en grande quantités. Ces VLCL malformées se retrouvent en circulation où elles 

subissent de potentiels clivages protéolytiques et ou interactions diverses avec l’environnement. Elle se réorganisent, 

se replient entre VL (région variable de la chaîne légère) en oligomères puis forment des fibrilles qui incorporent 

divers éléments plasmatiques et se déposent sur les organes (principalement Cœur, Rein et Foie)  

Les fibrilles, en se déposant sur les organes, entrainent leur dysfonctionnement. Cependant, 

la chaîne légère libre présente une toxicité directe et affecte également le bon 

fonctionnement métabolique des cellules, en particulier des myocytes, en générant des 

espèces réactives de l’oxygène (ERO). 172–175 

La plupart des cas d’amylose AL sont acquis et sporadiques. Un seul cas de forme familiale 

associée à des mutations génétiques spécifiques dans les gènes liés à la production de 

chaînes légères d’immunoglobulines a été décrit. 176 

Comprendre l’étiologie de l’amylose AL est crucial pour développer des stratégies 

thérapeutiques ciblées. L'hétérogénéité des présentations cliniques et des mécanismes sous-

jacents soulignent la nécessité d'approches personnalisées dans la prise en charge de ce 

trouble complexe. 

4. Les mécanismes moléculaires de l’amylose AL 

Comme mentionné auparavant, l'amylose AL est une maladie caractérisée par l'accumulation 

de dépôts extracellulaires d'une protéine anormale appelée amyloïde, formée à partir de 

chaînes légères d'immunoglobulines. Les mécanismes moléculaires de l'amylose AL 

impliquent plusieurs étapes clés, notamment la production anormale de chaînes légères, la 

fibrillation de ces chaînes légères ainsi que le dépôt des agrégats d'amyloïde dans les tissus 

extracellulaires de divers organes. Ces étapes seront abordées dans cette section du 

manuscrit.  

Il existe deux isotypes de chaînes légères nommés kappa (κ) et lambda (λ) et cinq isotypes de 

chaînes lourdes (μ, δ, γ, ɛ et α) qui diffèrent par leur région constante et définissent la classe 

d’immunoglobuline (respectivement IgM, IgD, IgG, IgE et IgA). 177Chaque classe 

d’immunoglobuline possède des fonctions spécifiques portées par la variabilité de fonction 

des différentes chaînes lourdes. Les chaînes légères, en revanche, possèdent des fonctions 

similaires. Les gènes codant pour les isotypes kappa et lambda sont situés à des 
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emplacements différents sur le chromosome et chaque famille est subdivisée en sous-familles 

de chaînes légères. Dans le sérum d’un individu sain, le ratio du taux des chaînes légères 

lambda/kappa est d’environ 2 : 1. 178 

Le système immunitaire humoral a pour objectif principal de reconnaitre de façon spécifique 

un grand nombre et une très large diversité d’antigènes afin de protéger l’organisme. La 

reconnaissance de l’antigène se fait au niveau des régions variables des chaînes lourdes et 

légères (VH‐VL) de l’anticorps. Les gènes codant pour ces régions, ont donc, au cours de 

l’évolution, acquis la capacité de générer une grande variabilité dans la séquence des chaînes 

variables. Différentes sous-familles de chaînes légères peuvent être produites à partir des 

mêmes gènes grâce à des mécanismes de réarrangement de gènes. Il est intéressant de noter 

que les différents gènes qui codent pour les chaînes légères sont indépendants, situés sur 

des locus ou des chromosomes différents et sont organisés en différents segments. La 

combinaison aléatoire de ces différents segments est indispensable à la diversité 

physiologique des régions variables. Cependant, elle est aussi source de mutations diverses 

dans la séquence des chaînes légères. 179 

En plus des variations résultant de la recombinaison de segments de gènes, les mutations 

somatiques dans le domaine VL peuvent aussi augmenter l’éventail des séquences possibles 

de chaînes légères. 180–182 Dans l'amylose AL, les aberrations génétiques dues à la maladie 

plasmocytaire sous-jacente introduisent des substitutions supplémentaires d'acides aminés 

dans la séquence CL. 183,184 Prises ensemble, ces mutations jouent un rôle essentiel dans 

l’initiation et la progression de la maladie car elles peuvent affecter le repliement et la stabilité 

du CL, contrôlant ainsi la transition de la protéine précurseur soluble aux fibrilles amyloïdes 

insolubles. 

4.a. Caractéristiques des chaînes légères impliquées dans l’amylose AL 

L'amylose à chaînes légères pose des défis uniques du fait de la spécificité que présente 

chaque chaîne légère de patient. Le mode de sélection de gènes germinaux à l’origine de la 

production des chaînes légères, couplé à l’incorporation des mutations somatiques à 
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différentes positions de la protéine et à différents acides aminés, conduit à l’hétérogénéité 

des séquences des chaînes légères impliquées dans l’amylose AL. (185) 

Il existe toutefois une implication plus importante de certains segments de gènes qui codent 

pour la partie variable des chaînes légères lambda. En effet, ces dernières sont plus 

représentées dans l’AL, avec un ratio de 3/1 par rapport aux sujets sains. 186 Dans une étude 

utilisant la spectrométrie de masse par chromatographie en phase liquide sur une importante 

cohorte de patients, les chercheurs ont effectivement retrouvé une fréquence plus importante 

de certains segments de gènes lambda dans l’amylose à chaînes légères systémique. Les 

segments IGVL6-57 (Vλ6a), IGVL3-01 (Vλ3r) et IGVL2-14 de la région variable de la chaîne λ y 

sont considérablement surreprésentés. 187 La même étude a identifié des tropismes d’organes 

pour certains segments de gènes. Il a ainsi été montré que les sous familles LV3-19 et KV1-

05 avaient un tropisme pour le cœur et la sous famille LV6-57 pour le rein. D’autres 

paramètres comme la co-déposition de chaînes lourdes, ont aussi montré une corrélation 

avec les sous types de chaînes légères. 187,188 

Beaucoup d’études ont cherché une corrélation entre diverses mutations et la propension de 

la chaîne légère à fibriller. Il a été prouvé que les domaines VL retrouvées dans les amyloses 

contiennent approximativement entre quatre et quinze mutations par rapport à leur 

séquence homologue germinale non amyloïdogène. Cependant, seule une petite fraction de 

ces mutations est souvent cruciale pour la déstabilisation et la propension à s’agréger de la 

chaîne légère. 189–191 

Parmi les aberrations chromosomiques les plus fréquentes, on retrouve les translocations, 

notamment la t(11,14). Cette translocation serait responsable d’une perturbation dans le locus 

de la chaîne lourde. On retrouve chez ces patients, un défaut d’assemblage de 

l’immunoglobuline. 184,192,193 Dans l’étude de T. Bochtler, la combinaison de la t(11,14) à un 

gain de gène en 11q23 semblait spécifique à l’amylose AL. Bien que des corrélations aient été 

trouvées avec certaines aberrations chromosomiques, aucun de ces éléments n'est absolu et 

les déterminants de l'amylose AL sont très certainement multifactoriels.184 
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4.b. Mécanisme de formation des fibrilles amyloïdes de chaînes légères  

Les différences structurelles observées entre la chaîne légère fibrillée insoluble et celle native 

soluble, suggère qu’une barrière énergétique existe entre les deux états. Le passage de la 

chaîne soluble à la fibrille amyloïde, suppose donc un dépliement avant l’entrée dans l’état 

fibrillaire. 194 Il a également été démontré que la chaîne légère soluble retrouvée par exemple 

dans un myélome multiple présente une stabilité thermodynamique contrairement à la chaîne 

légère amyloïdogène. 195–197 Des études ont ainsi montré que certaines mutations dans les 

CDR permettaient la déstabilisation de la chaîne légère et augmentaient donc sa propension 

à fibriller. 198 Les mécanismes permettant la déstabilisation de la chaîne légère vers un état 

fibrillaire ne sont toutefois pas totalement compris. On estime que plusieurs phénomènes 

sont possibles. Il peut s’agir des hyper-mutations somatiques qui conduisent à un mauvais 

repliement de la chaîne légère. Elles peuvent également conduire à la perte de l’interaction 

physiologique avec les chaînes lourdes, qui est à l’origine de la formation des 

immunoglobulines dans un contexte de sujet sain. Les espaces hydrophobes de la chaîne 

légère non engagée dans l’immunoglobuline vont donc conduire à la formation de dimères 

non physiologiques à savoir les VL-VL. 199,200 Il a même été démontré que la partie constante 

des chaînes légères tend à stabiliser la protéine et empêcher la formation de fibrilles 

amyloïdes en privilégiant la formation de dimères stables de VLCL par formation de ponts 

disulfure entre les CL. 201,202 De ce fait on estime que la formation des fibrilles à partir de la 

chaîne légère suppose un clivage protéolytique de la chaîne VLCL privilégiant ainsi la 

formation des dimères VL-VL. D’autres sources de déstabilisation ont été citées, notamment 

des facteurs environnementaux de la cellule comme le pH ou l’interaction avec les 

glycosaminoglycanes. 203  

Ces événements ont lieu pendant la phase de latence, et aboutissent à la formation 

d’oligomères puis du noyau fibrillaire. 204 Dans l'état oligomérique, une autre transition 

structurelle se produit, dans laquelle les feuillet-β parallèles typiques des fibrilles sont formés. 

La recherche n’a toutefois pas encore élucidé les étapes de propagation qui conduisent du 

noyau fibrillaire aux immenses dépôts amyloïdes. On ignore encore si l'oligomérisation des 

monomères est toujours obligatoire pour l'élongation une fois qu'un noyau s'est formé ou si 
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l'interaction des LCs/VLs partiellement dépliées avec le noyau suffit à leur réarrangement 

structurel et à la croissance des fibrilles. 

L’hypothèse du clivage protéolytique de la chaîne complète comme source de déstabilisation 

et conduisant à la formation des fibrilles est soutenue par un certain nombre d’études. Tout 

d’abord, l’utilisation de la Cryo-microscopie électronique (Cryo-EM) a permis l’identification 

des composants de noyau de différents dépôts amyloïdes. Trois études distinctes ont ainsi 

pu retrouver des VL dans des proportions différentes (77 résidus du domaine VL pour la 

chaîne AL55, 91 résidus VL (λ1) pour le patient de L. Radamaker et al. et 115 résidus VL pour 

la chaîne FOR005) au cœur des dépôts amyloïdes de patient. 205–207 Ils confirment ainsi 

l’hypothèse de la formation des VL comme étant nécessaires à la fibrillation. Mis ensemble, 

ces études démontrent également que le nombre de VL impliquées dans la formation du 

noyau fibrillaire n’est pas toujours le même chez les différents patients et que cela résulte en 

des organisations différentes au niveau des fibrilles (figure 15).  

 

FIGURE 15 : STRUCTURE DE FIBRILLES AMYLOIDES ISSUES DE 3 PATIENTS 208 
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Les structures ont été élucidées suite à 3 études qui ont extrait les fibrilles de patients et les ont analysées grâce à 
la cryo EM. 205–207 A) Structure cryo-EM des fibrilles de AL55 (PDB 6HUD) ; B) Structure cryo-EM des fibrilles de ʎ1 
(PDB 6IC3) ; C) Structure cryo-EM des fibrilles de FOR005 (PDB 6Z10) 
En A, B et C, les différentes couleurs représentent les différentes chaînes polypeptidiques issues des domaines VL. 
Les structures ont été générées à l'aide du logiciel d’analyse et de visualisation de structures moléculaires UCSF 
Chimera. 
 

 

Pour aller plus loin, d’autres études ont identifié différentes protéases à la surface des dépôts 

par immunomarquage. Des expériences de clivage in vitro ont été menées dans ces études 

et ont conclu à la capacité de ces protéases, des cathepsines notamment, à cliver les dépôts 

amyloïdes issues de patients. 209,210 Par ailleurs, des taux circulants élevés de 

métalloprotéinases et de leurs inhibiteurs ont été corrélés à l’atteinte cardiaque de l’AL. 211,212 

Si les taux circulants de métalloprotéinases se sont avérés discriminants pour l’amylose AL, ils 

n’ont en revanche pas montré d’impact sur le pronostic des patients. Cependant, à la lumière 

des différentes études, la cinétique du clivage ne peut être clairement définie. Il n’est pas 

entièrement établi si la protéolyse précède le dépôt des chaînes légères ou si celle-ci 

intervient après la formation du dépôt amyloïde.  

Une étude intéressante de caractérisation de dépôts amyloïdes par spectrométrie de masse 

a identifié différents sites de clivage sur deux chaînes légères. Elle n’a cependant pas réussi à 

identifier une enzyme spécifique. Elle conclut au contraire, à la potentielle action de multiples 

endo et exo protéases, agissant simultanément ou de façon séquentielle pour générer les 

profils protéolytiques retrouvés dans les dépôts amyloïdes. Si l’étude n'exclue pas que la 

protéolyse des dimères de chaînes légères natifs puisse déstabiliser leur structure et favoriser 

la formation de fibrilles, elle montre cependant que le dépôt de chaînes légères précède 

largement les événements protéolytiques documentés dans les fibrilles AL matures. 213 

Enfin, il est envisageable que le mécanisme et la cinétique de clivage ne soit pas unique mais 

dépendent de chaque patient et chaque chaînes légère.  

4.c. Structure des fibrilles : résultats des interactions avec le microenvironnement 

extracellulaire 

Les dépôts amyloïdes, qu’ils soient constitués de chaînes légères dans l’amylose AL ou 

d’autres protéines amyloïdogènes comme la transthyrétine (TTR) dans l’amylose héréditaire 
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à TTR, se composent de longs filaments ou fibrilles de protéines hautement ordonnées avec 

une structure en feuillets-β (figure 16). Cette organisation permet la fixation de la coloration 

du Rouge Congo et induit une biréfringence sous lumière polarisée d’un microscope.  

 

FIGURE 16 : STRUCTURE EN FEUILLET ΒETA DES FIBRILLES ISSUES D’UN PATIENT. 206  

A) Micrographie cryo-EM représentative des fibrilles AL55 ; les flèches orange mettent en évidence les croisements 
de fibrilles. B) Moyennes de classe 2D sans référence des fibrilles AL55 montrant un étagement distinct des 
croisements-β mis en évidence par les flèches vertes. 
 

Cette caractéristique est indispensable pour le diagnostic de la maladie par identification des 

zones émettant la biréfringence jaune/vert sur les coupes de tissus des patients. 214 

L’organisation en feuillet beta permet également la fixation de la thioflavine T (THT) et cette 

dernière caractéristique est utilisée pour le suivi de la formation in vitro des fibrilles. Il est 

cependant important de noter que la THT se fixe également aux agrégats et n’est donc pas 

spécifique des fibrilles. L’observation des fibrilles effectivement formées par microscopie est 

donc indispensable. 

L’amas fibrillaire se forme sur les organes dans l’espace extracellulaire et interagit avec les 

protéines plasmatiques de son environnement. Des études récentes de cryoEM ont permis 

de montrer que le noyau des dépôts amyloïdes est formé de fragments de VL. 205,206 Ce noyau 

grandit en amas fibrillaire que l'on retrouve ensuite en dépôt sur les organes des patients. 
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Les analyses de ces dépôts ont permis d’identifier d’autres protéines entrant dans la 

composition de l’amas fibrillaire, notamment la chaîne légère entière et la SAP215, une 

pentraxine plasmatique. Les glycosaminoglycanes ou les lipides comme l’apolipoprotéine E 

ont aussi été identifiés comme composant constitutionnelle des dépôts amyloïdes. 215–217  

La SAP sert d'ailleurs de biomarqueur au diagnostic de l’amylose. Sa forme radiomarquée est 

utilisée en scintigraphie pour un diagnostic non invasif de l’amylose. 218 La protéine SAP 

participe à la formation des dépôts amyloïdes grâce à une interaction réversible et calcium 

dépendant aux fibrilles. Son rôle n’est pas entièrement élucidé mais il semble consister en la 

consolidation des dépôts amyloïdes. En effet, l’équipe de Pepys a montré que la SAP prévient 

la protéolyse des dépôts amyloïdes par les macrophages en masquant leur conformation 

anormale. 219 

La SAP a également été identifiée comme partenaire plasmatique du FX de la coagulation et 

régule ses concentrations circulantes en permettant son stockage à la surface des 

macrophages. 110 La protéine de FX n’a quant à elle jamais été identifiée sur les dépôts 

amyloïdes par les techniques d’études actuelles. Cependant, le lien entre le FX de la 

coagulation et l’amylose AL a été établi dès 1962. 151 

5. Diagnostic de l’amylose AL 

Le diagnostic d’amylose AL est histologique et est défini par la présence de dépôts amyloïdes 

visibles par une coloration au Rouge Congo et présentant une biréfringence jaune verte 

caractéristique en lumière polarisée. La coloration au Rouge Congo est complétée d’une 

étude en immunohistochimie et/ou en immunofluorescence indispensable pour confirmer le 

diagnostic d’amylose AL. Cette approche utilise des anticorps dirigés contre les chaînes 

légères et doit objectiver un marquage exclusif des dépôts par un anticorps permettant 

d'identifier la chaîne légère impliquée chaîne (lambda dans 2/3 des cas). Les sites de biopsies 

privilégiés (car moins invasifs en première intention) sont la biopsie des glandes salivaires 

accessoires et la biopsie de graisse sous-cutanée péri-ombilicale. Une biopsie de l’organe 

atteint (suivant la symptomatologie) peut être réalisée en deuxième intention. Dans les 

contextes complexes où la nature du précurseur amyloïde ne peut être définitivement établie 
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par les méthodes immunohistochimiques standard, il devient impératif de recourir à des 

analyses complémentaires des échantillons histologiques à l'aide de techniques plus 

sensibles. Parmi celles-ci, on compte l'immunomicroscopie électronique et/ou l'analyse 

protéomique des dépôts microdisséqués au laser par spectrométrie de masse. Ces approches 

permettent une identification précise du type d'amylose dans la grande majorité des cas 220.  

L’amylose AL implique souvent plusieurs organes, c’est pourquoi une évaluation complète de 

divers systèmes organiques est cruciale pour la stadification et la planification du traitement. 

La biopsie est généralement précédée d'une évaluation diagnostique approfondie 

comprenant la mesure systématique de la créatininémie et de la protéinurie, mais aussi des 

marqueurs cardiaques. D'autres dosages tels que le dosage des chaînes légères libres dans le 

sérum, l'électrophorèse des protéines dans le sérum et l'urine avec immunofixation, une 

numération formule sanguine complète, des tests de fonction hépatique et rénale, la mesure 

des protéines dans les urines, et des dosages quantitatifs des immunoglobulines sont 

également réalisés.  

Comme pour d'autres dyscrasies des cellules plasmatiques, la stadification de l'amylose est 

réalisée au moment du diagnostic pour aider à déterminer le pronostic du patient et le choix 

de traitement le plus approprié. Étant donné que les dommages cardiaques constituent le 

paramètre le plus important dans la prédiction de la survie, la mesure des biomarqueurs 

cardiaques sert de base à tous les systèmes de stadification de la maladie (Tableau IV).  Dans 

cet esprit, en 2004 la clinique Mayo a intégré dans son système de stadification de la maladie, 

le taux sérique de la troponine cardiaque T (TnT) et celui du peptide natriurétique B de type 

N-terminal (NT-proBNP) 221. En 2012, une mise à jour a introduit un troisième paramètre 

pronostique, la différence entre les chaînes légères libres impliquées et non impliquées  

(dFLC) 222. Chaque paramètre contribue 1 point, définissant le stade I à 0 points, le stade II à 

1 point, le stade III à 2 points et le stade IV à 3 points. Le système européen modifié subdivise 

les patients de stade III de la stadification 2004 de la clinique Mayo en sous-groupes A et B, 

basés sur un seuil de NT-proBNP de 8500 ng/L. 223Un système de stadification de l'atteinte 

rénale a également été mis au point pour permettre de prédire la survie rénale.224 
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TABLEAU IV : DIFFERENTS SYSTEMES DE STADIFICATION DE L’AMYLOSE AL CARDIAQUE 

Clinique Mayo2004 221 Stade I cTnT < 0.035 µg/L et NT-proBNP < 332 ng/L 

Stade II cTnT < 0.035 µg/L ou NT-proBNP < 332 ng/L 

Stade III cTnT ≥ 0.035 µg/L et NT-proBNP ≥ 332 ng/L 

Adaptation Européenne 

de la clinique Mayo 

2004 223 

Stade I cTnT < 0.035 µg/L et NT-proBNP < 332 ng/L 

Stade II cTnT < 0.035 µg/L ou NT-proBNP < 332 ng/L 

Stade IIIa 332 ng/L ≤NT-proBNP ≤ 8500 ng/L 

Stade IIIb NT-proBNP ≥ 8500 ng/L 

Clinique Mayo révisé 

2012 222 

Stade I cTnT < 0.025 µg/L et NT-ProBNP < 1800 ng/L, et FLC-

diff < 180 mg/L 

Stade II 1 des 3 paramètres au-dessus 

Stade III 2 paramètres au-dessus 

Stade IV cTnT ≥ 0.025 µg/L et NT-ProBNP ≥ 1800 ng/L, et FLC-

diff ≥ 180 mg/L 

 
Trois études ont défini des seuils pour évaluer la sévérité de la cardiopathie amyloïde (AL). Ils sont basés sur les taux 
de marqueurs biologiques spécifiques à l’atteinte cardiaque et sur le taux des chaînes légères. Les patients sont 
classés dans des stades (I, II, III,IIIa,IIIb ou IV) selon leurs taux de cTnT (Troponine T sérique) et ou de NT-pro BNP (la 
fraction N terminale du peptide natriurétique) et ou de FLC-diff (la différence entre les chaînes légères libres 
impliquées et non impliquées) 

 

6. Traitements de l’amylose AL  

Le traitement contemporain de l'amylose AL vise à diminuer la production de chaînes légères 

d'immunoglobuline amyloïdogènes en éliminant le clone sous-jacent de plasmocyte. 

L'objectif est de réduire la disponibilité du précurseur amyloïde toxique, d'interrompre la 

formation des dépôts amyloïdes, et ainsi de favoriser une régression graduelle des dépôts 

dans les tissus. Cette approche contribue à obtenir une réponse favorable des organes 

affectés et améliore la survie des patients. Pour l’heure, aucun traitement validé ne permet 

d'agir directement sur les organes affectés. Le monitoring de la thérapie repose alors sur le 

suivi de la réponse hématologique qui conditionne la réponse des organes. Cette réponse 
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hématologique est évaluée par l’évolution du taux de la chaîne légère monoclonale et de la 

dFLC (différence entre la chaîne légère monoclonale et polyclonale). 

Les critères de l’International Society of Amyloidosis (ISA) montrent qu'une réponse complète 

(RC) ou l’obtention d’une dFLC < 10 mg/l est associée à une plus grande fréquence de 

réponses positives au niveau des organes 225. Malgré tout, cette évolution favorable peut 

aussi survenir en cas de très bonne réponse hématologique partielle (dFLC < 40 mg/l) et 

même quelquefois de réponses moins profondes.  

Les plus récentes recommandations suggèrent donc que l'objectif du traitement de l'amylose 

AL est d'obtenir une réponse hématologique complète, idéalement associée à une dFLC < 10 

mg/L. 226,227 La réponse hématologique doit être évaluée au moins une fois par mois (plus 

fréquemment chez les patients classés à des stades plus avancés) et une modification du 

traitement doit être envisagée rapidement chez les patients non-répondeurs. Les critères de 

réponse attendus sont décrits dans le tableau V. Des critères spécifiques aux principaux 

organes ciblés par l’AL permettent également de suivre la réponse d’organe. Une bonne 

réponse d’organe après une thérapie anti-plasmocytaire est associée à un meilleur pronostic 

pour les patients. Cependant cette réponse d’organes peut prendre de longs mois à survenir. 

Dans une étude de 2018, Muchtar et al a observé une médiane de 9,4 mois pour une réponse 

cardiaque et de 6 mois pour une réponse hépatique. 228   
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TABLEAU V : CRITERES D’EVALUATION DE LA REPONSE HEMATOLOGIQUE 

Critère Définition Signification 

pronostique 

HR 

Réponse complète (RC) * Normalisation de la concentration sérique 

des chaînes légères 

*Immunofixation sérique et urinaire négatives 

Référence 

Très bonne réponse 

partielle (TBRP) 

dFLC < 40 mg/L 2,67 

Réponse partielle (PR) Réduction de plus de 50 % dans la dFLC 6,24 

Absence de réponse Augmentation de la dFLC 12,34 

Rechute * à partir de la RC : Toute protéine 

monoclonale détectable ou ratio FLC anormal 

* à partir de la PR : ou réponse stable : 

 Toute augmentation de 50 % de la LC 

sérique > 50 mg/L ou 50 % d’augmentation 

de la LC dans l’urine >200 mg/jr ou 

augmentation de la dFLC > 100mg/L 

Avis de l’expert 

 

Les critères d’évaluation de la réponse hématologique et leur signification pronostique ont été établis en 2010 par 

la société internationale de l’amylose. HR : hasard Ratio 229 ; dFLC :  la différence entre les chaînes légères libres 

impliquées (monoclonales) et non impliquées (polyclonales). RC : réponse complète ; TBRP : très bonne réponse 

complète ; PR : réponse partielle. LC : chaîne légère. 

Les dernières publications du groupe de travail de l’European Hematology Association et de 

l’International Society of Amyloidosis (EHA-ISA)230,231 ainsi que le Protocole National de 

Diagnostic et de Soins 2023 de l’Amylose AL 161 proposent que le choix du traitement initial 

ou secondaire soit effectué en fonction du stade de la maladie, de l’âge et des comorbidités.  

Il est également admis que les caractéristiques clonales influencent la réponse au traitement 

et une meilleure connaissance du clone amyloïde sous-jacent permettra leur prise en compte 

dans le choix de la thérapie. 232  
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La première option de traitement selon les recommandations de EHA-ISA consiste à évaluer 

l'éligibilité du patient à une autogreffe de cellules souches (ASCT). La transplantation est très 

efficace mais nécessite une sélection extrêmement minutieuse des patients, selon les critères 

définis par l'ISA ASCT, afin d'éviter une mortalité précoce. 230 

Les patients non éligibles à la transplantation sont traités par des combinaisons de 

chimiothérapies ou d’immunothérapies de plus en plus prolifiques (figure 17).  Ce sont des 

agents destinés à détruire le clone lympho-plasmocytaire ou à induire l’arrêt de la production 

de la chaîne légère par ce dernier. On distingue notamment les agents alkylants, les 

inhibiteurs du protéasome, les anticorps monoclonaux et les immunomodulateurs.  

1.c.1. Les agents alkylants  

Ce sont des molécules dont l’activité antinéoplasique repose sur la capacité à attacher un 

groupement alkyle aux bases guanines de l’ADN. Elles entrainent la formation de liaisons 

transversales entre les brins et endommagent ainsi l’ADN. Elles interfèrent avec la réplication 

de l'ADN et sa transcription en ARN. Récemment, il a été démontré que ces agents induisaient 

une mort cellulaire immunogène et convertissaient le milieu cytokinique d'un 

microenvironnement tolérant au cancer à un microenvironnement de guérison du cancer 233. 

Les agents alkylants étant des agents non spécifiques du cycle cellulaire, ils sont aussi 

responsables d’une cytotoxicité notamment au niveau gastro-intestinale et médullaire. On 

utilise notamment le Melphalan, le Cyclophosphamide et la Bendamustine. Le Melphalan est 

recommandé en combinaison triple avec les corticoïdes et un inhibiteur du protéasome. 231 Il 

est aussi utilisé à forte dose en induction avant la transplantation ASCT chez certains patients 

avec une amylose AL. Cette stratégie est cependant très peu utilisée en France depuis qu’un 

essai randomisé de phase III avait conclu à une moins bonne survie lors de son utilisation par 

rapport à la combinaison Melphalan dexaméthasone. 234,235 
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FIGURE 17 : APERÇU GENERAL DES PRINCIPAUX TRAITEMENTS ET DE LEURS CIBLES DANS L’AMYLOSE AL 

La figure présente la cible et/ou les mécanismes d'action des médicaments les plus fréquemment utilisés dans 

l'amylose des chaînes légères d'immunoglobulines. Les agents alkylants créent des dommages sur l’ADN. Les 

inhibiteurs du Bcl2 favorisent l’apoptose via une sécrétion de cytochrome C (Cyt C). Les inhibiteurs du protéasome 

entrainent une accumulation de protéines ubiquitinées. BCMA : antigène de maturation de cellules B ; CD3 ; CD38 ; 

CD20 : cluster de différenciation (3 ; 38 ; 20) NKT : natural killer T cell ; SLAM F7 : antigène de surface, membre 7 de 

la famille des SLAM. 

1.c.2. Les inhibiteurs du protéasome  

Un protéasome fonctionnel est essentiel à la survie d’une cellule. Il lui permet notamment de 

résister au stress oxydant par lyse enzymatique des protéines toxiques. De manière générale, 

les cellules malignes sont plus dépendantes du protéasome que les cellules saines. Dans le 

cas de l’amylose AL, le stress oxydatif induit par les chaînes légères mal repliées conduit à une 

extrême dépendance du clone plasmocytaire au protéasome, les rendant ainsi très sensibles 

aux inhibiteurs du protéasome. 236 La première molécule de cette classe thérapeutique est le 

bortézomib. C’est in inhibiteur réversible de la sous-unité β5 du protéasome. Il est utilisé dans 

l’amylose AL associé aux corticoïdes (dexamétahone) ou en combinaison triple avec un agent 

alkylant. Les combinaisons thérapeutiques contenant du bortézomib sont considérées 

comme le traitement principal de l’amylose AL dans la plupart des centres de traitement 

d'Europe, des États-Unis et de la région Asie-Pacifique. 231 
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En France, les deux combinaisons les plus utilisées sont Bortezomib-Cyclophosphamide-

Dexamethasone (CyBorD) et Bortezomib-Melphalan-Dexamethasone (B-MDex). 161 

1.c.3. Les immunomodulateurs  

On retrouve dans cette classe thérapeutique, la thalidomide, le lenalidomide et le 

pomalidomide. Leurs effets reposent sur l’immuno-modulation du micro environnement 

cancéreux. Le lenalidomide a été utilisé, combiné au Melphalan et à la dexamethasone (ou 

cyclophosphamide et dexamethasone) et a donné un taux bas de réponse complète (CR). 

237,238 Leur utilisation est restreinte du fait de leur toxicité conduisant à des effets indésirables 

importants. 239 Le lenalidomide a montré une toxicité rénale particulièrement chez les patients 

amylose AL avec une atteinte rénale. 240 L'utilisation de ces agents est également associée à 

une augmentation transitoire de la NT-proBNP pouvant compliquer le suivi des cardiopathies 

amyloïdes. 231 

1.c.4. Les anticorps monoclonaux  

La stratégie des molécules de cette catégorie, est de cibler les composants de la cellule 

lymphoplasmocytaire B avec des anticorps spécifiques et d’induire la mort cellulaire par divers 

mécanismes notamment une cytotoxicité médiée par l’anticorps (ADCC) ou par le 

complément (CDC). On retrouve principalement des anti-CD38, comme le daratumumab et 

l’ixatuximab. Ces molécules lient le CD38 exprimé en grandes quantités par les cellules 

malignes B et induisent la mort cellulaire par cytotoxicité (ADCC, CDC ...) le Daratumumab est 

le premier testé et approuvé cliniquement. Parmi les autres cibles, on retrouve l’antigène 

SLAM F7 exprimé par les cellules malignes B, ciblé par l’elotuzimab ou encore le BCMA 

(Antigène de maturation des lymphocytes B) ciblé par le belantamab et des bispécifiques 

anti-CD3 (lymphocyte T) et anti BCMA. L’anti CD-20 historiquement utilisé dans les myélomes, 

le Rituximab, est parfois utilisé également dans l’AL.  

Le daratumumab a montré une excellente efficacité chez les patients atteints d'amylose AL 

en rechute ou réfractaire à d’autres traitements. 241–243 Les réponses sont rapides et varient 

entre 60 et 80% suivant les études. Dans l’étude de phase III ANDROMEDA 244, le 
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daratumumab sous-cutané, associé au CyBorD, a montré une efficacité supérieure à la 

combinaison standard CyBorD en première ligne. (RC à 53% contre 18%). Ce qui a valu en 

2021, une validation accélérée de la FDA suivie d’une AMM européenne pour l’utilisation de 

la combinaison Dara-CyborD chez les patients nouvellement diagnostiqués. 245,246  

1.c.5. Les inhibiteurs de Bcl2 

Le Bcl2 est une protéine régulatrice de l’apoptose, surexprimée dans de nombreuses 

hémopathies malignes, assurant aux cellules malignes une protection contre la mort cellulaire 

induite par des stress oncogéniques et externes. 247 Le premier agent de cette classe est le 

Venetoclax. Les plasmocytes porteurs de la translocation t(11 ;14) couramment retrouvés 

dans l’amylose AL sont particulièrement sensibles aux inhibiteurs du Bcl2. Une étude 

rétrospective a montré l’efficacité rapide et profonde du Venetoclax dans l’amylose AL. 248,249  

1.c.6. Les thérapies dirigées contre les dépôts amyloïdes 

Malgré un large éventail de chimiothérapies et d’immunothérapies, la mortalité précoce reste 

un problème majeur dans l'amylose AL, avec un risque important en fonction de l'étendue de 

l'atteinte cardiaque. Les thérapies actuelles même en permettant une bonne réponse 

hématologique ne conduisent à une réponse d’organes qu’après de longs mois ou années 

puisqu’elles n’ont pas d’effets directes sur les dépôts amyloïdes.  Il reste donc primordial de 

développer des agents ciblant spécifiquement les fibrilles amyloïdes dans l'espoir de prévenir 

la formation des dépôts de fibrilles et/ou leur élimination. Quelques pistes ont été explorées 

notamment celle de la serum amyloid P (SAP), un composant majeur des dépôts amyloïdes. 

250 Un anticorps anti SAP (dezamizumab) a été développé et a montré en essai de phase I, 

des effets significatifs sur la réduction des dépôts amyloïdes hépatiques, spléniques et rénaux 

chez des patients amylose AL. L’essai de phase II n’a malheureusement pas montré d’effets 

sur l’atteinte cardiaque. Par ailleurs, la survenue d’effets adverses importants ont fait pencher 

la balance bénéfice/risque dans un sens défavorable. 251,252  

D’autres pistes permettant de cibler les chaînes légères amyloïdogènes mal repliées sont en 

cours de développement et/ou d’essais cliniques et suscitent beaucoup d’espoir quant à la 
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possibilité de traiter les amyloses AL par destruction directe des plaques. 253–256 L’une de ces 

pistes est un anticorps monoclonal chimérique IgG1 (CAEL-101) qui cible les fibrilles 

amyloïdes. Il se lie à un épitope cryptique à l'extrémité N-terminale des protéines mal repliées 

des chaînes légères kappa (κ) et lambda (λ). Après des essais de phase Ia/Ib et II concluants, 

deux essais de phase III sont en cours pour préciser son efficacité chez des patients classés 

en stade IIIa et IIIb. 254,257,258 Un autre anticorps est le Birtamimab (NEOD001), dirigé contre 

un épitope cryptique, conservé, en position C-terminale des chaînes légères lambda et kappa. 

Sa tolérance et sa sécurité ont été vérifiées lors d’essais de phase I/II. Depuis, il a obtenu la 

désignation de médicament orphelin pour l'amylose AL par l’EMA et la FDA lui a accordé la 

désignation de procédure accélérée. Un essai de phase III, AFFIRM-AL est en cours chez les 

patients de stade IV. 255,259,260 En dehors des thérapies immunologiques, certaines molécules 

sont pressenties ou ont déjà été utilisées pour inhiber l’amyloïdogénèse. La doxycycline 

notamment est un antibiotique dont l’effet a déjà été évalué dans une étude prospective chez 

des patients atteints d’amylose cardiaque. 261 La figure 18 récapitule les principales cibles 

permettant un traitement par élimination et/ou prévention des dépôts amyloïdes.  

 

FIGURE 18 : THERAPIES CIBLANT LES DEPOTS AMYLOÏDES 

Récapitulatif des cibles visées dans le traitement de l’amylose AL par élimination et ou prévention des dépôts 

amyloïdes. L’EGCG (épigallocaténine-3-galiate) un composé du thé vert, le bleu de méthylène, ou encore la 
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coumarine sont des petites molécules proposées comme pouvant interférer avec la formation des fibrilles 

amyloïdes. 262 Figure adaptée de Theodorakakou et al. 263 

7. L’amylose à chaîne légère et le déficit acquis en FX.  

Les complications hémorragiques sont fréquentes dans l'amylose AL, allant de saignements 

muco-cutanés légers à des hémorragies plus importantes. Alors que les patients atteints 

d’autres amyloses systémiques peuvent présenter des saignements du fait de la fragilité des 

vaisseaux tapissés par les dépôts amyloïdes, les patients atteints d’amylose AL peuvent en 

plus présenter des anomalies de la coagulation, notamment un déficit en FX. 264 En 1962, 

Korsan et al 151 avaient décrit une patiente amylose AL avec un tableau hémorragique dû à 

un déficit non héréditaire en FX. La patiente avait été hospitalisée pour des saignements 

persistants post chirurgie puis a présenté des saignements intra utérines et abdominales. Les 

dépôts amyloïdes ont ensuite été identifiés dans le foie et la rate de cette patiente. Quinze 

ans plus tard, Furie et al ont fourni des preuves expérimentales d'une élimination rapide du 

FX de la circulation chez les patients atteints d’amylose AL par une expérience d’injection de 

FX radiomarqué. 265 La même équipe a ensuite montré la liaison in vitro du FX sur des dépôts 

amyloïdes purifiés de biopsies humaines et avait alors conclu à la capacité du FX mais aussi, 

du FIX dans une moindre mesure, à se lier aux dépôts amyloïdes de chaînes légères. 266 

Depuis, de nombreux cas de déficits acquis en FX ont été rapportés dans le contexte de 

l’amylose AL.  

Aujourd’hui on estime de 8 à 14% le nombre de patients d’amylose AL présentant un déficit 

en FX selon les principales cohortes rapportées dans la littérature en considérant les patients 

avec un taux de FX coagulant < 50 %. 267–269 Dans une population normale, l’activité du FX 

varie généralement entre 70 et 150 %. La limite inférieure dépend de caractéristiques de 

chaque laboratoire et de la population de référence utilisée. Si on considère un déficit comme 

étant un abaissement du taux de FX en dessous de 70%, correspondant à la limite inférieure 

de la population normale, le pourcentage de patients atteints d'amylose AL présentant un 

déficit en FX augmente significativement, atteignant 62 % et non pas 14 % dans une étude 

chinoise et 43% et non pas 14% dans une étude de la clinique Mayo. 269,270  
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Au-delà du FX, d’autres anomalies de la coagulation sont observées dans l’amylose AL telles 

que des déficits en FV, FII, FIX, FVII, 264 ou des diminutions de taux de prothrombine. 271 Une 

hyperfibrinolyse a également été rapportée dans quelques études notamment en raison de 

la capacité des structures amyloïdes à servir de support à l’activation du tPA. 41,272,273 

L’hypothèse de la présence de l’hyperfibrinolyse dans l’amylose AL est soutenue, selon les 

études, par une augmentation des complexes plasmine 2-antiplasmine (PAP), une 

augmentation des D-Dimères ou l’efficacité des traitements anti-fibrinolytiques comme 

l’acide tranexamique.  274–276 Toutes ces anomalies de l’hémostase ont été rapportées dans 

l’amylose AL de façon sporadique et les corrélations entre ces anomalies et les atteintes 

d’organes sont difficiles à établir en raison du faible nombre de cas.  

En ce qui concerne le déficit isolé en FX, fortement associé à l’amylose AL, il n’a pas été 

rapporté de corrélation avec l’atteinte rénale qui pourrait expliquer le déficit par une perte 

rénale de la protéine (protéinurie). 268 En revanche, une corrélation avec les atteintes 

cardiaques et l’atteinte amyloïde de plus d’un organe a été établie dans l’étude de Patel et al. 

267 De façon générale, le déficit considéré habituellement en FX (FX: C < 50%) est associé à 

un mauvais pronostic dans l’amylose AL, avec un risque accru de présenter des symptômes 

hémorragiques graves. 268 

Le mécanisme exact responsable du déficit en FX dans l'amylose AL reste encore à élucider, 

mais l'hypothèse principale suggère un processus d'adsorption du FX sur les dépôts 

amyloïdes. Cette théorie a été renforcée par l'observation d'une correction des taux de FX 

après une splénectomie chez un patient. 277,278 Deux études ont également étayé cette 

hypothèse : l’une montrant la liaison du FX sur les dépôts amyloïdes extraits de patients 

atteints d'amylose AL 266, et l’autre identifiant le FX sur les plaques amyloïdes biopsiées d'un 

patient décédé d'amylose AL. 279 Cependant cette hypothèse ne peut expliquer la discordance 

entre les taux d’antigène de FX circulant et l’activité coagulante en FX observée dans une 

majorité de patients dans la cohorte de Mumford. 271 D’autres mécanismes semblent donc 

contribuer aux diminutions des taux d’activité coagulante en FX observés chez certains 

patients. 
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Une diminution des niveaux plasmatiques ou de l’activité des protéines impliquées dans le 

processus de la coagulation peut avoir des implications pathologiques majeures et conduire 

à des épisodes hémorragiques. Le FX est un des facteurs clés de la coagulation qui intervient 

dans les phases de propagation. Son déficit peut être acquis ou héréditaire et conduire à des 

saignements sévères.  

Dans le premier chapitre de ma thèse je me suis intéressée au déficit acquis en FX lors de 

l’amylose AL. Il est généralement admis que ce déficit soit le résultat d’une adsorption du FX 

sur les dépôts de fibres amyloïdes qui sont notamment présents dans les tissus et les organes 

des patients atteints par cette pathologie. Cependant, même si des arguments cliniques 

supportent cette hypothèse, il y a très peu d’études qui montrent d’une façon directe une 

interaction du FX avec les structures amyloïdes. De plus, la simple hypothèse d’une adsorption 

du FX ne peut expliquer la disparité qui a été observée entre l'antigène FX circulant et l'activité 

coagulante du FX dans l'une des quatre plus grandes cohortes de patients rapportées à ce 

jour. 271 D’autres mécanismes doivent donc expliquer ces diminutions des taux d’activité 

coagulante du FX. Ainsi, quand j’ai débuté mon travail au sein de notre équipe, celle-ci venait 

d’identifier le « scavenger » récepteur de type AI (SR-AI) et la pentraxine (PTX2) comme des 

régulateurs des taux du FX circulant. La PTX2 et le FX forment un complexe ternaire avec le 

SR-AI à la surface des macrophages, empêchant ainsi l’internalisation du FX. Parce que ce 

complexe est nécessaire pour maintenir des niveaux plasmatiques normaux de FX et de PTX2 

et que la PTX2 est par ailleurs un composant majeur des dépôts amyloïdes, un déséquilibre 

dans le complexe est susceptible d'entraîner une diminution du FX dans l'amylose AL 

systémique. 

Étant donné le manque de données concernant le mécanisme expliquant jusqu’à présent le 

déficit acquis en FX au cours de l’amylose AL, les objectifs spécifiques ce chapitre de thèse 

ont été de :  

1) Collecter davantage de preuves directes concernant le mécanisme d’adsorption du FX 

sur les plaques amyloïdes de patients.   
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2) Explorer d'autres mécanismes potentiels expliquant le déficit en facteur X acquis lors 

de l'amylose AL 

 

Dans la seconde partie de ma thèse, je me suis intéressée à l’évaluation de la contribution 

des cellules vasculaires dans la génération de thrombine dans un plasma hémophile A. Le test 

de génération de thrombine (TGT) qui consiste à mesurer l’apparition de thrombine en 

fonction du temps dans un plasma est une technique largement utilisée pour identifier et 

quantifier les défauts sanguins ainsi que pour évaluer l’efficacité des composés 

pharmaceutiques.  

Dans ce test, l’activité coagulante d’un plasma est mesurée généralement en présence des 

vésicules phospholipidiques ou parfois de plaquettes. Cependant, en situation physiologique 

ou en cas de brèche vasculaire, le plasma entre en contact avec les cellules vasculaires, qu'elles 

soient activées ou non (cellules endothéliales et cellules musculaires lisses). Ces cellules ne se 

contentent pas d'avoir une composition phospholipidique distinctive, mais elles libèrent 

également dans la lumière vasculaire des protéines à la fois pro-coagulantes et 

anticoagulantes.  

Dans ce contexte, mes objectifs étaient les suivants : 

1) Evaluer la contribution des cellules vasculaires primaires aortiques, particulièrement 

les cellules endothéliales stimulées ou non et les cellules musculaires lisses, dans la 

génération de thrombine dans un plasma hémophile A, en utilisant une version 

modifiée du TGT.  

2) Comparer l’efficacité de différents traitements anti-hémophiliques dans un plasma 

hémophile A lorsqu'ils sont testés dans le cadre du TGT modifié en présence de cellules 

vasculaires primaires aortiques. Ces traitements comprennent le FVIII (traitement 

substitutif), l'emicizumab (anticorps bispécifique mimant l'activité du facteur VIII) et 

des agents permettant de contourner la fonction du FVIII. 
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Chapitre 1 : 

Identification du FX sur les dépôts amyloïdes dans l’amylose AL. 

Introduction  

Il est généralement admis que le déficit acquis en FX observé chez une minorité des patients 

souffrant d’amylose AL résulte de l'adsorption de la protéine FX sur les fibres amyloïdes 

présentes dans les tissus ou organes affectés. Ce postulat est étayé par des études décrivant 

la correction du déficit en FX chez des patients atteints d'amylose AL traités par une 

splénectomie de la rate atteinte, 277,280 après un traitement par chimiothérapie 268 ou  après 

une transplantation autologue de cellules souches hématopoïétiques. 281 L’hypothèse trouve 

son origine dans l'observation par l'équipe de Furie en 1977 qui a noté une clairance accélérée 

du FX radiomarqué injecté à un patient atteint d’amylose AL et de déficit en FX. Ils observeront 

ensuite que le FX radiomarqué s’est retrouvé dans le système vasculaire et les organes atteints 

du patient 265. Plus tard, la même équipe, établi que le FX se lie effectivement à des structures 

amyloïdes extraites d'un patient atteint d'amylose AL. 266  

Ces observations permettent d’expliquer pourquoi les patients atteints d'amylose AL et d'un 

déficit en FX sont souvent réfractaires à la thérapie de remplacement utilisant du plasma ou 

des concentrés de FX. Cependant étant donné que le déficit en FX n'apparaît pas chez tous 

les patients atteints d'amylose AL, il est supposé que ce soit la charge élevée en fibrilles 

amyloïdes dans le sang circulant ou dans les organes qui serait responsable de ce déficit. 

Cette notion est renforcée par l’observation dans l’étude de l’équipe de Furie de 1981 

montrant que des structures amyloïdes extraites d’un patient atteint d’amylose AL mais sans 

déficit en FX sont capables de lier ce dernier. 266 

Ainsi, il semble que des quantités importantes de structures amyloïdes puissent perturber 

l’équilibre entre la production et l’élimination du FX de la circulation entraînant de ce fait le 

déficit observé en FX. Cependant, il convient de noter qu’il n’existe qu’une seule étude dans 

la littérature qui démontre la présence de FX au niveau de la plaque amyloïde chez un patient 

présentant un déficit important en FX (FX : C <2%). 279 Pour vérifier qu’il existe une liaison 

directe du FX aux structures amyloïdes, indépendamment de la présence d’un déficit sévère 
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en FX, nous avons analysé par microscopie les biopsies de trois patients atteints d'amylose 

AL et nous avons suivi leurs taux de FX et de chaîne légère libre tout au long des différents 

traitements qui leurs ont été administrés. Deux d'entre eux ont été diagnostiqués avec un 

déficit en FX au moment de l'échantillonnage des tissus, tandis que le troisième ne présentait 

pas de déficit significatif quand le diagnostic d’amylose AL a été établi à partir de biopsies 

d’organes périphériques. 

 

Matériels et Méthodes  

Patients  

Les patients de cette étude ont été accueillis au CHU de Poitiers rattaché au Centre National 

de Référence Maladie rare, amyloses AL et autres maladies de dépôts d’immunoglobulines 

monoclonales (labellisé en juillet 2006). Quand ils ont été diagnostiqués avec une amylose 

AL, un test de routine de l'activité FX a été fait (voir plus bas). Le diagnostic d'amylose AL est 

anatomopathologique, il a donc été nécessaire d’obtenir un prélèvement, si possible par une 

biopsie peu invasive (glandes salivaires accessoires, graisse abdominale sous‐cutanée, …) 

sinon par biopsie d’un organe atteint (rein, foie, cœur, rectum, tractus gastro‐intestinal) après 

contrôle du bilan de coagulation et après information du pathologiste de la suspicion 

d’amylose. L’examen anatomopathologique a été effectué par la coloration au rouge Congo 

des biopsies, et l'immunohistochimie, ou l'immunofluorescence ont été appliquées pour 

discriminer les sous‐types d'amyloïde. Une fois le diagnostic établi, l'atteinte des organes et 

les réponses hématologiques et organiques ont été évaluées conformément aux lignes 

directrices de consensus du Protocole National de Soins (PNDS) Amylose AL en cours au 

moment de l’inclusion des patients. Les cellules produisant la protéine monoclonale ont 

ensuite été identifiées en examinant la moelle par une ponction, le plus souvent faite au 

niveau du sternum, et le taux de la protéine monoclonale a été déterminé par une prise de 

sang à l’aide de différents tests, le plus utile étant le dosage des chaînes légères libres du 

sérum (cf plus bas). Toutes les procédures ont été effectuées conformément aux normes 

éthiques du CHU de Poitiers. Tous les patients ont donné leur consentement éclairé 

conformément aux principes de la déclaration d'Helsinki. 
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Analyses en microscopie et quantification basée sur l'immunofluorescence 

Les coupes de biopsies de tissus congelés ont été réalisées en série à partir de prélèvements 

frais. Ces prélèvements sont congelés en azote liquide puis gardé à ‐80°C (en cryotubes). Ils 

sont ensuite inclus en cryo‐colle, coupés pour être mis sur lames puis conservés tels quels à 

‐20°C sans les fixer. La section des coupes est de 3 µm. Avant utilisation, les lames sont 

d’abord ramenées 30 minutes à température ambiante avant d’être fixées 5 minutes dans une 

solution à ‐20°C d’acétone. Elles ont ensuite été séchées à l’air libre et réhydratées dans un 

tampon Phosphate (PBS) pendant 5 minutes puis incubées en tampon PBS avec 5% de Bovine 

Serum Albumin (BSA) et 0,1 % de Tween 20 (PBST), 30min à 37 °C pour saturer les sites non 

spécifiques. Les sections tissulaires sur les lames ont ensuite été entourées avec un stylo 

hydrophobe pour délimiter les régions où vont ensuite se faire les incubations.  

Les anticorps primaires ont ensuite été ajoutés sur les lames 2 heures à température ambiante 

en PBST/BSA 1% (ou 1 nuit à 4°C) et ont été suivis par les anticorps secondaires qui ont été 

incubés 1 h à température ambiante. Les noyaux des cellules ont été marqués avec 1μg/mL 

de 4’,6’‐diamidino‐2‐phenylindole (DAPI). Les lamelles ont été ensuite montées dans du 

réactif Prolong Gold antifade (Life Technologies) et stockées à ‐20°C.  

Les anticorps suivants ont été utilisées dans cette étude : Anticorps polyclonaux de mouton 

(PoAb) anti‐FX humain (ab110138, Abcam, France), les anticorps monoclonaux anti‐chaine 

légère lambda ou kappa (ab124719 et ab124727, Abcam, France), les anticorps secondaires 

anti‐lapin 488 (A21206 ; Invitrogen ; Thermo Fischer Scientific, Harz, Germany) et anti‐mouton 

647 (A21448, Invitrogen ; Thermo Fischer Scientific, Harz, Germany). 

Les images de microscopie à champ large ont été acquises sur un microscope Cell Discoverer 

7 (Carl Zeiss, Oberkocher, Allemagne). Pour les analyses de colocalisation, Les champs de vue 

uniques de chaque échantillon ont été projetés le long de Z en utilisant l'intensité maximale 

et assemblés pour produire une image 2D de l'ensemble de l'échantillon. Les images 

résultantes ont ensuite été importées dans QuPath 282 Pour chaque image d'échantillon, les 

valeurs de seuil T1 et T2 ont été déterminées manuellement, de sorte que les valeurs 

d'intensité en dessous de ces seuils correspondent à l'auto‐fluorescence. Pour l'analyse de la 
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colocalisation, le code du plugin Fiji JACoP 283 a été porté en Groovy, le langage de script 

utilisé dans QuPath, et adapté au traitement avec les structures de données de QuPath. Pour 

chaque image d'échantillon, les outils d'annotation de QuPath ont été utilisés pour délimiter 

manuellement de 1 à 10 régions d'intérêt, classées comme Positives ou Négatives. Ensuite, le 

script de colocalisation Groovy a été utilisé pour calculer le coefficient de Pearson et les 

coefficients de Manders M1 et M2 en utilisant les valeurs de seuil T1 et T2, séparément pour 

chaque région. M1 correspond à la fraction du signal vert dans une région au‐dessus de T1 

qui colocalise avec le signal rouge au‐dessus de T2. M2 correspond à la fraction du signal 

rouge au‐dessus de T2 qui colocalise avec le signal vert au‐dessus de T1. Toutes les images 

ont été assemblées à l'aide du logiciel ImageJ. 

 

Détermination des taux de FX, II et V  

Les taux d'activité des FX, FII et FV ont été mesurés en utilisant une technique chronométrique 

de type temps de Quick. Le temps de Quick est le temps de coagulation d’un plasma citraté, 

déplaquetté et recalcifié en présence d’un excès de thromboplastine tissulaire (Celle utilisée 

dans notre étude est d’origine animale) et d’une quantité optimale de chlorure de calcium. 

Pour mesurer l'activité pro‐coagulante spécifique d'un facteur, le plasma dilué est mélangé 

volume à volume avec un plasma déficient qui contient tous les facteurs (en excès) sauf celui 

dont l'activité pro‐coagulante est mesurée. Le temps mesuré est converti en pourcentage 

d’activité grâce à une courbe de calibration. (STA®‐Deficient X, STA®‐Deficient II, STA®‐

Deficient V, STA®‐NeopTimal, Stago, Asnières‐sur‐Seine, France) sur un automate STARmax3. 

 

Dosage des chaines légères libres 

Les concentrations sériques des chaines légères libres κ et λ sont mesurées par une méthode 

immuno‐néphélémétrique automatisée (FreeLite®). Il s’agit d’anticorps polyclonaux 

conjugués à des particules de latex et spécifiques des chaines légères libres. Ils reconnaissent 

les épitopes cryptiques physiologiquement indisponibles quand la chaine légère est liée à la 

chaine lourde de l’immunoglobuline entière.  
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Recherche d’anticorps anti-FX 

La présence dans le sang d’anticorps dirigés contre le FX humain a été évaluée par un test 

immunologique en utilisant les IgG purifiés à partir du plasma ou du sérum des patients. Les 

IgG ont été purifiés par affinité sur des colonnes de 1mL HiTrap protéine G (Cytiva, France, 

Saint‐Germain‐en‐Laye) selon le protocole du fabricant à partir d’environ 150µL de matériel 

biologique (plasma ou sérum). Brièvement, des plaques de microtitration (Greiner Bio‐one, 

Kremsmünster, Autriche) ont été recouvertes de FX humain purifié de plasma (Cryopep, 

Montpellier, France) pendant 1 nuit à 4°C dans un tampon Carbonate de Sodium (50mM 

Na2CO3 pH9,6). Ensuite, les puits ont été lavés trois fois avec un tampon Tris contenant du 

Tween ou TBST (50mM Tris pH7.4, 150nM NaCl, 0.1% Tween20) puis recouverts pendant 1 

heure à 37°C dans un tampon TBST/3%BSA (3% AlbuMAX II, Albumine de sérum de bovin 

riche en lipides avec <0,1% IgG) afin de saturer les sites de liaison non spécifiques. Après 3 

lavages, des concentrations identiques d’IgG des patients (200 µg/mL) ont été incubées 

pendant 2 heures à 37°C dans un tampon TBS/1%BSA. Les protéines non liées ont été 

éliminées par 3 lavages et les IgG ont été détectés par incubation d'un anticorps polyclonal 

de lapin anti‐IgG humain marqué à la peroxydase (cat. P0214, Dako), dilué à 1:5000 dans du 

TBST/1%BSA 1 heure à 37°C, suivie d'une conversion chromogène à la tétraméthylbenzidine. 

La réaction colorimétrique a été stoppée avec du H2SO4 0,5 M et la densité optique (DO) a 

été mesurée à 450 et 540 nm à l'aide d'un lecteur de microplaques Infinite M Nano+ (Tecan). 

Le matériel biologique des patients a été analysé en double et les puits non recouverts de FX 

ont été utilisés comme contrôles négatifs. Les valeurs nettes de DO ont été obtenues après 

soustraction du signal des puits vierges. Les IgG purifiés d’un pool de plasma sain ont été 

utilisés comme contrôle ainsi que les IgG purifiés du plasma d’un individu ayant développé 

des IgG contre le FX humain. Les expériences ont été répétées 3 fois. Les données ont été 

acquises avec le logiciel i‐control 2.0, interne à l’instrument Infinite M Nano+ et générées au 

format Excel (.xls). Les analyses des données ont été faites avec le logiciel GraphPad Prism. 
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Résultats 

Données cliniques principales mesurées lors de l’inclusion des patients et au moment du diagnostic 

 

Patient 1 : Il s’agit d’un homme de 58 ans qui a été admis en 2017 au CHU de Poitiers au 

centre de référence des amyloses AL pour une suspicion d’amylose AL. Le diagnostic 

d’amylose AL n’a pas pu être posé à partir d’une biopsie de glande salivaire. Cependant, une 

ponction de moelle osseuse a permis d’identifier un myélome indolent et en utilisant un 

séquençage du répertoire d'immunoglobulines à haut débit et sensible sur ARN, une 

expansion monoclonale dans la moelle osseuse des cellules plasmatiques restreintes à kappa 

a été identifiée. En bref, les composantes monoclonales médullaires détectées ont été une 

chaine lourde IgG1 (VH1‐2*02 ‐ DH6‐13*01 ‐ JH3*01) représentant 5,9% du répertoire G/A/M 

et une chaîne légère Kappa (Vκ1‐16*02 ‐ Jλ5*01) représentant 74,6% du répertoire 

kappa/lambda. De plus, une électrophorèse des protéines sériques a montré une protéine 

monoclonale IgG kappa et les niveaux de chaînes légères kappa et lambda sériques libres 

étaient de 110 et 8,7 mg/L, respectivement (voir Tableau 1). Aucune composante monoclonale 

≥ 1 % a été détectée dans le répertoire médullaire lambda. Le patient présentait également 

une atteinte digestive avec rectorragies, et des atteintes hépatique et cardiaque (stade II). 

Pour la coagulation, l'activité du FX (FX:C) au moment de l’inclusion a été mesurée à 22 %, 

alors que les taux des autres facteurs de la coagulation étaient normaux, notamment pour le 

facteur V (FV) et la prothrombine (PT) (Tableau I). Les IgG du plasma du patient prélevé lors 

de son inclusion n’ont pas montré de capacité à reconnaitre le FX.  Devant le tableau clinique 

du patient, une trithérapie Cyclophosphamide, Bortézomib, Dexaméthaxone (CyBorD) a été 

mise en place. C’est finalement une biopsie digestive positive à la chaîne légère kappa réalisée 

en avril 2018 qui a permis de poser le diagnostic d’amylose AL.  
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TABLEAU I : CARACTERISTIQUES DE BASE DES PATIENTS A L’INCLUSION OU AU DIAGNOSTIC. 

Caractéristiques de 

base 

Patient 1 Patient 2 Patient 3 

Age (inclusion) 58 ans 71 ans 61 ans 

Sexe Homme Femme Homme 

    

Diagnostic spécifique Myélome indolent MGCS MGCS 

Type de chaîne légère 

(germinale) 

Kappa 

(Vκ1‐16*02‐ Jk5*01) 

Lambda 

(Vl2‐14*03‐ 

Jl3*02) 

Lambda 

(Vλ3‐1*01‐Jλ2*01 

Cytogénétique    

    

Organe(s) impliqué(s) Cardiaque, Digestif, 

Hépatique 

Cardiaque, 

Digestif, 

Hépatique, 

Neuro., 

Cardiaque, Digestif, 

Neuro. 

    

Stade de la Clinique 

Mayo 2004 révision 

Européenne 

 

II 

 

IIIA 

 

IIIA 

    

Taux de chaînes 

légères libres (mg/L) 

(diagnostic/2023) 

 

110 / 36 

 

745 / 16 

 

326 / 20 

    

FX:C 

(diagnostic/2023) 

22% / 85% 9% / 60% 73% / 80% 

FV:C 

(diagnostic/2023) 

130% / 137% 130% / NM% 140% / 122% 

FII:C 

(diagnostic/2023) 

92% / 108% 93% / 105% 104% / 78% 

anti-FX plasmatiques ND ND ND 

 
MGRS : gammapathie monoclonale de signification clinique  
ND : non différent de ce qui est détecté dans un pool de plasma normal.  
NM : non mesuré 

 

Patiente 2 : Une femme est arrivée en 2019 à l’âge de 71 ans au centre de référence des 

amyloses AL. Un diagnostic d’amylose AL sur un tableau de Gammapathie Monoclonale de 

signification clinique (MGCS) a été posé à la suite d’une biopsie salivaire positive à la chaine 
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légère lambda. Les niveaux de chaînes légères kappa et lambda sériques libres étaient 

respectivement de 9 et 745 mg/L. Un séquençage du répertoire d'immunoglobulines comme 

décrit dans la section Matériels et Méthodes a permis d’identifier la séquence de la chaîne 

légère monoclonale lambda surexprimée (Vl2‐14*03‐ Jl3*02). La patiente présentait des 

atteintes neurologique, digestive, hépatique et cardiaque (stade IIIA). Ce tableau était 

compliqué d’un déficit en FX évalué à 9%. Une trithérapie CyBorD a été mise en place pendant 

6 mois (voir tableau II).  

 

Patient 3 : Il s’agit d’un homme qui est arrivé en 2020 à l’âge de 61 ans au centre de référence. 

Il présentait une atteinte cardiaque au stade IIIA, des atteintes neurologique et possiblement 

digestive. Une biopsie de graisse abdominale et de glande salivaire positives à la chaîne 

légère lambda ont permis d’établir le diagnostic d’amylose AL sur un tableau de MGCS. La 

ponction de moelle osseuse effectuée a permis par séquençage comme décrit dans la section 

méthodes de détecter une composante monoclonale médullaire : une chaine légère Lambda 

(Vλ3‐1*01‐Jλ2*01) représentant 65,2% du répertoire Kappa et Lambda. Le ratio chaines 

légères libres Kappa/Lambda était de 12/326 mg/L. Le patient ne présentait pas de 

coagulopathie, un taux de FX plasmatique à 73% a été détecté. Le niveau normal de FX:C dans 

notre centre était alors de 60 % à 140 %, ce qui avait été déterminé par la plage d'activité du 

FX selon la distribution de 95 % des personnes en bonne santé.  Une première trithérapie 

CyBorD a alors été initiée.  
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TABLEAU II : TRAITEMENTS CONTRE L’AMYLOSE AL SUIVIS PAR LES PATIENTS 

Lignes de 

traitements 

Patient 1 Patiente 2 Patient 3 

1ère CyBorD (9 cures 

pendant 8 mois) 

CyBorD (6 

cures 

pendant 6 

mois) 

CyBorD (6 cures pendant 6 

mois) 

2ème Dara/Lenalidomide/Dex 

(1 mois) 

BorD + 

Lenalidomide 

(06 mois) 

BorD + Daratumumab 

(1 mois) 

3ème Dara/ Dex (6 cures 

pendant 6 mois) 

 Bortézomib+ 

Daratumumab+Venetoclax 

(06 mois) 

4ème   Venetoclax 

(en cours) 
 
BorD : Bortézomib, Dexaméthaxone 
CyBorD : Cyclophosphamide, Bortézomib, Dexaméthaxone 
Dara : Daratumumab 
Dex : Dexaméthaxone 

 
Évolution des taux de chaines légères libres et des taux de FX au cours du suivi thérapeutique des 

patients avec amylose AL  

 

Nous avons étudié l'impact des traitements administrés aux trois patients, depuis leur 

admission jusqu'à récemment, sur la variation de leurs taux circulants de chaînes légères libres 

et de FX coagulant. 

Patient 1 :  

Pour le patient 1, la trithérapie initiale de CyBorD, administrée sur une période de 8 mois (9 

cycles), a induit une réponse hématologique quasi immédiate. Les taux de chaînes légères 

libres kappa ont chuté de manière significative dès le premier mois, passant de 110 à 58 mg/L, 

atteignant un minimum 4 mois après le début du traitement (voir Figure 1A). À la fin du 

traitement, le ratio des chaînes légères libres kappa/lambda est passé de 110/8,7 mg/L à 

18,8/7,9 mg/L. 

Cependant, moins de 18 mois après l'interruption du traitement, on a constaté une 

augmentation de la quantité de chaînes légères kappa libres. Cette augmentation s'est 
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accentuée au fil du temps, doublant à 20 mois après l'arrêt du traitement, passant de 18,8 à 

50 mg/L (voir Figure 1A). Un pic à 110 mg/L a été observé 32 mois après l'arrêt du traitement. 

Ces observations ont montré une résurgence de la production excessive de chaînes légères 

libres kappa chez ce patient et ont justifié l’établissement d’un nouveau protocole 

thérapeutique. 

La mise en place d’une nouvelle trithérapie comprenant Daratumumab, Lenalidomide et 

Dexamethasone (sur une durée de 6 mois), a induit une nouvelle réponse hématologique 

immédiate aussi rapide que celle observée pour la thérapie initiale (CyBorD). Après 6 mois de 

traitement une réponse maximale a été atteinte, marquée par une diminution du ratio des 

chaînes légères libres kappa/lambda, passant de 110,1/11,9 mg/L à 13,9/3,7 mg/L, soit 

quasiment une réponse totale au traitement. Cette intensité de réponse s’est maintenue 24 

mois. Par la suite, une augmentation légère mais progressive des taux de chaînes légères a 

été observée (Figure 1).   

 

 

 

FIGURE 1 : SUIVI DES VARIATIONS DES TAUX DE FX ET DE CHAINES LEGERES LIBRES DANS LE TEMPS (PATIENT 1) 

Les taux circulants de chaînes légères libres et de FX coagulant ont été dosés au cours du temps de suivi chez le 
patient 1. L'axe vertical de gauche correspond aux taux de FX (%) tandis que celui de droite est réservé aux taux de 
chaînes légères (en mg/L). La courbe bleue représente le suivi au cours du temps de la chaîne légère pathogène 
tandis que le suivi des taux de FX est représenté par une courbe rouge. 1, 2 et 3 désignent les combinaisons 
thérapeutiques reçus par les patients au cours du temps. CyBorD : Cyclophosphamide, Bortezomib et 
Dexaméthasone ; Dara : Daratumumab; Dexa : Dexaméthasone 
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Ces observations montrent que les thérapies utilisées chez ce patient ont permis une réponse 

hématologique immédiate a effet plus ou moins prolongé mais pas définitif.  

Contrairement aux chaînes légères, il a été observé un délai entre les variations des taux de 

FX et l’administration d’une trithérapie. Pour la première trithérapie (CyBorD), les taux de FX 

ont commencé à augmenter significativement 12 mois après la première administration pour 

atteindre des valeurs normales (> 60%) 18 mois après (Figure 1A). Un délai dans 

l’augmentation des taux de FX a aussi été observé lors de l’administration de la deuxième 

trithérapie. Il était 2 fois moins important que lors de la première thérapie (6 mois versus 12 

mois). Cependant, comme pour la première trithérapie, il a fallu attendre 18 mois pour que 

le FX atteigne des valeurs normales (>60%) (Figure 1).  

Ces résultats démontrent que chez le patient 1, tous les traitements administrés ont induit 

une réponse hématologique immédiate. De plus, tous ont conduit à une normalisation des 

taux de chaînes légères, même si cette normalisation n'a pas été durable dans le temps, 

notamment avec CyBorD. De manière similaire, chacun de ces traitements a permis de rétablir 

les taux de FX à des valeurs normales, bien que ce rétablissement ait demandé un laps de 

temps beaucoup plus long. En effet, dans chaque cas, il a fallu attendre 18 mois pour observer 

un effet significatif sur les taux de FX, généralement détectable à 6 mois voire 12 mois. 

Patiente 2 :  

Comme pour le patient 1, une trithérapie CyBorD a été administrée à la patiente 2, sur une 

période de 6 mois (6 cycles). Cette fois, il a été observé une réponse hématologique 

légèrement retardée de 2 mois. Le taux de chaînes légères lambda libres est passé de 745,5 

mg/L à un minimum de 23,6 mg/L, environ 6 à 7 mois après le début du premier traitement 

(voir Figure 2). Malgré une réponse hématologique initiale, le tableau clinique de la patiente 

ne s'est pas amélioré. Les taux de chaînes légères lambda libres sont remontés à 97,8 mg/L 

après l’arrêt du premier traitement, et par conséquent une deuxième trithérapie (BorD + 

Lenalidomide) a été instaurée. Ce nouveau protocole thérapeutique, d'une durée de 6 mois, 

a entraîné une réponse hématologique immédiate et complète, avec des taux de chaînes 

légères libres inférieurs à 5 mg/L. Comme constaté chez le patient 1, l'augmentation 

significative des taux de FX est survenue bien après l'apparition de la réponse hématologique 
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induite par le traitement (voir Figure 2). Ils ont significativement augmenté, plus de 12 mois 

après le début du traitement, passant de 9 à 26%. Cependant, même avec une réponse 

hématologique complète persistante jusqu'à 3 ans après la deuxième thérapie, les taux de FX 

continuent d'augmenter sans toutefois atteindre des valeurs normales. En revanche, les taux 

des autres facteurs de coagulation sont restés normaux, aussi bien lors de l'inclusion que tout 

au long du suivi de la patiente 2. Aucune réponse anti‐FX n'a été détectée chez cette patiente 

pendant toute la durée de son suivi. En conclusion, chez le patient 2 contrairement au patient 

1, la trithérapie CyBorD n’a pas entrainé de réponse hématologique immédiate et cette 

réponse a été partielle. De plus, la trithérapie BorD + Lenalidomide qui a induit une réponse 

hématologique immédiate avec normalisation des taux de chaînes légères, a permis une 

augmentation des taux de FX mais avec une cinétique beaucoup plus lente que celle observée 

avec le patient 1.  

 

FIGURE 2 : SUIVI DES VARIATIONS DES TAUX DE FX ET DE CHAINES LEGERES LIBRES DANS LE TEMPS (PATIENT 2) 

Les taux circulants de chaînes légères libres et de FX coagulant ont été dosés au cours du temps de suivi chez le 
patient 2. L'axe vertical de gauche correspond aux taux de FX (%) tandis que celui de droite est réservé aux taux de 
chaînes légères (en mg/L). La courbe bleue représente le suivi au cours du temps de la chaîne légère pathogène 
tandis que le suivi des taux de FX est représenté par une courbe rouge. 1, 2 et 3 désignent les combinaisons 
thérapeutiques reçus par les patients au cours du temps. CyBorD : Cyclophosphamide, Bortezomib et 
Dexaméthasone ;  BorD : Bortezomib et Dexaméthasone. 

 

Patient 3 :  
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Comme les patients 1 et 2, le patient 3 a initialement reçu un traitement combiné CyBorD (6 

mois, 6 cycles). Comme observé chez le patient 1, cette combinaison thérapeutique a 

immédiatement entraîné une réponse hématologique, avec les taux de chaînes légères 

lambda libres chutant de 326,6 mg/L à 120,8 mg/L en un mois (Figure 3). Cependant, ces taux 

ne sont pas descendus plus bas, ce qui indique une réponse hématologique partielle. Une 

deuxième trithérapie (BorD + Lenalidomide) a été immédiatement administrée, mais elle n'a 

pas eu d'effet sur les taux de chaînes légères libres. Ce n'est qu'après une troisième trithérapie 

(BorD + Venetoclax), d'une durée de 6 mois, que le patient a finalement atteint une rémission 

complète. Contrairement aux deux autres patients, le patient 3 présentait des taux de FX dans 

les limites normales lors du diagnostic d'amylose AL. Malgré trois traitements successifs, ce 

patient n'a pas manifesté de fluctuations significatives de ses taux de FX. Les variations 

observées étaient minimes (73<x<101%, soit +/‐ 16% par rapport à la moyenne), comparées 

aux patients 1 et 2 (21<x<75%, soit +/‐ 56% et 7 à 60%, soit +/‐ 79%, respectivement).  

 

FIGURE 3 : SUIVI DES VARIATIONS DES TAUX DE FX ET DE CHAINES LEGERES LIBRES DANS LE TEMPS. 

Les taux circulants de chaînes légères libres et de FX coagulant ont été dosés au cours du temps de suivi chez le 
patient 3 (C). L'axe vertical de gauche correspond aux taux de FX (%) tandis que celui de droite est réservé aux taux 
de chaînes légères (en mg/L). La courbe bleue représente le suivi au cours du temps de la chaîne légère pathogène 
tandis que le suivi des taux de FX est représenté par une courbe rouge. 1, 2 et 3 désignent les combinaisons 
thérapeutiques reçus par les patients au cours du temps. CyBorD : Cyclophosphamide, Bortezomib et 
Dexaméthasone ; BorD : Bortezomib et Dexaméthasone ; Dara : Daratumumab; Dexa : Dexaméthasone 

 

En conclusion, les résultats obtenus mettent en évidence que bien que la trithérapie CyBorD 

ait induit une réponse hématologique chez tous les patients, son efficacité varie d'un individu 
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à l'autre et n'a jamais été permanente. Elle a été avantageusement remplacée par d'autres 

schémas thérapeutiques, tels que l'association Daratumumab, Lenalidomide et 

Dexamethasone pour le patient 1, ou BorD + Lenalidomide pour le patient 2, et BorD + 

Venetoclax pour le patient 3. Dans tous les cas où la thérapie a engendré une réponse 

hématologique avec une normalisation des taux de chaînes légères libres, une observation 

ultérieure, généralement après plus d'un an, a révélé une augmentation voire une 

normalisation des taux de FX précédemment diminués. 

 

Détection des plaques amyloïdes dans les coupes de tissus des patients atteints d'amylose AL 

 
Afin de déterminer si on pouvait retrouver du FX dans les structures amyloïdes présentes dans 

les organes atteints des 3 patients, nous sommes partis de nouvelles coupes en série issues 

des biopsies qui avaient permis d’établir le diagnostic d’amylose AL. Pour le patient 1, les 

échantillons de biopsie ont été prélevés sur le tissu digestif, tandis que pour les patients 2 et 

3, les biopsies ont été réalisées sur les glandes salivaires et sur de la graisse abdominale. 

Lors de cette biopsie, le patient 1 avait déjà été traité (voir plus haut) et présentait un taux 

réduit de chaînes légères libres par rapport au taux mesuré lors de son inclusion (<25 mg/L 

versus 110 mg/L), tandis que pour les patients 2 et 3, les valeurs de chaînes légères libres 

étaient nettement plus élevées, s'établissant respectivement à 745 mg/L et 326,6 mg/L. En ce 

qui concerne le taux de FX:C, il était particulièrement bas pour la patiente 2 (<10%), restait 

en dessous de la normale pour le patient 1 (<50%), et atteignait 73% chez le patient 3, se 

situant ainsi dans les limites normales pour ce dernier. 

Pour détecter la présence de structures amyloïdes dans les coupes obtenues, celles‐ci ont été 

colorées au rouge Congo et observées sous un microscope en utilisant une lumière polarisée. 

Il a été observé chez tous les patients, à travers toutes leurs coupes, la présence de vastes 

zones colorées en rouge Congo, accompagnées d'une biréfringence jaune‐verte, indiquant 

ainsi la présence de dépôts amyloïdes (Figures 4A, 4B, 5A, 6A et 6C). Pour le patient 1 ces 

dépôts biréfringents ont été principalement localisés dans les régions basales des muqueuses 

du système digestif (Figures 4A, 4B). En ce qui concerne les glandes salivaires, les dépôts 

amyloïdes ont été principalement limités dans les régions extracellulaires au niveau des 
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travées de conjonctif (patients 2 et 3, respectivement Figures 5A et 6A) mais également, au 

niveau de zones hautement vascularisées (Figure 6A). Alors que les structures amyloïdes ont 

été trouvées concentrées dans des zones délimitées des glandes salivaires pour le patient 2 

(Figure 5A), elles ont été observées sur la quasi‐totalité de la coupe pour le même tissu chez 

le patient 3 (Figure 6A).  Plusieurs zones, de petite surface, négatives à la biréfringence jaune‐

verte ont néanmoins été trouvées. En ce qui concerne les biopsies de la graisse abdominale, 

les structures des coupes marquées au rouge Congo ont été assez endommagées mais il a 

été possible sur au moins 1 coupe des patients 2 et 3 de différencier des zones positives où 

de la biréfringence était visible de zones négatives où elle était absente (Figure 6B). En 

conclusion, l'examen des coupes colorées au rouge Congo a révélé que les tissus des régions 

riches en structures amyloïdes étaient plus gravement altérés que les régions dépourvues de 

ces structures, indépendamment de l'organe examiné. Globalement, des zones positives 

contenant des structures amyloïdes ont été clairement identifiées dans toutes les coupes, 

tandis que des zones négatives, sans biréfringence et donc sans amyloïdes, ont également 

été observées.  

 
Le FX est présent dans les plaques amyloïdes de patients atteints d'amylose AL 
 

Pour détecter, au niveau des zones amyloïdes précédemment identifiées, l’éventuelle 

présence de FX et sa colocalisation avec les chaînes légères nous avons utilisé des coupes 

issues des mêmes biopsies faites en série en même temps que celles utilisées pour la 

coloration du rouge Congo. Nous avons ainsi pu reporter par superposition des coupes, des 

zones positives et négatives correspondant à celles identifiées au rouge Congo dans les 

coupes utilisées pour détecter la présence de FX et de chaînes légères.  

Pour le patient 1 on a observé dans les zones positives la forte présence de chaînes légères 

par rapport à ce qui est observé dans les zones négatives en utilisant un anticorps anti‐chaîne 

légère kappa (Figure 4C). Dans ces mêmes zones positives, on a visualisé une superposition 

du signal du FX avec le signal de la chaîne légère (Figure 4C) qui induit d’ailleurs, l’acquisition 

d’une coloration jaune (Figure 4C). On a déterminé que cette superposition de signal dans les 

zones positives correspondait à la présence d’une quantité plus importante de chaîne légère 
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et de FX par rapport à ce qui était trouvé dans les zones négatives. Pour cela, nous avons 

comparé pour chaque canal, le vert pour les chaînes légères et le rouge pour le FX, les valeurs 

de l'intensité de fluorescence moyenne de l'image ou « mean gray value » entre les zones 

positives et négatives de même taille. Dans le canal vert, nous avons déterminé que la valeur 

moyenne des « mean gray value » des zones positives (918  612) est significativement 

supérieure à celle des zones négatives (334  204, P<0,0001, n=37 ; Figure 4D). De la même 

façon dans le canal rouge, nous avons calculé que la valeur moyenne des « mean gray value » 

dans les zones positives est significativement supérieure à celle trouvée dans les zones 

négatives (2153  2110 versus 543  361 ; P<0,0001, n=37 ; Figure 4D). 

 

Ensuite, pour évaluer si cette accumulation de chaînes légères et de FX dans les zones 

positives ou amyloïdes correspondait à une colocalisation des signaux de FX et de chaîne 

légère kappa nous avons déterminé pour chaque zone sélectionnée (positives et négatives) 

dans les différentes coupes disponibles un coefficient de Manders appelé M1 quand il indique 

la part du signal rouge de FX colocalisé avec le signal vert de la chaîne légère et M2 quand il 

indique l’inverse (la part du signal vert de la chaîne légère dans le signal rouge du FX). Dans 

les zones positives, nous avons trouvé une valeur moyenne de M1 égale à 0,59  0,28 qui 

indique une colocalisation majoritaire du FX sur les chaînes légères. De plus, cette valeur est 

significativement supérieure à celle des zones négatives (0,12  0,13, P<0,0001 ; Figure 4E). 

De la même façon, nous avons calculé que la valeur moyenne de M2 dans les zones positives 

est significativement supérieure à celle trouvée dans les zones négatives (0,81  0,19 versus 

0,28  0,14 ; P<0,0001 ; Figure 4E) indiquant une colocalisation des chaînes légères de zones 

positives avec le FX. En conclusion, l’ensemble de ces résultats montrent que dans les intestins 

du patient 1 il y a une accumulation et une colocalisation du FX et des chaînes légères 

uniquement dans les zones riches en structures amyloïdes 
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FIGURE 4 : LE FX EST COLOCALISE AVEC LES PLAQUES AMYLOÏDES DANS LES ORGANES ATTEINTS DU PATIENT 1. 

Histologies de la biopsie intestinale, (A) de l’antre, (B) et du colon. Les photomicrographies à 63× des coupes colorées 
avec le rouge Congo sous lumière polarisée, révèlent l'apparence de biréfringence vert pomme caractéristique de la 
présence de structure amyloïdes dans les parties apicales des muqueuses (flèches blanches). (A et B) L’encadré blanc 
inférieur délimite une zone positive (présence de structures amyloïdes pointées avec des flèches) alors que l’encadré 
supérieur délimite une zone négative (absence de structures amyloïdes). (C) Microscopie en champ large, images du 
FX (rouge) et de chaîne légère kappa (Vert) immunomarqués sur une coupe issue de l’antre du patient. Objectif 63x, 
les barres représentent 500 µm. (D) Comparaison de l’intensité moyenne de fluorescence pour chaque canal, le vert 
(chaînes légères) et le rouge (FX), des valeurs de l'intensité de fluorescence moyenne de l'image ou « mean gray 
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value » entre les zones positives (+) et négatives (-) au rouge Congo (RC). (E) La colocalisation du FX sur les chaines 
légères kappa dans les zones positives (+) au rouge Congo (RC) ou dans les zones négatives (-) a été quantifiée en 
calculant les valeurs des coefficients de Manders M1 et M2, respectivement (voir méthodes pour les détails). Les 
résultats sont exprimés sous forme de points individualisés représentant un champ où la valeur moyenne est 
indiquée ainsi que l’écart-type par des barres d’erreur. Un test t non apparié a été utilisé pour les calculs statistiques.   

 

Chez la patiente 2, nous avons également observé un phénomène d’accumulation et de 

colocalisation du FX et des chaînes légères dans les zones identifiées positives (Figures 5B et 

5E) que nous n’avons pas retrouvé dans les zones négatives. Ces observations ont été 

objectivées par la comparaison de l'intensité de fluorescence moyenne ou « mean gray 

value » entre les zones positives et négatives et par la détermination des coefficients de 

Manders M1 et M2. Ainsi, pour le canal vert et le canal rouge, nous avons trouvé que les 

valeurs moyennes des « mean gray value » des zones positives étaient significativement plus 

élevées que celles des zones négatives que cela soit pour les coupes issues des glandes 

salivaires (canal vert : 1639 302 versus 472  51, P<0,0001, n=15; canal rouge : 643  136 

versus 434  117, P=0,0002, n=15 ; Figure 5C) que pour celles issues de la graisse abdominale 

(canal vert : 1411 224 versus 714  162, P<0,0001, n=10; canal rouge : 3100  1135 versus 

814  253, P<0,0001, n=10 ; Figure 5F). En ce qui concerne les coefficients de Manders, nous 

avons trouvé que les valeurs moyennes de M1 et M2 dans les zones positives étaient 

significativement plus élevées que celles des zones négatives que cela soit pour les coupes 

issues des glandes salivaires (M1 = 0,661  0,099 versus 0,539  0,106 ; P = 0,0068, n=12 ; M2 

= 0,467  0,133 versus 0,159  0,092 ; P<0,0001, n=12 ; Figure 5D) que pour celles issues de 

la graisse abdominale (M1 = 0,978  0,037 versus 0,372  0,275 ; P < 0,0001, n=9 ; M2 = 0,867 

 0,062 versus 0,444 0,260 ; P=0,0002, n=8 ; Figure 5G ). 
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FIGURE 5 : LE FX EST COLOCALISE AVEC LES PLAQUES AMYLOÏDES DANS LES ORGANES ATTEINTS DU PATIENT 2. 

(A) Histologies des biopsies de glandes salivaires colorées avec le rouge Congo sous lumière polarisée, révélant 
l'apparence de biréfringence vert-pomme caractéristique de la présence de structure amyloïdes (flèches blanches). 
L’encadré blanc supérieur délimite une zone positive (présence de structures amyloïdes) alors que l’encadré inférieur 
délimite une zone négative (absence de structures amyloïdes). (B)(E)Microscopie en champ large, images du FX 
(rouge) et de chaîne légère lambda (Vert) immunomarqués sur une coupe issue de glandes salivaires (B) et de la 
graisse abdominale (E). Objectif 63x, les barres représentent 500 µm. (B)(E) L’encadré blanc dans l’image de gauche 
délimite une zone positive qui est élargie dans les images de droite du même panel. (C)(F) Comparaison pour chaque 
canal, le vert pour les chaînes légères et le rouge pour le FX, des valeurs de l'intensité de fluorescence moyenne de 
l'image ou « mean gray value » entre les zones positives (+) et négatives (-) au rouge Congo (RC). (D)(G) Les 
colocalisations du FX sur les chaines légères (CL) lambda dans les zones positives (+) ou négatives (-) au rouge Congo 
(RC) et des CL lambda sur le FX ont été quantifiées en calculant, les valeurs des coefficients de Manders M1 et M2, 
respectivement (voir méthodes pour les détails). Les résultats sont exprimés sous forme de points individualisés 
représentant un champ où la valeur moyenne est indiquée ainsi que l’écart-type par des barres d’erreur. Un test t 
non apparié a été utilisé pour les statistiques.  

 

 

L’ensemble de ces résultats démontrent que dans les tissus observés de la patiente 2, il y a 

une accumulation et une colocalisation du FX et des chaînes légères uniquement dans les 

zones riches en structures amyloïdes.  

Dans les coupes issues des glandes salivaires du patient 3, une observation significative a été 

faite : la présence quasi‐ubiquitaire de chaînes légères lambda à travers tout le tissu (voir 

Figure 6B). Cette distribution des chaînes légères lambda semble suivre étroitement la 

répartition des structures amyloïdes identifiées, comme illustré dans la Figure 6A. Lorsqu'une 

observation plus minutieuse a été réalisée dans les zones riches en structures amyloïdes, une 

corrélation intéressante a été constatée : le signal du FX était plus intense dans les structures 

où le signal de la chaîne légère était également plus prononcé. Par exemple, cette corrélation 

était nettement discernable à la périphérie des vaisseaux sanguins (voir Figure 6B), où des 

structures amyloïdes étaient détectables (voir Figure 6A). Cependant, il est également 

important de noter qu'une absence de signal rouge a été observée dans ces mêmes zones 

positives où un signal vert élevé était présent (voir Figure 6B). L’absence d’accumulation 

significative du FX dans les zones positives par rapport aux zones négatives a été démontré 

par le calcul des « mean gray values ». Si dans le canal vert (chaîne légère), on a déterminé 

que les « mean gray value » étaient significativement supérieures dans les zones positives par 

rapport aux zones négatives (1373  198 versus 791  44, P<0,0001, n=6 ; Figure 6C) au 

contraire dans le canal rouge (FX), ces valeurs ont été trouvées identiques dans les 2 types de 
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zones (zone positives : 583  79 versus zones négatives : 579  81, P=0,9334, n=6 ; Figure 6C). 

En conclusion, s’il y a bien une accumulation des chaînes légères dans les zones positives par 

rapport aux zones négatives, il n’y a pas d’accumulation de FX et donc pas de colocalisation 

significative du FX avec les chaines légères accumulées dans les zones positives. En analysant 

les coupes de graisse abdominale de ce patient, une observation notable a été faite : dans les 

zones positives renfermant des structures amyloïdes (voir Figures 6D et 6E), les signaux vert 

et rouge sont significativement plus intenses que dans les zones négatives (voir Figures 6D 

et 6F). Cette constatation est étayée par les valeurs plus élevées des "mean grey values" du 

canal vert et du canal rouge dans les zones positives par rapport aux zones négatives (canal 

vert : 1029 ± 190 versus 679 ± 88, P < 0,0001, n = 11 ; canal rouge : 887 ± 385 versus 646 ± 

177, P = 0,0520, n = 11 ; voir Figure 6G). Tout aussi remarquable, on a observé que les valeurs 

moyennes de M1 et M2 dans les zones positives étaient significativement plus élevées que 

celles des zones négatives dans les coupes de graisse abdominale (M1 = 0,45  0,19 versus 

0,12  0,14 ; P = 0,0004, n=11 ; M2 = 0,85  0,14 versus 0,17  0,16 ; P<0,0001, n=11 ; Figure 

6H). En conclusion, concernant le patient 3, bien qu'une accumulation de dépôts de chaînes 

légères amyloïdes ne semble pas coïncider avec la présence de FX, comme cela a été observé 

dans les glandes salivaires, une tendance à l'accumulation de FX à proximité des dépôts 

amyloïdes peut être observée au niveau des tissus de la graisse abdominale qui semble 

entrainer une colocalisation des 2 protéines. Ainsi, la colocalisation du FX et des chaînes 

légères chez le patient 3 semble être tissu dépendant, contrairement aux observations faites 

chez les patients 1 et 2. 
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FIGURE 6 : LE FX EST COLOCALISE AVEC LES PLAQUES AMYLOÏDES DANS LES ORGANES ATTEINTS DU PATIENT 3. 
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Histologies des biopsies de glandes salivaires (A) et de graisse abdominale (D) colorées avec le rouge Congo sous 
lumière polarisée, révélant l'apparence de biréfringence vert pomme caractéristique de la présence de structure 
amyloïdes. Microscopie en champ large, images du FX (rouge) et de chaîne légère lambda (Vert) immunomarqués 
sur une coupe issue de glandes salivaires (A) (B) et de la graisse abdominale (D)(E)(F). Objectif 63x, les barres 
représentent 500 µm. (A) L’encadré blanc délimite une zone positive (présence de structures amyloïdes) 
correspondant aux images du panel (B). (D) L’encadré rouge délimite une zone positive (présence de structures 
amyloïdes) correspondant aux images du panel (E), l’encadré bleu une zone négative (pas de structures amyloïdes) 
correspondant aux images du panel (F). (C)(G) Comparaison pour chaque canal, le vert pour les chaînes légères et le 
rouge pour le FX, des valeurs de l'intensité de fluorescence moyenne de l'image ou « mean gray value » entre les 
zones positives (+) et négatives (-) au rouge Congo (RC) (H) Au niveau de la graisse abdominale, les colocalisations 
du FX sur les chaines légères (CL) lambda dans les zones positives (+) ou négatives (-) au rouge Congo (RC) et des CL 
lambda sur le FX ont été quantifiées en calculant, les valeurs des coefficients de Manders M1 et M2, respectivement 
(voir méthodes pour les détails). Les résultats sont exprimés sous forme de points individualisés représentant un 
champ où la valeur moyenne est indiquée ainsi que l’écart-type par des barres d’erreur. Un test t non apparié a été 
utilisé pour les statistiques.  
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Conclusions et perspectives 
 

Au cours de cette partie de mon projet, les résultats de diverses approches analytiques en 

microscopie de biopsies de deux patients atteints d'amylose AL et de déficit acquis en FX 

révèlent une colocalisation du FX avec les chaînes légères amyloïdes. Nos observations 

confirment les 2 seules études précédentes 266,279 qui ont montré une liaison directe du FX 

aux structures amyloïdes de patients atteint d’amylose AL et d’un déficit en FX et qui servent 

de base au postulat que le déficit en FX est dû à l’adsorption du FX par les structures 

amyloïdes l’éliminant ainsi de la circulation.  

L’observation d’une colocalisation entre le FX et les chaînes légères amyloïdes chez un patient 

présentant des taux normaux de FX (73%) constitue alors une interrogation.  

Aujourd’hui on estime de 8 à 14% le nombre de patients d’amylose AL présentant un déficit 

en FX selon les principales cohortes rapportées dans la littérature en considérant les patients 

avec un taux de FX coagulant < 50 %. 267–269 Dans une population normale, l’activité du FX 

varie généralement entre 70 et 150 %. La limite inférieure dépend de caractéristiques de 

chaque laboratoire et de la population de référence utilisée. Si on considère un déficit comme 

étant un abaissement du taux de FX en dessous de 70%, correspondant à la limite inférieure 

de la population normale, le pourcentage de patients atteints d'amylose AL présentant un 

déficit en FX augmente significativement, atteignant 62 % et non pas 14 % dans une étude 

chinoise et 43% et non pas 14% dans une étude de la clinique Mayo. 269,270 Cela pourrait 

expliquer pourquoi le patient présentant un FX à 73% présentait malgré tout une légère 

adsorption de FX sur les plaques amyloïdes de sa graisse abdominale. Pour confirmer explorer 

cette observation, nous envisageons d’inclure plus de patients présentant des taux de FX 

supérieurs à 50 %, procéder au suivi de la fluctuation du taux de FX au cours du temps et des 

traitements et rechercher l’adsorption du FX sur les biopsies. 

Par ailleurs, nous avons montré dans des précédents travaux que le FX circule, associé à la 

SAP dans le plasma. 110 Il a été démontré par de nombreuses études par ailleurs que la SAP 

est une protéine retrouvée dans toutes les plaques amyloïdes. 218 Une question pertinente se 

pose alors de savoir si le FX se retrouve dans les plaques amyloïdes de chaînes légères par 

l’intermédiaire de la SAP et si oui pourquoi le déficit en FX n’est pas retrouvé dans les autres 
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formes d’amylose. Pour adresser cette question, nous prévoyons d’inclure dans notre étude, 

en collaboration avec le centre de référence des amyloses, des patients diagnostiquées avec 

d’autres amyloses comme l’amylose inflammatoire (AA).  

Enfin, notre étude souligne l'importance de surveiller régulièrement les taux de FX chez les 

patients atteints d'amylose AL, non seulement lors du diagnostic initial, mais également tout 

au long de leur suivi thérapeutique. Cette surveillance offre des informations supplémentaires 

cruciales sur l'évolution de la maladie. Alors que plusieurs approches thérapeutiques visant à 

traiter l'amylose AL peuvent entraîner une augmentation de l'activité coagulante du FX, 

l'association entre ces variations et les résultats du traitement reste largement inexplorée. 

Une analyse rétrospective, menée sur une cohorte de patients consécutifs présentant à la fois 

une amylose AL et un déficit en FX, où l'activité du FX, la réponse hématologique et la réponse 

des organes touchés auraient été mesurées, pourrait offrir des éclaircissements précieux. 
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Chapitre 2 : 

Exploration biochimique du mécanisme de déficit en FX dans l’amylose à 

chaînes légères 

Introduction  

L’amylose AL repose sur une gammapathie monoclonale acquise, avec de fortes 

concentrations circulantes de chaînes légères anormales d’immunoglobulines monoclonales 

issues de plasmocytes. Ces chaînes légères, instables s’agrègent en protofibrilles puis en 

fibrilles insolubles et se déposent dans la matrice extra cellulaire des organes. Au cours de 

leurs différents états structuraux, les chaînes légères anormales sont capables d’interagir avec 

différents ligands. On retrouve ainsi, beaucoup de ses ligands dans les fibrilles insolubles des 

matrices extracellulaires qui sont généralement formées d'environ 80 % de la chaîne légère 

responsable et de 20 % d'autres molécules. Il est intéressant de noter que ces ligands, dans 

une grande majorité, sont retrouvés dans les fibrilles d’autres types d’amyloses. Ces molécules 

communes, parmi lesquelles les apolipoprotéines E (ApoE), A-I et A-IV, la serum amyloid P 

(SAP), différents protéoglycanes contribuent à stabiliser les fibrilles, à favoriser leur formation 

et/ou à empêcher leur dégradation. 171,284,285 Les fibrilles insolubles de l’amylose AL se 

distinguent par la présence du facteur X (FX) de la coagulation sanguine. Bien que plusieurs 

études aient suggéré ou montré la présence du FX dans les plaques amyloïdes chez les 

patients atteints d'amylose AL, aucune publication ou communication connue à ce jour n'a 

signalé sa présence dans les structures amyloïdes associées à d'autres pathologies. Nous nous 

sommes posés la question de savoir comment le FX se retrouvait dans les plaques amyloïdes 

uniquement de patients avec une amylose AL. Il est généralement admis qu’il interagit 

directement avec les plaques amyloïdes dans l’amylose AL et que probablement cette capture 

entraîne un déficit en FX quand cette adsorption est suffisamment importante pour 

déséquilibrer la balance entre la production et la clairance du FX. Cependant avant de se 

retrouver dans les plaques amyloïdes, ces deux entités spécifiques de l’amylose AL que sont 

le FX et la chaîne légère pathogène, libre, ont la possibilité de se rencontrer dans la circulation, 
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avant que la chaîne légère n'adopte la structure compacte des fibrilles amyloïdes matures. 

Cela soulève la question d'un impact éventuel de cette potentielle interaction sur la biologie 

du FX, notamment sur son activité coagulante. Ce qui pourrait conduire à un déficit en FX par 

défaut d’activité comme décrit dans la cohorte de Mumford. 271 Par ailleurs, nous avons 

récemment mis en évidence un mécanisme de régulation du taux de FX au niveau des 

macrophages impliquant la SAP. 110 Une potentielle interaction de la chaîne légère pathogène 

avec le FX pourrait également, en perturbant ce mécanisme régulateur des taux de FX, 

conduire à son déficit. Pour explorer ces différentes interrogations, nous avons étudié 

l'interaction en solution entre le FX et deux chaînes légères, l'une provenant d'un patient 

présentant une amylose AL compliqué d’un déficit sévère en FX et l'autre d'un patient 

amylose AL sans déficit de la coagulation, mais avec le même isotype de chaîne légère. À 

travers divers tests fonctionnels, nous avons examiné l'influence de ces chaînes légères sur 

les fonctions biologiques du FX, telles que son activité et son interaction avec les 

macrophages. Nos résultats pourraient contribuer à mieux comprendre les mécanismes sous-

jacents au déficit acquis en FX observé chez certains patients atteints d'amylose AL, en 

proposant des explications alternatives à celles généralement admises. 
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Matériels et Méthodes 

1. Patients 

Nous avons opté pour une production recombinante par des bactéries des chaînes légères 

de deux patients, anonymisés Ma et Sa dans ce projet. Ces patients ont été suivis par le Centre 

National de Référence Maladie rare, amyloses AL et autres maladies de dépôts 

d’immunoglobulines monoclonales (labellisé en juillet 2006). Au moment de leur diagnostic, 

ils ont présenté des chaînes légères libres de même type, lambda, mais un profil hémostatique 

différent (Tableau I). Alors que le patient Sa ne présentait pas de déficit global de la 

coagulation, le patient Ma présentait un déficit majeur de l’activité coagulante du FX. Tous 

les patients ont donné leur consentement éclairé conformément aux principes de la 

déclaration d'Helsinki. 

TABLEAU I :  DONNEES AU DIAGNOSTIC DES PATIENTS 

Caractéristiques  Patient Ma Patient Sa 

Diagnostic spécifique MGCS MGCS 

Coagulation  FX.C = 7% ; TP anormal FX.C = ND; TP normal 

Type de chaîne légère 
(germinale) 

Lambda 

(V2-14*03- J3*02) 

Lambda 

(V-57*01- J3*02) 

Taux de chaînes légères 
libres (mg/L) 

745 128 

MGCS : gammapathie monoclonale de signification clinique ; TP : taux de prothrombine ; ND = non déterminé 

 

2. Constructions génétiques des chaînes légères et de leurs variants moléculaires 

2-a. Génération des constructions génétiques de chaînes légères   

Les ADN codant pour les chaînes légères des deux patients, Ma et Sa, ont été produits 

synthétiquement par Eurofins Genomics (Ebersberg, Germany). Les chaînes légères complètes 

(VLCL) mais aussi les domaines variables seuls (VL) ont été synthétisés. Toutes les 

constructions ont été pensées pour s’exprimer avec des étiquettes, ou « Tags », cMyc et 6X-

histidine (HisX6) pour permettre la purification et la caractérisation des protéines. Afin de 
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pouvoir cliver les « Tags », un site de clivage spécifique à la thrombine (IIa) a été inséré entre 

l’extrémité C-terminale de VLCL ou de VL et la séquence des « Tags ». La séquence de « Tags » 

fait partie des plasmides qui ont été utilisés pour exprimer les différentes constructions de 

chaînes légères de ce projet (voir description des plasmides).  

De nombreuses publications ont établi l'instabilité des VL isolés et purifiés ainsi que des 

difficultés rencontrées lors de leur production et purification. Afin de contourner cet obstacle, 

nous avons généré un type de construction intermédiaire incluant un site de clivage à la 

thrombine entre la partie variable et la partie constante afin de pouvoir obtenir le VL seul 

après purification et digestion à la thrombine. La Figure 1 récapitule les différentes 

constructions générées. 

 

FIGURE 1 : PANEL EXPLICATIF DES CONSTRUCTIONS DES ADNC 

(A) Le tableau recapitule l’ensemble des constructions ayant été générés lors des essais de production des chaînes légères. 

VLCL : chaîne légère complète ; VL : partie variable de la chaîne légère ; CL : partie constante de la chaîne légère ; IIa1 : 

1ere séquence d’un site de clivage à la thrombine (LTPR-GVRL) ; IIa2 2e séquence d’un site de clivage à la thrombine (LVPR-

GS) ; Ides : enzyme dégradant l’immunoglobuline extraite du streptocoque pyogène (B) Schéma des modèles (1) ; (2) et 

(3) décrits dans le tableau A.  

2-b. Génération génétique des chimères inter chaînes des chaînes légères 

Des chimères par interversion des parties variables des deux chaînes légères Ma-LC et Sa-LC 

ont été générées par assemblage de produits de PCR (Figure 2). Brièvement, les parties 

variables et les parties constantes ont été amplifiées grâce à une ADN polymérase de haute 

fidélité selon le protocole du fabricant (Hifi-PCR polymérase ; New England Biolabs, Évry-
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Courcouronnes, France). Les fragments amplifiés ont été purifiés avant d’être assemblés et 

clonés dans un vecteur d’expression bactérien d’intérêt en utilisant le NEBuilder HIFI DNA 

assembly Master Mix (New England Biolabs).  

 

FIGURE 2 : REPRESENTATION DU PROCESSUS D’INTERVERSION DE PARTIES VARIABLE 

IIa-Tag : site de clivage à la thrombine (IIa) accolé aux tags cMyc et His-6.  

2-c. Génération des variants de chaînes légères mutées 

Des mutants de la chaîne légère du patient Ma (Ma-LC) ont été générés par mutagénèse 

dirigée multisite en utilisant le Lightening QuikChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit et 

les instructions du fabricant (Agilent technologies, France). Brièvement, les amorces 

complémentaires de l’ADNc et contenant les bases à muter sont ajoutés à de faibles 

concentrations à l’ADNc d’origine (matrice). Une PCR permet d’amplifier le mutant généré et 

une digestion par l’endonucléase Dpn1 (contenu dans le kit) permet d’éliminer par digestion 

la matrice. L’ADNc muté résultant est utilisé pour transfecter des bactéries.  

Les sites de mutation ont été sélectionnés en utilisant les séquences de références du système 

d'information international ImMunoGeneTics (IGMT). Pour les immunoglobulines, les 

séquences de référence IMGT sont définies pour les V-GENE, D-GENE et J-GENE de la lignée 

germinale, ainsi que pour les C-GENE. En entrant la séquence de Ma-LC dans le serveur 

IMGT/V-QUEST on a identifié comme séquence la plus proche celle de la séquence germinale 

non pathogène IGLV2-14*03. Ainsi, après alignement de la séquence en acides aminés de 
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Ma-LC avec la séquence germinale IGLV2‐14*03 dont elle est issue (Figure 3), diverses 

mutations ont été générés au sein de la partie variable de la chaîne légère Ma-LC, rétablissant 

la séquence germinale dans les régions hypervariables connues sous le nom de régions 

déterminants la complémentarité avec l’antigène (CDR) ainsi que dans les régions qui 

assurent le squelette de la partie variable communément appelées régions « framework » 

(FR).  

 

FIGURE 3 : ALIGNEMENT DE LA SEQUENCE DE MA-LC AVEC LC GERMINALE POUR IDENTIFICATION DES MUTATIONS 

Le logiciel IMGT/V-QUEST du serveur Web de l’INTERNATIONAL IMMUNOGENETICS INFORMATION SYSTEM® 

(www.imgt.org) a été utilisé pour prédire et aligner les régions « framework » (FR) et les régions déterminants la 

complémentarité avec l’antigène (CDR) dans la région variable de la chaîne légère Ma-LC à sa chaîne légère germinale 

(IGLV2-14*03) à l'aide de la numérotation IMGT. Les différences en acides aminés dans Ma-LC sont reportées en gras 

sous la séquence des 2 chaînes légères. 

Pour les FRs, il y a trois résidus qui différencient les séquences de Ma-LC et de la germinale 

IGLV2‐14*03, deux dans le FR1 et 1 dans le FR3 (Figure 3). On a muté l’ensemble des résidus 

pour générer le variant Ma‐LC 5H.  En ce qui concerne les CDRs, nous avons opté pour des 

mutations par groupe de CDR. 

3.  Les plasmides d’expression des chaînes légères  

Les séquences d’ADN des différentes constructions de chaînes légères et leurs variants 

synthétisés par Eurofins Genomics ont été insérés par le fournisseur dans le plasmide pEX-

A128 (voir carte dans annexes) après optimisation des codons pour une production 

bactérienne. Les constructions ont ensuite été clonées dans 3 vecteurs différents d’expression 

de protéines, le vecteur pET28 (Merck, Fontenay-sous-Bois, France) pour les constructions de 

VL, les vecteurs pET22 (Merck) et PHEN6 pour les constructions de VLCL.  

3-a. Caractéristiques générales des vecteurs PHEN6, pET22 et pET28 

Le pHEN6 est un phagémide et correspond au vecteur souvent utilisé dans la littérature et 

notamment par notre laboratoire pour construire les librairies de nanobodies, fragment 
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d'anticorps composé d'un seul domaine d'anticorps variable monomère capable de se lier 

sélectivement à un antigène spécifique.286  Les vecteurs pHEN6 (Figure 4) pET22 (Figure 5) et 

pET28 (Figure 6) possèdent des propriétés communes. Pour pHEN6 et pET22 on retrouve en 

commun un gène de résistance à l’ampicilline (ampR) alors que c’est un gène de résistance à 

la kanamycine pour pET28. Pour pHEN6 et pET22 il y a une séquence nucléotidique codant 

pour un peptide signal pelB. La fusion de la séquence pelB avec celle du gène codant pour la 

chaîne légère d’intérêt permet l’expression de celle-ci dans le périplasme d’E.coli ce qui facilite 

la formation de ponts disulfures. Avec pET28, les protéines produites ont été extraites par lyse 

du cytoplasme bactérien lors de la production par une bactérie E.coli appelée Shuffle (voir 

production) qui possède notamment un cytoplasme favorisant la formation de ponts 

disulfure. Dans les 3 vecteurs, le gène d’intérêt est sous le contrôle de l'opérateur lac, système 

inductible à l’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). 287 Dans les 3 vecteurs il y a des 

séquences codant pour un Tag HisX6 qui se retrouvera dans la partie N-terminale de nos 

protéines d’intérêt avec le vecteur pET28 et dans la partie C-terminale avec les vecteurs 

pHEN6 et pET22. Dans le vecteur pHEN6 un Tag cMyc est co-présent avec le Tag HisX6. Les 

tags HisX6 ont été utilisés pour la purification par affinité (voir production des chaînes 

légères).  

3-b. Sous-clonage des constructions génétiques des chaînes légères dans le vecteur pHEN6 

Les constructions génétiques des chaînes légères ont été clonées dans PHEN6 après digestion 

par les enzymes de restriction HindIII et NotI (New England Biolabs) des constructions 

synthétisées par Eurofins dans un plasmide pEX-A128 et d’un plasmide PHEN6 contenant le 

gène d’un nanobody. Brièvement, le vecteur pHEN6 linéarisé et libéré du gène du nanobody 

ainsi que les fragments de chaînes légères d’intérêts générés par digestion par les enzymes 

HindIII et NotI ont été séparés sur gel d’agarose. Les bandes d’ADN correspondant ont été 

découpées du gel, et l’ADN extrait a été purifié en utilisant le kit NucleoSpin® Gel and PCR 

Clean-up (Macherey-Nagel) en suivant les instructions du fabricant. Ces éléments ont ensuite 

été assemblés par ligation avec la Quick ligase (New England Biolabs) selon le protocole du 

fabricant. Les produits de ligation ont été utilisés pour transformer des bactéries E.coli DH5 
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compétentes (ThermoFisher, Harz, Germany) par choc thermique afin d’amplifier les 

nouveaux plasmides (pHEN6-VLCL, pHEN6-VLIIaCL ou pHEN6-VL) générés. Les clones 

résistant à l’ampicilline ont été analysés par digestion avec les enzymes de restriction HindIII 

et NotI afin de vérifier la présence du gène encodant pour les chaînes légères. Les clones 

positifs à cette digestion ont été séquencés avant d’être utilisés pour l’expression 

recombinante des chaînes légères dans E.coli.  

 

FIGURE 4 : CARTE DE LA CONSTRUCTION PHEN6 MA-LC  

HINDIII ET NOTI SONT LES ENZYMES DE RESTRICTION PERMETTANT LE SOUS CLONAGE DANS LE PLASMIDE PHEN6. MYC ET 6XHIS SONT LES 

TAGS ACCOLES A LA SEQUENCE. 

3-c Sous-clonage des constructions génétiques des chaînes légères dans le vecteur pET22 

Le clonage des chaînes légères dans le vecteur pET22 s’est fait après digestion des 

constructions pHEN6-VLCL et d’un vecteur pET22 vide avec les enzymes XbaI et XhoI (New 

England Biolabs). Comme décrit précédemment, après séparation sur gel d’agarose et 

purification des fragments d’ADN d’intérêts, le nouveau plasmide est assemblé avec la Quick 

ligase (New England Biolabs,) et amplifié avec les bactéries E.coli DH5 (ThermoFisher,).  
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FIGURE 5 : CARTE DE LA CONSTRUCTION PET22 MA-LC  

XbaI et XhoI sont les enzymes de restriction permettant le sous clonage dans le plasmide pET22. Myc et 6XHis sont les tags 

accolés à la séquence. 

3-d. Sous-clonage des constructions génétiques VL dans le vecteur pET28 

Les constructions pET28 ont été obtenus par un assemblage de fragments d’ADN produits 

par PCR comme décrit pour la génération des chimères en utilisant le NEBuilder HiFi assembly 

Master Mix. Les fragments assemblés ont été générés par PCR avec la polymérase Phusion 

(New England Biolabs) à partir des constructions pHEN6 VL pour générer les inserts d'intérêt 

(VL) et à partir d'une construction pET28 pour générer le vecteur pET28.  



118 
 

 

FIGURE 6 : CARTE DE LA CONSTRUCTION PET28 MA-VL 

XbaI et XhoI sont les enzymes de restriction permettant le sous clonage dans le plasmide pET22. Myc et 6XHis sont les tags 

accolés à la séquence. 

 

4.  Production des chaînes légères recombinantes 

Dans le cadre de la production et de la purification des différentes constructions de chaînes 

légères, nous avons bénéficié de l’expertise du laboratoire dans la production de nanobodies 

recombinants par des bactéries notamment en ce qui concerne les constructions clonées dans 

pHEN6 et dans pET28. Nous avons aussi utilisé le vecteur pET22 car de nombreuses 

publications s’intéressant aux relations structures-fonctions des chaînes légères dans 

l’amylose AL ont utilisé ce vecteur pour exprimer des chaînes légères recombinantes.  Trois 

souches bactériennes ont été utilisées, WK6, SHuffle et BL21DE3 (New Englad Biolabs), une 

pour chacun des vecteurs d’expression. Les WK6 sont des bactéries Escherichia coli (E. coli) 

de la souche K12 avec un périplasme permettant la formation des ponts disulfures et un bon 

repliement des protéines produites. Elles sont adaptées pour la production des constructions 
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contenues dans des plasmides PHEN6. Les BL21DE3 sont des E. coli de souche B, disposant 

également de périplasme permettant le bon repliement des protéines recombinantes. Les 

bactéries de cette souche ont la particularité d’être dépourvues de certaines protéases qui, 

dans les souches K-12, servent à dégrader les protéines mal repliées et à empêcher 

l'accumulation de certaines protéines spécifiques du cycle cellulaire. Les bactéries SHuffle 

sont des bactéries au cytoplasme modifié pour permettre les modifications post 

traductionnelles et nécessitent pour ce faire des conditions de culture particulières.  

Les constructions dans le plasmide PHEN6, les plasmide pET22, et les plasmide pET28 ont été 

utilisées pour transformer, respectivement, les bactéries WK6, BL21DE3, et SHuffle. Le tableau 

II récapitule les conditions de croissance et les milieux de culture pour chaque souche 

bactérienne transformée.  

TABLEAU II : RECAPITULATIF DES CONDITIONS DE CULTURE DES ENSEMBLES VECTEURS/BACTERIES 

Souche bactérienne / 

vecteur 

T° de 

croissance 

Agitation Milieu de 

culture 

Antibiotique 

pET22 / BL21DE3 37 °C 170 à 180 

RPM 

TB Ampicilline 

PHEN6 / WK6 37 °C 170 à 180 

RPM 

TB Ampicilline 

pET28 / SHuffle 30 °C 120 RPM LB Kanamycine 

  

TB: Terrific Broth; LB: Lysogeny Broth; RPM: Rotation par minute 

Brièvement, les bactéries compétentes ont été transformées avec les plasmides, puis étalées 

sur une gélose contenant de l’antibiotique. Une seule colonie résistante par transformation 

est transférée dans le milieu de culture adéquat (Voir tableau 2). Elles ont ensuite été incubées 

à 30°C pour les SHuffle et 37°C pour les WK6 et les BL21DE3, sous agitation pour permettre 

une croissance exponentielle. La croissance des bactéries est suivie par mesure de la densité 

optique à 600 nm jusqu’à un niveau de croissance qui a été déterminé expérimentalement 

avant l’induction de la synthèse protéique par l’IPTG.  
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Ainsi, pour chaque chaîne légère de patient, les conditions de culture pour leur production 

ont été mises au point et optimisées. Les points d’optimisation ont été :  

 - Le niveau de croissance avant induction (OD 600 nm à 1 ; 0,6 ou 0,4) 

- La concentration en IPTG (induction forte 1 mM, ou faible 0,5 mM/0,4 mM) 

- la température de production après induction (4°C, 20°C et 30°C)  

-Le temps de production après induction (4h, 16 h)  

4. Extraction des chaînes légères des bactéries  

4-a Extraction des chaînes légères produites avec adressage périplasmique 

Après le temps de production défini, les milieux de culture bactériens ont été centrifugés à 

4500 RPM pendant 15 min (rotor Sorvall SLA-1500). Les culots bactériens ont été remis en 

suspension dans du Tris 200 mM EDTA 0,5 mM et Saccharose 500 mM (TES) pH 8,4 additionné 

d’inhibiteurs de protéase pendant 1h en rotation pour déstabiliser la paroi bactérienne. Du 

TES dilué au ¼ a ensuite été ajouté pendant une heure supplémentaire. Le surnageant a été 

recueilli et filtré (0,22 µm) après centrifugation à 4500 RPM, 45min à 4°C (rotor Sorvall SLA-

1500). 

4-b. Extraction des chaînes légères produites dans le cytoplasme bactérien  

Après le temps de production défini, les bactéries ont été culottées par centrifugation (15 min 

4500 RPM ; Sorvall, SLA-1500 rotor) et le culot bactérien a été remis en suspension dans 10 

ml de PBS + 0,3M NaCl +10 µg/ml de lysozyme + cocktail d’inhibiteurs de protéase sans 

EDTA. (Invitrogen ; ThermoFischer Scientific, Harz, Germany) La suspension cellulaire a subi 

une sonication pendant 15 min (40% d’amplitude, 10 sec ON, 10 sec OFF à 4°C). La mesure 

de la densité optique à 600 nm a permis de suivre le pourcentage de lyse des bactéries. Les 

lysats ont été ensuite centrifugés pendant 30 min à 13.000 x g à 4°C (rotor SS34 Sorvall). Les 

surnageants ont été collectés et filtrés à 0,22µm. 

5. Purification des chaînes légères par chromatographie d’affinité 
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Une fois que les extractions cytoplasmique et périplasmique des protéines ont été effectuées, 

deux systèmes de chromatographie d’affinité ont été utilisés pour purifier les constructions 

de chaînes légères produites.  

 5-a. Utilisation du Système Fabselect 

Les chaînes légères d’immunoglobulines ont été purifiées par chromatographie d'affinité en 

utilisant une résine Lambda FabSelect, paquée dans une colonne de 1 ml, commercialisée par 

Cytiva. Lambda FabSelect est une résine de chromatographie d'affinité pour la purification 

des fragments Fab Lambda. Ces résines permettent une capture efficace avec une pureté et 

un rendement élevé. En résumé, les extraits bactériens filtrés ont été chargés à 1 ml/min sur 

une colonne HiTrap Lambda Fabselect préalablement équilibrée dans un tampon 

d’écoulement (25 mM HEPES, 125 mM NaCl, pH 7,4 ou HBS). La colonne a ensuite été lavée 

dans le tampon HBS avant le chargement de 15 nM de thrombine sur la résine afin de cliver 

le site LTPR-GVRL et ainsi libérer les chaînes légères de leurs tags. La thrombine a été incubée 

sur la colonne à 4°C pendant une nuit. La thrombine été éliminée de la colonne, avec les tags, 

et son site actif bloqué en passant sur la colonne 10 ml de tampon HBS contenant 10 mM de 

benzamidine. La CL a été éluée avec de l'acide citrique à 0,1 M, pH de 2,5. Plusieurs fractions 

de 500 µl ont été recueillies dans des tubes « low binding protein » et directement 

neutralisées par 100 µl de Tris 1 M à un pH de 8,5. La teneur en protéines de chaque fraction 

a été déterminée par le test de Bradford et les fractions d'intérêt ont été regroupées et 

dialysées dans un tampon HBS puis stockées en aliquote à -20 °C. De plus, l'absence d'activité 

résiduelle a été évaluée par un test d'activité résiduelle de thrombine. 

 5-b. Utilisation du Système Cobalt/ HisX6 

Les parties variables (VL) ont été purifiées par chromatographie d’affinité sur colonne Cobalt 

(HiTrap Talon Crude 1 ml, Cytiva, USA). Les colonnes sont équilibrées avec un tampon 

d’équilibration (sodium phosphate 50 mM, chlorure de sodium 500 mM, pH 7,4) à 1 ml/min 

avant le chargement de l’échantillon précédemment filtré. Les protéines se lient au cobalt de 

la résine par l’intermédiaire des Tags histidine (HisX6). La colonne est ensuite lavée avec le 

tampon d’équilibration supplémenté de 5 mM d’imidazole pour décrocher les protéines liées 



122 
 

de façon non spécifique avant l’élution des VL par un tampon d’élution (sodium phosphate 

50 mM, chlorure de sodium 500 mM, Imidazole 150 mM pH 7,4). Les protéines éluées sont 

dialysées contre un tampon HBS puis stockées à +4 °C.  

5-c. Caractérisation biochimique des chaînes légères purifiées 
 

- SDS-PAGE 

La pureté des chaînes légères purifiées présentes dans les dialysats a été évaluée par 

électrophorèse sur gel SDS-PAGE. Les échantillons de protéines ont été préparés par 

chauffage à 95 °C pendant 10 min dans un tampon d’échantillons Laemmli SDS, 4X 

(ThermoFischer Scientific) contenant du DTT à 100 mM. Ils ont ensuite été séparés sur un gel 

pré coulé de polyacrylamide 12 % Bis-Tris SDS-PAGE (NuPAGE ; Invitrogen ; ThermoFischer). 

La migration se fait en fonction du poids des protéines à 200 V pendant 35min. Le gel est 

ensuite coloré au bleu instantané de Coomassie (InstantBlue, Abcam, Paris, France) pour 

détecter les protéines. L’échelle de poids moléculaire Spectra™ Multicolor Broad Range de 

ThermoFischer Scientific a été utilisée pour permettre l’estimation de la taille des protéines 

purifiées. 

 - Western blot 

Nous avons également réalisé des Western Blot de manière à vérifier la présence de nos 

chaînes légères dans les fractions de protéines purifiées par chromatographie d’affinité. Après 

séparation sur SDS-PAGE, les protéines sont transférées sur une membrane nitrocellulose. Les 

sites non spécifiques sont d’abord bloqués dans un tampon de blocage (HEPES 25 mM ; NaCl 

125 mM ; pH 7,4 ; lait à 5%) à température ambiante pendant 30min. Après lavage dans un 

tampon de lavage (HEPES 25 mM ; NaCl 125 mM ; Tween 20), les protéines sont détectées 

par un anticorps anti chaîne légère (lambda/kappa) couplé à une péroxydase (respectivement 

2070-05 / 2060-05 Southern biotech, USA) dilué au 1/4000e dans un tampon (HEPES 25 mM ; 

NaCl 125 mM ; pH 7,4 ; BSA 1 %). Les bandes correspondantes aux chaînes légères sont 

révélées par chimiluminescence après application d’un substrat sur la membrane (SuperSignal 

West Pico Plus, ThermoFischer Scientific, Harz, Germany) et les résultats visualisés grâce au 

système d’imagerie G :Box (Syngene, USA).  
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 - Spectrophotométrie 

Les concentrations des chaînes légères purifiées ont été quantifiées par l’utilisation d’un 

spectrophotomètre UV-visible (NanoDrop ND-1000, ThermoFischer Scientific, USA). La valeur 

de la concentration est obtenue grâce au logiciel installé sur le système du 

spectrophotomètre après mesure de l’absorption à 280 nm d’un échantillon de protéine 

purifiée et grâce aux caractéristiques spécifiques de chaque chaîne légère que sont le poids 

moléculaire et le coefficient d’extinction molaire. Ces paramètres sont déterminés à partir de 

la séquence des chaînes légères et l’utilisation des portails de ressources bioinformatique 

Expasy et EMBOSS Pepstat.    

6. Tests de la liaison  

La capacité des chaînes légères à lier le FX a été évaluée par trois techniques, une technique 

d’adsorption et détection immunoenzymatique, une technique de résonance plasmonique de 

surface (SPR) et par co-immunoprécipitation.  

6-a. Test de liaison par ELISA 

Nous avons opté pour un schéma d’expérimentation ou le FX a été immobilisé sur une plaque 

de microtitration demi-puits (Greiner x96, Dutscher, France) toute la nuit à 4°C dans un 

tampon Na2CO3 50 mM pH 9,6. Les sites résiduels ont été bloqués pendant 1 h à température 

ambiante avec le tampon de travail HEPES (HEPES 25mM, NaCl 125mM, 0,1% Tween 20 à pH 

7,4) contenant 3 % d’albumine sérique bovine (BSA). Les chaînes légères diluées dans un 

tampon HEPES 25mM, NaCl 125mM, 0,1% Tween 20 à pH 7,4 contenant 0,1 % de BSA. Les 

chaînes légères sont testées 1h à 37 °C dans une gamme de dilutions successives au 1/2 de 

d:1/1 à d:1/1024 soit 11 dilutions au total en partant de 100 µg/ml. Chaque dilution est testée 

en duplicate au moins 3 fois. Les protéines non liées sont éliminées par 3 lavages successifs 

en tampon de travail. La détection des chaînes légères liées se fait grâce à l’incubation 1h à 

37 °C d’un anticorps anti-chaîne légère Lambda ou Kappa, couplé à une peroxydase 

(respectivement 2070-05 / 2060-05 Southern biotech, USA) dilué au 1/4000 dans le tampon 

de travail contenant 1% de BSA. Le clivage d’un substrat, la 3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine 

(TMB, Thermo Fischer Scientific, Harz, Germany) par la peroxydase permet une conversion 
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chromogénique dont la densité optique mesurée à 450 nm sera proportionnelle à la quantité 

de chaînes légères liées au FX immobilisé. La liaison semi-maximale a été calculée à l'aide 

d'un modèle de régression non linéaire et du logiciel GraphPadPrism. 

6-b. Test de liaison par résonance plasmonique de surface (SPR)  

La cinétique des interactions protéiques a été déterminée par analyse SPR avec un système 

de biocapteur BIAcoreTM 3000 (BIAcore AB, Breda, Pays-Bas) à 25 °C. L'instrument est équipé 

de 4 canaux d'écoulement qui peuvent être utilisées en série. Le FX, la chaîne légère ont été 

liés de manière covalente à la surface de puces de détection (sensorchip) C1 de 04 canaux, 

(Cytiva, USA) à une concentration de 10 µg/ml dans un tampon de sodium acétate à pH 5. La 

puce C1 est carboxyméthylée et a une faible capacité de liaison. Un canal est resté libre 

comme contrôle négatif. Les adsorptions qui y ont été mesurées ont été systématiquement 

soustraites des adsorptions dans les autres canaux. L’association d’un analyte à la protéine 

immobilisée a été évaluée dans un tampon HEPES (HEPES 25 mM, NaCl 125 mM, pH 7,4 

contenant 0,005 % de Tween 20). Diverses concentrations de chaîne légère ou de FX (analyte) 

a ensuite été passé dans les canaux à un débit de 5, 10 ou 40 μL/min pendant 4 minutes, et 

la masse surfacique de ligand adsorbée sur la puce a été mesurée en temps réel et exprimée 

en unités de résonance (RU). La dissociation a été autorisée pendant 5 min dans le même flux 

de tampon HEPES. Après chaque passage, les puces de détection ont été régénérées en 

injectant 5 μL de thyocyanate de sodium 3M à 10 μL/min et les 04 canaux ont ensuite été 

rééquilibrés avec 20 µL de tampon HEPES à 10 µL/min. Les expériences ont été réalisées pour 

10 concentrations différentes de ligand.  Les constantes de vitesse d'association (kon) et de 

dissociation (koff) ont été déterminées à l'aide du logiciel BIAevaluation Version 3.1 (BIAcore 

AB). Les données ont été corrigées pour tenir compte des variations de l'indice de réfraction 

global et ajustées par analyse de régression non linéaire selon un modèle de liaison à un site. 

Les constantes de dissociation à l'équilibre (Kd) ont été calculées à partir du rapport koff/kon. 

La valeur de Kd pour les interactions de faible affinité a été estimée par l'analyse de l'affinité 

à l'état d'équilibre à l'aide du logiciel BIAevaluation.  
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6-c. Co-immunoprécipitation 

Les interactions entre le FX et les chaînes légères ont également été étudiées par co-

immunoprécipitation. Brièvement, l’anticorps monoclonal anti FX (KB008, conçu et élaboré 

par notre laboratoire) a été couplé à des billes magnétiques NHS activées (88826, Pierce, 

ThermoScientific, Harz, Germany). Parallèlement, différents complexes ont été préformés 

entre le FX (80 nM, concentration finale) et différentes chaînes légères (2 µM, concentration 

finale) pendant 1h à 37°C dans un tampon HEPES 25 mM, NaCl 125 mM, Calcium 2,5 mM). 

Les billes couplées à l’anticorps de capture ont ensuite été incubées avec le milieu réactionnel 

préparé en parallèle sous légère agitation par rotation à température ambiante pendant 1h. 

Les billes ont été ensuite lavées dans un tampon HEPES contenant 0,1% de tween 20 puis 

remises en suspension dans un tampon Laemmli 4X. Les protéines ont ensuite été séparées 

sur un gel de polyacrylamide 4-12% précoulé SDS-PAGE (Invitrogen, ThermoFischer Scientific, 

Harz, Germany) puis transférées sur une membrane de nitrocellulose. Le complexe est mis en 

évidence par la révélation de la chaîne légère par un anticorps anti chaîne légère 

(lambda/kappa) couplé à une peroxydase (respectivement 2070-05 / 2060-05 Southern 

biotech, USA).  

7. Préparation de FX N-deglycosylé 

Des expériences de digestion par glycosidase dans des conditions douces sur les glycanes N-

iés au FX purifié de plasma (Cryopep) ont été réalisées en utilisant la PNGase F (N-Glycosidase 

F de New England Biolabs Inc, Essex Junction, MA, USA) de Chryseobacterium, comme décrit 

précédemment. 288  La pureté des protéines (>95%) et l'élimination complète des N-glycanes 

ont été évaluées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide SDS à 15% (gel NuPAGE Bis-

Tris d'Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) dans des conditions non réductrices, suivie d'une 

coloration au bleu brillant de Coomassie R-250. 
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8. Dosages du FX 

8-a. Activité chronométrique du FX 

La technique chronométrique de dosage du FX est réalisée sur l’automate STA R (Stago, 

Asnières-sur-Seine, France) avec le réactif STA - PTT (Stago). Elle consiste à mesurer le temps 

de coagulation d’un plasma pauvre en plaquettes (PPP) après activation des facteurs de la 

phase contact par du kaolin en présence de la céphaline (phospholipide provenant du 

cerveau du lapin) et du calcium, dans un système où tous les facteurs de la coagulation sont 

présents en excès, apportés par le mélange (v/v 1/1) du PPP à analyser avec un plasma 

déficient en FX par immunoadsorption (Stago, Asnières-sur-Seine, France). Le temps mesuré 

est converti en taux de FX grâce à une courbe de calibration.  

8-b. Dosage antigénique du FX par ELISA 

Nous avons développé au sein de notre unité un dosage antigénique du FX. Il consiste en un 

ELISA sandwich avec des anticorps spécifique du FX. L’anticorps polyclonal de chèvre anti-FX 

humain purifié par affinité CL20245K-C (Cedarlane, Burlington, USA) est immobilisé sur une 

plaque de microtitration demi-puits (Greiner x96, Dutscher, France) toute la nuit à 4°C dans 

un tampon Na2CO3 50 mM pH 9,6. Les sites résiduels non spécifiques sont ensuite bloqués 

pendant 1 h à température ambiante avec le tampon de travail (HEPES 25mM, NaCl 125mM, 

0,1% Tween à pH 7,4) contenant 3 % de BSA. Puis le plasma à doser est distribué dans les 

puits suivant une gamme de dilution. Les protéines non liées sont éliminées par 3 lavages 

successifs et le FX est détecté par l’anticorps polyclonal de chèvre anti-FX humain CL20245K-

D conjugué à la péroxydase (Cedarlane) suivi d'une conversion chromogénique du 

tétraméthylbenzidine et d'une lecture à 450nM. La densité optique (DO) est proportionnelle 

à la quantité de FX capturé. Elle DO mesurée est convertie en taux de FX grâce à une courbe 

de calibration établie sur la même plaque avec un plasma normal. Les puits ont été lavés trois 

fois avec le tampon de travail (HEPES 25mM, NaCl 125mM, 0,1% Tween à pH 7,4) entre chaque 

étape. 
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8-c. Dosage de l’activation du FX par le complexe tenase FIXa/FVIIIa/PL 

La formation de FXa a été déterminée comme décrit précédemment 289 avec de légères 

modifications. En bref, les vésicules phospholipidiques (20:20:60 mol% ; 50 µM concentration 

finale), le FIXa (9 nM final) et les ions calcium ont été pré-incubés pendant 10 minutes à 37 

°C dans des tubes « low binding » dans 60% du volume final avant l'ajout séquentiel (avec 

des intervalles de 60 secondes) du FVIII (0.25U/mL final), puis de la thrombine et du FX avec 

un peu d'hirudine. Le FX (120 nM concentration finale) d’origine plasmatique (Cryopep) a été 

au préalable incubé 30 min à température ambiante avec les chaînes légères Ma-LC, Sa-LC (8 

µM final) ou seul. Les vésicules phospholipidiques ont été préparés à partir de 

Phosphatidylcholine (PC), de PhosphatidylSerine (PS) et de Phosphatidylethanolamine (PE) de 

Avanti Polar Lipids (Albaster, AL, Etats-Unis). D'un diamètre nominal de 100 nm, elles ont été 

synthétisées par la méthode d'extrusion membranaire.290 Le tampon de cinétique utilisé est 

un tampon HEPES (HEPES 25 mM (pH 7,4)/NaCl 125 mM/CaCl2 2,5 mM/PEG 8000 0,1%/BSA 

0,1%). La progression de la formation de FXa a été suivie pendant 15 minutes. Des aliquotes 

du mélange réactionnel ont été prélevées à des moments précis et la réaction a été arrêtée 

dans de l'EDTA (10 mM final). La formation de FXa dans chaque aliquote a été déterminée en 

mesurant l'activité amidolytique du FXa. Moins de 5 % FX ont été convertis en FXa, et la 

formation de FXa a été linéaire.  Les concentrations de FXa générées dans les réactions 

d'activation ont été déterminées à partir d'une courbe standard préparée à partir du taux de 

clivage du substrat chromogène pNAPEP-1065 (Cryopep) par des concentrations connues de 

FXa humain (Cryopep) dans les mêmes conditions.  

8-d. Dosage de l’activation du FX par le complexe tenase FVIIa/FT/PL 

La comparaison des taux initiaux d'activation du FX seul ou en présence de Ma-LC et de Sa-

LC par le complexe FVIIa/FT a été réalisée comme suit. Brièvement, 8 nM de FVIIa ont été 

ajoutés à 500 pM de FT relipidé en présence de 30 μm de vésicules de phospholipides 

(PS/PE/PC, 20:20:60 mol%). Le mélange a été incubé à 37 °C pendant 20 minutes dans le 

tampon de cinétique HEPES (HEPES 25 mM (pH 7,4)/NaCl 125 mM/CaCl2 2,5 mM/PEG 8000 

0,1%/BSA 0,1%) afin d'établir un complexe FVIIa-TF. Parallèlement le FX (120 nM) a été pré-
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incubé seul, en présence de chaîne légère (5 µM) Ma-LC, ou Sa-LC. La réaction a été 

déclenchée par l’ajout du FX (120 nM) seul ou en présence de LC (4 µM) au complexe 

FVIIa/FT/PL. Comme décrit précédemment pour l’activation du FX par le complexe 

FIXa/FVIIIa/PL, après divers temps d'incubation, des aliquotes ont été prélevées, diluées dans 

une solution d'arrêt contenant de l'EDTA (10 mm final) et testées pour la formation de FXa 

en utilisant le substrat synthétique pNAPEP-1065, 500 μM (Cryopep). La conversion du 

substrat a été contrôlée à 405 nm. La concentration de FXa générée dans la réaction 

d'activation a été déterminée à partir d'une courbe standard préparée à partir du taux de 

clivage du pNAPEP-1065 par des concentrations connues de FXa titré dans les mêmes 

conditions. 

8-e. Dosage de l’activité du FXa au sein du complexe prothrombinase 

Du FXa (20 pM) humain (Cryopep) a été au préalable incubé 30 min à température ambiante 

avec les chaînes légères Ma-LC, Sa-LC (4 µM final). Ensuite, des vésicules phospholipidiques 

(20:20:60 mol%) et du FXa (20 pm) ont été incubés à 37 °C pendant 5 min avec 25 nM de FVa 

humain (Cryopep). La réaction a été déclenchée par l'ajout de 1,5 μm de prothrombine, et le 

dosage a été effectué à 37 °C dans en tampon de cinétique HEPES (HEPES 25 mM (pH 

7,4)/NaCl 125 mM/CaCl2 2,5 mM/PEG 8000 0,1%/BSA 0,1%). Des aliquotes du mélange 

réactionnel ont été prélevées et arrêtées dans de l'EDTA (concentration finale de 10 mM) aux 

temps spécifiés. Au cours de tous les essais, on s'est assuré que moins de 10 % de la 

prothrombine était convertie en thrombine et que la formation de thrombine était linéaire. 

Les concentrations de thrombine générées dans les réactions d'activation ont été 

déterminées à partir d'une courbe standard préparée à partir du taux de clivage du substrat 

chromogène pNAPEP-0238 (Cryopep) par des concentrations connues de thrombine dans les 

mêmes conditions. 
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9. Clairance du FX dans un modèle murin de déficit sévère en FX  

9-a. Déclaration d’éthique 

L'hébergement des animaux et les expériences ont été réalisés conformément à la 

réglementation française (décret #2013-118 ; 

https://www.legifrance.gouv.fr/jorf/id/JORFTEXT000027037840) et aux directives 

expérimentales de la Communauté européenne (directive 2010/63/EU ; 

https://faolex.fao.org/docs/pdf/eur98296.pdf). Les souris sont maintenues dans des cages 

ventilées individuellement (3-4 souris/cage), avec un enrichissement fourni par de la litière, 

du matériel de nidification et des briques de tremble. Ce projet a été approuvé par le comité 

d'éthique local de l'Université Paris-Saclay (Comité d'Éthique en Expérimentation Animale 

n°26, protocole APAFIS#40259-2022-123015559850 v4). 

9-b. Description du modèle murin 

La génération de souris avec un déficit inductible sévère en FX ou souris MX1Cre+f10flox/flox 

a été confiée à Genoway (Lyon, France). Des souris exprimant un gène f10 « floxé » 

(F10tm1a(EUCOMM)Hmgu) ont été obtenues à partir des Archives européennes des mutants 

de souris (06365 ; HEPD0602_2_G07)14 et croisées avec des souris C57Bl/6 exprimant la 

flippase pour générer un allèle f10 conditionnel (f10flox/flox). Ensuite, ces souris ont été 

croisées avec la lignée transgénique MX1-Cre (B6.Cg-Tg(Mx1-Cre)1CgnJ ; Jackson 

Laboratories, Bar Harbor, USA). Ces dernières expriment la Cre-recombinase sous le contrôle 

du promoteur MX1 inductible par l'interféron. La déficience en FX a été induite par trois 

injections intrapéritonéales subséquentes d'acide polyinosinique:polycytidylique (pI:pC 10 

mg/kg ; Invivogen, San Diego, CA, USA) à 48 heures d'intervalle. Les souris étaient âgées de 

6 à 8 semaines au moment du traitement au pI:pC, et des souris mâles et femelles ont été 

utilisées dans cette étude. Les niveaux de FX ont été mesurés 3 semaines après la dernière 

injection chez toutes les souris utilisées dans l'étude. Les souris MX1Cre+f10flox/flox traitées 

par pI:pC ont montré une activité coagulante FX pratiquement indétectable (FX <1%). En 

outre, aucun antigène FX n'a pu être détecté dans le plasma de ces souris. Il est important de 

noter qu'en plus d'une activité FX fortement réduite, aucune réduction du nombre de 
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globules rouges, de globules blancs ou de plaquettes n'a été détectée, et que les niveaux de 

FVII, FVIII ou FIX n'ont pas été affectés.  

9-c. Prélèvements de sang 

Des échantillons de sang ont été prélevés par ponction rétro-orbitaire sur des souris 

anesthésiées à l'isoflurane. Le sang a été prélevé dans de l'EDTA (1 vol EDTA 0,5 M + 9 vol de 

sang) pour la numération sanguine ou dans du citrate (1 vol citrate 0,138 M + 9 vol de sang) 

pour les tests d'activité et d'antigène. 

9-d. Cinétique de clairance du FX en présence de chaînes légères 

Nous avons évalué la cinétique de clairance du FX dans le modèle souris MX1Cre+f10flox/flox 

induit. Les souris ont été séparées en 4 groupes identiques en ce qui concerne l’âge (10 à 14 

semaines) et le sexe (3 femelles pour 1 mâle). Elles ont ensuite reçu par injection intra-

veineuse une dose équivalente de FX humain (10 µg), préalablement pré-incubé avec des 250 

µg de chacune des différentes chaînes légères, Ma-LC et Sa-LC. Pour rappel, Ma-LC et Sa-LC 

sont des chaînes légères recombinantes libres respectivement des patients Ma et Sa (Tableau 

1). Ces doses permettent de retrouver des concentrations de chaînes légères libres dans le 

plasma des souris équivalentes à celles dosées en moyenne chez les patients Ma et Sa avant 

leurs traitements. Les plasmas ont été prélevés 3 minutes, 1h puis 4h après l’injection. 

L’évolution du taux de FX humain dans la circulation murine a été suivie par dosage 

antigénique et activité coagulante du FX dans les plasmas collectés. 

10. Culture cellulaire et expériences d’endocytose du FX en présence de chaînes légères  

Des macrophages humains ont été différenciés à partir de la lignée cellulaire de leucémie 

monocytaire aiguë THP1 comme décrit précédemment (Muczynski et al, Blood 2016) avec 

quelques modifications. Brièvement, les cellules THP1 ont été induites avec 100 nM de 

phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA ; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri) pendant 2 jours 

et différenciées pendant 5 jours avec 10 ng/mL de facteur de stimulation des colonies de 

macrophages humains (hM-CSF) et 1 ng/mL de facteur de stimulation des colonies de 

granulocytes humains (hGM-CSF) (R&D System, Minneapolis, Minnesota). Les macrophages 
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dérivés de THP1 ont été incubés pendant 2 jours supplémentaires avec un milieu sans 

cytokine pour produire principalement des macrophages M0 au repos. Pour les expériences 

d’endocytose du FX, les cellules ont été ensemencées sur des lamelles de verre dans une 

plaque de 24 puits. Les lamelles ont été pré-incubées dans du DMEM:F12 additionné de 0,5% 

d'Albumax II (Life Technologies, ThermoFischer Scientific Harz, Germany ) pendant 1 heure à 

37°C.  Les cellules ont ensuite été incubées avec 10 µg/ml de facteur X humain dérivé du 

plasma (FX, Cryopep, Montpellier, France), 300 µg/ml de chaîne légère recombinante, ou un 

complexe préformé des deux (30 min à température ambiante) pendant 1h à 4°C puis 1h à 

37°C dans le milieu DMEM:F12/Albumax. Les cellules ont ensuite été lavées deux fois dans le 

milieu et fixées pendant 15min avec du paraformaldéhyde 4%.  

11. Analyses microscopiques et quantification par immunofluorescence  

Les lamelles de verres ont été incubées dans un tampon Phosphate contenant 5% de BSA 

(PBS/BSA 5%) 30 min à température ambiante pour saturer les sites résiduels non spécifiques. 

Il a ensuite été réalisé des expériences de dosage de proximité du FX avec l’antigène 1 de 

l'endosome précoce (EEA-1) en utilisant les réactifs et le protocole du système de ligature de 

proximité (PLA) Duolink® (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) qui permet d'étudier les 

interactions protéine-protéine. Pour cela, les anticorps primaires, l’anticorps polyclonal de 

lapin anti-FX humain (PA5-22059 ; Invitrogen, ThermoFischer Scientific) et l’anticorps 

polyclonal de chèvre anti-EEA-1 (Ab206860, Abcam, Cambridge, United-Kingdom) ont été 

ajoutés 2 heures à température ambiante. Il a ensuite été ajouté les sondes PLA du kit 

spécifiques des anticorps primaires.  L'hybridation entre les deux sondes PLA conduisant à un 

signal fluorescent ne se produit que lorsque la distance entre les deux sondes détectées est 

inférieure à 40nm. Le kit de détection de la longueur d'onde de 550 nm a été utilisé. Les 

contrôles, sans anticorps primaire ou avec un seul anticorps primaire ont été réalisés 

conformément aux recommandations du fabricant. Tous les marquages ont été réalisés en 

même temps. Les images de microscopie à grand champ ont été acquises sur un microscope 

MICA Microhub (Leica, Wetzlar, Allemagne) et le logiciel LAS-X V2021, 2.0. Les acquisitions 

des images ont été faîtes en utilisant les mêmes paramètres d’acquisition (temps d’exposition, 
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intensité des longueurs d’onde). Les images ont été analysées par ImageJ. Le contour de 

cellules bien isolées a été effectué sur une image merge (superposition d’image du noyau et 

du signal rouge). Définition d’un seuil sur l’image du signal rouge (seuil identique pour toutes 

les conditions). Le procédé « analyse particule » d’Image J a été appliqué : il décompte tous 

les points au-dessus de 5 µm2 de surface. 

12. Analyses statistiques  

Dans toutes les figures, les données sont exprimées en moyennes ± SD. Les analyses 

statistiques ont été réalisées à l'aide de tests t non apparié non paramétrique avec le logiciel 

GraphPad Prism (San Diego, CA, USA). Le nombre d'expériences réalisées ainsi que la 

signification statistique sont indiqués dans le texte et/ou les légendes des figures. 
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Résultats  

1. Production et purification des chaînes légères complètes (VLCL) 

Différents systèmes ont été testés pour optimiser la production et la purification des chaînes 

légères recombinantes.  

1-a. Système WK6 / PHEN6VLCLIIa(1)-Tag/purification par chromatographie d’affinité His-

6/Cobalt 

Dans un premier temps, nous avons testé la production des constructions VLCL clonées dans 

un vecteur PHEN6. Ce vecteur permet l’insertion en C-terminal de la protéine d’intérêt d’un 

tag cMyc-His6 avec une production dans le périplasme des bactéries WK6. Après avoir 

exploré divers paramètres de production, notamment : i) la concentration des bactéries au 

moment de l'induction, ii) la concentration d'IPTG, iii) la température de production, et iv) la 

durée de production, nous avons identifié les conditions optimales pour la production des 

chaînes légères (LC) des patients Ma et Sa (Tableau III). On a observé que ces conditions sont 

différentes d’une chaîne légère à l’autre alors que ces deux chaînes sont du même isotype 

lambda.  

TABLEAU III : CONDITIONS MISES AU POINT DE PRODUCTION OPTIMALE DE MA-LC ET SA-LC.  

Paramètres de production Ma-LC Sa-LC 

Croissance avant induction (OD 600 nm) 0,6 1 

Concentration d’IPTG 1 mM 1 mM 

Température de production après induction 30 °C 20 °C 

Temps de production après induction  4 h 16 h 

 

Cependant, malgré un rendement acceptable de production déterminé après purification 

(environ 3,2 mg de protéine/L de milieu de culture), la caractérisation par gel SDS-PAGE en 

milieu réducteur et coloration au bleu de Coomassie des chaînes légères purifiées a révélé 
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deux bandes de protéines proches présentant une légère différence de poids moléculaire 

(bande 1 : 28 kDa et bande 2 : 27 kDa ; Figure 7A), quel que soit la chaîne légère produite, 

suggérant une protéine partiellement dégradée. La caractérisation des protéines purifiées par 

Western blot a montré qu’en utilisant l'anticorps anti-cMyc, seule la bande protéique 

supérieure est détectée (bande 1 : 28 kDa; Figure 7B).  Au contraire, l'anticorps anti-chaîne 

légère lambda a révélé les deux bandes protéiques (Figure 7C). En condition de SDS-PAGE 

non réductrice, nous avons observé en bleu de Coomassie 2 bandes aux alentours de 55 kDa.  

 

FIGURE 7 : MISE EN EVIDENCE DU CLIVAGE DES CONSTRUCTIONS VLCL-IIA-TAG PRODUITES PAR LES BACTERIES WK6  

Les figures montrent les caractéristiques des chaînes légères PHEN6-VLCL-IIa-Tag purifiés sur colonne cobalt dans des 

conditions réductrices. A : image du gel SDS-PAGE en condition réductrice, révélation par Bleu de Coomassie montrant 

les deux bandes de VLCL. B : représente le résultat du western blot révélé par l’anticorps anti-cMyc montrant 

uniquement la bande non clivée. C : représente le résultat du western blot révélé par l’anticorps anti-chaîne légère 

montrant la chaîne légère clivée et non clivée. DTT : dithiothreitol. CL : chaîne légère.  

L’ensemble de ces observations nous ont permis de conclure que les deux bandes observées 

sur SDS-PAGE dans les Figures 7A et 7C correspondent à un monomère de chaîne légère 

lambda, la bande inférieure étant dépourvue du tag cMyc-His6. Ce monomère de chaîne 

légère a été séparé de son tag au cours du processus de production très probablement par 

une activité « thrombine-like » dans les bactéries WK6 utilisées. Le processus de purification, 

facilité par le tag-HisX6, ainsi que la propension des chaînes légères à se former 
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majoritairement sous forme de dimères, grâce à la présence d'une cystéine libre dans la 

région constante des chaînes légères lambda favorisant cette association dans le périplasme 

bactérien, expliquent la présence de cette chaîne hétérogène et partiellement clivée dans le 

produit final purifié (Figure 8).  Le clivage et le processus de purification ont probablement 

entrainé la perte d’une partie de la production qui ne peut pas être purifiée faute de présence 

de tag.   

 

FIGURE 8 : SCHEMA EXPLICATIF DE LA PURIFICATION DES CHAINES LEGERES PAR CHROMATOGRAPHIE D’AFFINITE HIS-6X/COBALT 

La figure montre le processus de purification des chaînes légères dimérisées par chromatographie d’affinité avec une 

résine cobalt. Les dimères comportant au moins un Tag sont retenus par la résine tandis que l’homodimère dépourvu de 

ses deux tags est perdu dans le processus de purification. VLCL : chaîne légère ; Co : Cobalt ; DTT : dithiothréitol (agent 

réducteur) 

 

1-b Système WK6/PHEN6 VLCLIIa(2)-Tag/purification par chromatographie d’affinité His-

6/Cobalt 

Afin de contourner ce problème de clivage, nous avons conçu et produit de nouvelles 

constructions incorporant un site de clivage à la thrombine différent de celui utilisé (IIa2), 
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LVPR-GS versus LVPR-GVRL. Cependant, les protéines issues de ces constructions ont 

également été soumises au clivage « thrombin-like ». Nous avons aussi exploré l’utilisation 

d’un site de clivage par l’enzyme dégradant l’immunoglobuline extraite du streptocoque 

pyogène (Ides) en remplaçant par mutagénèse le site de la thrombine sur nos constructions 

par le site reconnu par Ides. On a alors également observé, une dégradation partielle des 

chaînes légères modifiées produites et purifiées.  

1-c. Système BL21DE3/pET22 VLCLIIa1-Tag/purification par chromatographie d’affinité His-

6/Cobalt 

Pour éviter la potentielle action de ces deux enzymes sur les chaînes légères, nous avons 

choisi de produire nos constructions dans des bactéries de souche BL21DE3 en les clonant 

dans le plasmide pET22. En effet, les bactéries de souche WK6 produisent deux enzymes, Lon 

et OmpT qui sont susceptibles de dégrader les protéines produites. Lon est une protéase 

ATP-dépendante et OmpT est une enzyme de type sérine protéase.291 Cependant, la 

caractérisation de notre production dans les BL21D3 a révélé un clivage toujours présent au 

même site que celui observé avec les WK6 ainsi qu’un rendement plus faible de chaînes 

légères purifiées par rapport à la production obtenue avec PHEN6/WK6.  Nous avons obtenu 

seulement 0,8 mg / L contre 3,2 mg / L précédemment.  

1-d. Système WK6/PHEN6 VLCLIIa1-Tag/purification par chromatographie d’affinité 

FabSelect 

Sur la base des résultats précédents, et dans le but d'obtenir des chaînes légères homogènes 

pour les étapes ultérieures de caractérisation de leurs propriétés fonctionnelles, le système 

de production des différentes constructions dans le plasmide pHEN6 par les bactéries WK6 a 

été gardé mais le processus de purification a été modifié. Les chaînes légères produites ont 

été purifiées par chromatographie d'affinité sur une résine « Fabselect » et une étape de 

protéolyse à la thrombine a été ajoutée. Cette étape supplémentaire permet de libérer les 

chaînes légères de leur tag en C-terminal (voir méthodes). Grâce à cette approche on a 

obtenu des chaînes légères homo-dimériques et purifiées, sans impuretés notables comme 

cela a été observé après analyse de 5 µg de protéine purifiée par SDS-PAGE et coloration au 
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bleu de Coomassie (Figure 9). Un bon rendement a été observé quel que soit la chaîne légère 

produite. Ainsi, un rendement d'environ 3,4 mg et 2,5 mg de protéines pour 1 L de production 

a été obtenu pour respectivement la chaîne légère Ma-LC et la chaîne légère Sa-LC. Par 

ailleurs, une fois les chaînes légères purifiées, nous avons vérifié l'absence d'activité résiduelle 

de thrombine dans les fractions éluées par un test chromogénique spécifique.  

 

 

FIGURE 9 : SCHEMA EXPLICATIF DU PROTOCOLE DE PURIFICATION ET CARACTERISATIONS DES PRODUCTIONS DE CHAINE LEGERE 

A : processus de purification des dimères de chaînes légères par chromatographie d’affinité avec une résine Lambda 

Fabselect ; B : Tableau représentatif des rendements de production des deux chaînes légères ; C : Gel SDS-PAGE en 

conditions réductrices, coloré au bleu de Coomassie caractérisant l’homogénéité de la production de Ma-LC. 5, 2,5 et 2,5 

µg de protéines ont été déposées sur respectivement les fractions a, b et c. 

2. Production et purification des parties variables des chaînes légères (VL) 

Après de nombreux essais infructueux où différents paramètres de production pour produire 

les parties variables des chaînes légères par les bactéries WK6, en utilisant soit les construction 

plasmidiques pHEN6-VL ou pHEN6-VL-IIa-CL et où différentes approches de purification 

comme décrit pour les chaînes légères complètes ont été employées, les parties variables ont 

finalement été produites dans le système pET28/SHuffle. La souche E. Coli SHuffle est 

particulièrement adaptée car elle possède un cytoplasme spécifique qui permet les 

modifications post-traductionnelles nécessaires au bon repliement des protéines. 

Contrairement au système pHEN6/WK6 qui favorise une production périplasmique, les 
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chaînes légères produites par le système pET28/Shuffle ont été purifiées à partir d’une lyse 

bactérienne favorisant la récupération du cytoplasme de la cellule. La purification a été 

réalisée sur résine de Cobalt via les tags HisX6 des protéines (voir la partie Méthodes). Les 

protéines obtenues à l'issue de ce processus se sont avérées difficiles à caractériser. Pour la 

partie variable de la chaîne légère du patient Sa, Sa-VL, la dialyse des fractions éluées a 

systématiquement conduit à la formation d'agrégats d’aspect « nuageux » visibles à l'œil nu. 

Le gel SDS-PAGE réalisé après re-suspension des agrégats a montré une bande 

prépondérante à 18 kDa après révélation au bleu de Coomassie, correspondant 

potentiellement à la partie variable mais accompagné de multitudes d'autres bandes. En ce 

qui concerne Ma-VL, (la partie variable de la chaîne légère du patient Ma) le même résultat a 

été révélé par SDS-PAGE et coloration. De plus, pour Ma-VL et Sa-VL, la caractérisation par 

Western blot avec un anticorps de révélation dirigé contre leur tag a montré la production et 

la purification de VL multimériques.  

3. Production et purification des variants moléculaires des chaînes légères : mutants et 

chimères 

Sept différents variants de la chaîne légère Ma-LC ont été produits pour déterminer quelle 

région de Ma-LC était responsable de son interaction avec le FX (Figure 10) 
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FIGURE 10 : RESUME SCHEMATIQUE DES DIFFERENTS VARIANTS DE LA CHAINE LEGERE. 

Les chimères résultent de l’interversion des parties variables (VL) des deux chaînes légères (Ma et Sa Lc). Le premier 

variant porte le VL de Ma et la partie constante (CL) de Sa, le deuxième variant porte le VL de Sa et le CL de Ma. Les 

variants 5H, CDR1, CDR2, CDR3 et CDR2nAL sont issues de mutagénèse dirigée dans le VL de Ma-LC. Les rectangles 

transparents indiquent les régions modifiées par mutagénèse.  

Tout d’abord, en raison des difficultés rencontrées pour générer les parties variables 

individuelles de nos chaînes légères et face au besoin d'étudier leurs fonctions spécifiques, 

nous avons choisi de produire des chimères de nos deux chaînes légères par interversion des 

parties variables des deux chaînes légères Ma-LC et Sa-LC. Les constructions chimériques ont 

été produites dans les mêmes conditions que les protéines d'origine, et ont été obtenues 

sans impuretés notables, avec des rendements similaires à ceux des chaînes légères d'origine. 

La chimère A4 comprend la partie constante de Ma-LC et la partie variable de Sa-LC, notée 

Sa VL-Ma CL, tandis que la chimère B2 est constituée de la partie constante de Sa-LC et la 

partie variable de Ma-LC, désignée Ma VL-Sa CL. La production de A4 a atteint environ 3 mg 

par litre de production tandis que celle de B2 a été jusqu’à 4 mg pour 1 L de production.  
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Ensuite nous avons produit 5 variants moléculaires de Ma-LC sur la base de ses différences 

en acides aminés (aa) avec la chaîne légère germinale non pathogène IGLV2-14*03 dont elle 

est issue (figure 11A).  

Le premier variant appelé Ma-LC 5H présente trois substitutions d’aa par rapport à Ma-LC 

dans les régions FRs, à savoir les trois substitutions A5T, S23T, et F89Y. Ma-LC 5H n’est 

différent de la chaîne légère germinale non pathogène IGLV2-14*03 qu’au niveau des CDRs. 

Ces différences ont potentiellement entrainé la formation de liaisons hydrogènes 

supplémentaires dans Ma-LC 5H par rapport à Ma-LC d’après une analyse via le logiciel 

PROSS, « the Protein Repair One-Stop Shop » 292 (Figures 11B ; 11C). La production de Ma-

LC 5H dans le système PHEN6/WK6 utilisé précédemment pour Ma-LC a conduit à un 

rendement environ dix fois plus élevé (30 mg pour 1 L de production pour Ma-LC 5H contre 

3,5 mg pour Ma-LC). Ces résultats concernant la structure et les taux de production mettent 

en évidence la meilleure stabilité de la structure de Ma-LC 5H par rapport à Ma-LC. 

Cependant, ces mutations n'ont pas eu d'effets observables sur l'activité principale étudiée 

de Ma-LC, un point que nous aborderons plus en détail ultérieurement. 

 

FIGURE 11 : IDENTIFICATION DES MUTATIONS DANS LE FRAMEWORK DE DE MA-LC  
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La Figure A, représente l’alignement de la séquence de la partie variable de Ma-LC sur la séquence germinale IGLV2-

14*03. Les CDRs et les FRs ont été identifiés. Les différences en acides aminés (aa) dans Ma-LC sont reportées en gras 

sous la séquence des 2 chaînes légères. Les différences du FR sont entourées en bleu. B et C sont les représentations en 

3D des séquences des parties variables de Ma-LC (B) et de Ma-LC 5H (C). Les structures 3D ont été modélisées avec 

AlphaFold (logiciel d'intelligence artificielle développé par Google DeepMind qui fournit une prédiction de la structure 

des protéines à partir de leur séquence en aa) et visualisées avec Pymol (logiciel libre de visualisation de structures 

chimiques en 3D). Les 2 structures ont la même orientation. Les CDR1, CDR2 et CDR3 sont visualisés en bleu. Les résidus 

différents entre les 2 structures sont représentés en jaune pour la séquence d’origine, en rouge sur la séquence mutée. 

Les lignes en pointillés représentent les liaisons hydrogènes.  

Trois autres variants nommés « CDR » ont été produits. Étant donné le rendement de 

production supérieur du variant Ma-LC 5H sans altération notable de l'activité par rapport à 

Ma-LC, nous avons opté pour la génération des variants « CDR » à partir du variant Ma-LC 

5H. Ainsi, Ma-LC CDR1 contient, en plus des FRs de IGLV2-14*03, tous les aa du CDR1. De 

même, Ma-LC CDR2 intègre les aa du CDR2 tandis que Ma-LC CDR3 comprend ceux du CDR3 

(Figure 12). Ces trois mutants ont été produits dans les mêmes conditions que Ma-LC et ont 

été obtenus avec des rendements identiques à ceux de Ma-LC 5H (30 mg pour 1 L de 

production) sans impuretés notables. 

 

FIGURE 12 : RESIDUS MUTES POUR LES VARIANTS CDR (CDR1, CDR2, CDR3)  

LES DIFFERENCES EN ACIDES AMINES (AA) DANS MA-LC PAR RAPPORT A IGLV2-14*03 SONT REPORTEES EN GRAS SOUS LA SEQUENCE DES 2 

CHAINES LEGERES. LES CDRS SONT ENCADRES. 

 

Le cinquième variant a été généré à la suite de l'analyse de l'amyloïdogénécité potentielle de 

Ma-LC par le logiciel "VLAmY-Pred".293 VLAmY-Pred est un serveur web conçu pour prédire 

l’amyloïdogénécité des immunoglobulines. Il permet ainsi la classification des anticorps 

amyloïdes et non amyloïdes. Ce serveur prend la séquence de régions variables de la chaîne 

légère comme entrée (in put), prédit la propension à l’agrégation et les régions sujettes à 

l’agrégation (APR) à l’aide du serveur NuAPP puis prédit la nature amyloïdogène/non 

amyloïdogène de la séquence entrée grâce à l’apprentissage automatique (machine learning). 
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En appliquant cette approche, nous avons identifié que le remplacement de la leucine (L) du 

CDR2 de Ma-LC par une sérine (S) présente dans la séquence germinale IGLV2-14*03 aurait 

pour effet de rendre Ma-LC non amyloïdogène. Par conséquent nous avons produit un variant 

de Ma-LC avec la mutation L54S et nous l’avons nommé Ma-LC CDR2nAL (Figure 13). La 

production dans le système PHEN6/WK6, également utilisé pour Ma-LC, a généré un 

rendement similaire à la production de Ma-LC, d'environ 3 mg de milieu de culture bactérien. 

 

FIGURE 13 : IDENTIFICATION DU RESIDU SUSCEPTIBLE DE CONTRIBUER A L’AMYLOÏDOGENECITE DE MA-LC.  

La leucine dans le CDR2 de Ma-LC est entourée en rouge. C’est le résidu, Leucine muté en Serine dans le variant Ma-LC 
CDR2nAL 

4. La chaîne légère Ma-LC se lie au FX 

Les chaînes légères purifiées ont été testées quant à leurs capacités à interagir avec 

différentes structures de FX, le FX purifié du plasma (FX), le FX activé (FXa) et le FX plasmatique 

libéré de ses structures N-glycanes nommé FX N-déglycosylé (FXdeg). Dans un ELISA direct, 

et en utilisant des conditions de tampon physiologique (HEPES 25 mM (pH 7,4)/NaCl 125 

mM/ Tween 20 0,1%/BSA 0,1%), la chaîne légère Ma-LC se lie de façon dose-dépendante et 

saturable au FX immobilisé (Figure 14A).  Dans le même schéma d’ELISA, nous avons 

également observé une liaison dose-dépendante et saturable de Ma-LC au FXa (Figure 14B) 

et au FXdeg (résultat non présenté). Au contraire, aucune liaison significative et dose-

dépendante de Sa-LC aux différentes formes de FX n’a été observée dans les mêmes 

conditions (figures). Au cours d’expériences complémentaires, nous avons tenté de 

déterminer si un complexe entre le FX et Ma-LC pouvait se faire dans des conditions ou les 2 

protéines sont en solution. Pour cela nous avons réalisé des expériences de co-

immunoprécipitation où nous avons préformé en solution dans un tampon physiologique le 

complexe FX/Ma-LC en utilisant des concentrations de FX (80 nM) et de Ma-LC (2 µM) qui 

correspondent aux concentrations trouvées des 2 protéines chez la patiente Ma. Le complexe 
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a été capturé par un anticorps monoclonal dirigé contre le FX (KB-FX008). Par la suite, une 

analyse par Western blot de l’immunoprécipité a permis d'identifier Ma-LC. Dans les mêmes 

conditions expérimentales Sa-LC n’a pas été identifiée (Figure 14F). En conclusion, ces 

résultats, montrent que Ma-LC contrairement à Sa-LC se lie à différentes formes immobilisées 

de FX (FX, FXa et FXdeg) et au FX d’origine plasmatique en solution. Afin de s’assurer de la 

spécificité de l’interaction de la chaîne légère Ma-LC au FX, nous avons testé la capacité d’un 

anticorps polyclonal anti FX (PoAb) et de FX en solution à déplacer la liaison de Ma-LC au FX 

immobilisé. Nous avons ainsi montré que le FX en solution mais aussi l’anticorps PoAb anti 

FX peuvent déplacer à plus de 90% l’interaction de Ma-LC au FX immobilisé (Figure 14 D et 

E) ;  

 

FIGURE 14 : LIAISON DES chaîneS LEGERES AU FX  

Panneau A : Ma-LC purifié (ronds bleu) ou Sa-LC purifié (carrés rouge), tous deux 0-100 µg/ml, ont été incubés avec le FX 

immobilisé (5 µg/ml) dans un tampon HEPES 25 mM (pH 7,4)/NaCl 125 mM/ Tween 20 0,1%/BSA 0,1%. Les LC liées ont 

été détectées par un anticorps anti-chaîne légère lambda humaine couplé à la peroxydase. Panneau B : Ma-LC purifié 

(ronds bleu) ou Sa-LC purifié (carrés rouge), tous deux 0-100 µg/ml, ont été incubés avec le FXa immobilisé (5 µg/ml) 

comme décrit dans le panneau A. Les LC liées ont été détectées comme décrit dans le panneau A. Panneau C : Ma-LC 

purifié (ronds bleu) ou Sa-LC purifié (carrés rouge), tous deux 0-100 µg/ml, ont été incubés avec le FXdeg immobilisé (5 

µg/ml) comme décrit dans le panneau A. Les LC liées ont été détectées comme décrit dans le panneau A.  Panneaux D et 

E : Ma-LC (1 µM) a été incubé en l'absence ou en présence de différentes concentrations molaire de FX (1,25 ; 2,5 ; 5 µM) 

ou de (70 nM) d’anticorps anti-FX polyclonal (PoAb). Après 30 minutes d'incubation, les mélanges ont été ajoutés à des 

puits recouverts de FX (5 µg/ml). Ma-LC liée a été détectée comme décrit dans le panneau A. Panneau F : Ma-LC purifié 

ou Sa-LC purifié tous deux à 2 µM ont été incubés avec le FX (80 µM) en solution. Le complexe est immunoprécipité par 

des billes magnétiques couplées à un anticorps monoclonal anti FX. Les précipités sont analysés par western blot et révélés 
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par un anticorps anti chaîne légère. La bande autour de 30 kDa correspond au monomère de la chaîne légère et la bande 

autour de 60 kDa au dimère de la chaîne légère. Pour tous les panneaux, les données représentent la moyenne ± SD de 3-

4 expériences. 

Pour renforcer nos conclusions précédentes, l’interaction de Ma-LC au FX a été étudiée par 

SPR. A cette fin Ma-LC a été comparée à Sa-LC et une chaîne légère contrôle, N-LC dans leur 

capacité à se lier au FX immobilisé à une concentration équivalente aux concentrations 

trouvées dans le plasma pour Ma-LC et Sa-LC.  Ma-LC a affiché une liaison au FX 

contrairement à Sa-LC et NLC (Figure 15A). Pour étudier plus en détail l’interaction de Ma-LC 

avec le FX, les paramètres cinétiques qui décrivent cette interaction ont été déterminés. Ma-

LC a lié le FX avec une affinité de 620 nM (koff = 3,2 x 10-4 s-1 ; kon = 5,1 × 102 M-1.s-1). Les 

résultats obtenus confirment que Ma-LC se lie au FX et la cinétique de dissociation du 

complexe observée grâce à la SPR montre que le complexe FX/Ma-LC formé est très stable.   

 

FIGURE 15 : LIAISON DES LC AU FX EVALUE PAR SPR 

Panneau A : Liaison de Ma-LC, de SA-LC et de N-LC (LC contrôle) au FX immobilisé. N-LC est comme Ma-LC et Sa-LC une 

chaîne légère Lambda mais purifiée d’un myélome humain (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) et sert de contrôle 

négatif. Les LC (250 nM) ont été passés dans un tampon HPES (HEPES 25 mM, NaCl 125 mM, pH 7,4 contenant 0,005 % 

de Tween 20) sur des canaux séparés sur une puce de détection C1 où a été immobilisé le FX à une concentration de 10 

µg/ml jusqu’à une densité de 1000 RU. L’association des LC est faite pendant 4 min (0-240 sec) à un débit de 20 μl/min à 

25 °C et la dissociation observée pendant 5 min. La réponse est indiquée en unités de résonance (RU) et est corrigée pour 

la liaison non spécifique. Panneau B :  Différentes concentrations de Ma-LC (250 ; 125 ; 62,5 ; 31,2 ; 15,6 ;7,8 et 3,9 nM) 

ont été passés sur du FX immobilisé comme décrit pour le panneau A afin de déterminer une constante d’affinité, estimée 

ici à 620 nM par le modèle mathématique de Langmuir. Les panneaux présentent les résultats d’une expérience 

représentative parmi trois réalisées.  
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5. La partie variable de Ma-LC est responsable de la liaison au FX  

Pour identifier les régions de Ma-LC impliquées dans son interaction avec le FX, nous avons 

testé une série de variants moléculaires de cette LC pour leur capacité à lier le FX immobilisé 

en utilisant des conditions de liaison similaires à celles décrites précédemment pour la figure 

12.  Nous avons émis l’hypothèse que la partie variable seule et non la chaîne complète était 

responsable de l’interaction observée avec le FX. Nos essais de production de la partie 

variable seule n’ayant pas été concluants, pour tester notre hypothèse, nous avons d’abord 

testé des chimères de Ma-LC et Sa-LC par échange des parties variables. Ces chimères ont 

été appelées respectivement « VL Ma-CL Sa » pour la chimère qui possède la partie variable 

de Ma-LC et la partie constante de Sa-LC et « VL Sa-CL Ma » pour la chimère complémentaire.  

Alors qu’aucune liaison de VL Sa-CL Ma n’a été observée, VL Ma-CL Sa a montré une 

association dose-dépendante et saturable avec le FX (Figure 16).  Ces expériences nous ont 

permis de conclure à la responsabilité spécifique et essentielle de la partie variable quant à 

l’activité de liaison de la chaîne légère Ma-LC au FX.  
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FIGURE 16 : INTERACTION DES chaîneS LEGERES CHIMERIQUES AU FX ET AU FXA 

Panneau A : VL Ma-CL Sa purifié (ronds vert) ou VL Sa-CL Ma purifié (carrés bleu), tous deux 0-100 µg/ml, ont été incubés 
avec le FX immobilisé (5 µg/ml) dans un tampon HEPES 25 mM (pH 7,4)/NaCl 125 mM/ Tween 20 0,1%/BSA 0,1%. Les LC 
liées ont par un anticorps anti-chaîne légère lambda humaine couplé à la peroxydase. Panneau B : VL Ma-CL Sa purifié 
(ronds vert) ou VL Sa-CL Ma purifié (carrés bleu) ont été incubés avec le FXa immobilisé (5 µg/ml) et leur interaction révélée 
comme décrit dans le panneau A. Pour tous les panneaux, les données représentent la moyenne±SD de 3-4 expériences. 

 

4-1. Localisation du site de liaison du FX sur la partie variable de Ma-LC 

Pour préciser le site d’interaction du FX sur la partie VL de la chaîne légère Ma-LC, nous avons 

testé la capacité des variants de Ma-LC comportant des mutations sur le domaine VL à se lier 

au FX. En premier lieu, nous avons testé la capacité du variant, Ma-LC 5H qui possède au 

niveau des FRs la séquence germinale IGLV2. Aucune différence significative n’a été observée 

entre les capacités de liaison de Ma-LC et Ma-LC 5H avec le FX (Figure 17). La protéine 

retrouve une certaine stabilité et est mieux exprimée dans la bactérie mais conserve sa 

propriété de reconnaissance du FX. Les régions FRs de Ma-LC ne sont pas impliquées dans 

l’interaction observée avec le FX.  
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FIGURE 17 : INTERACTION DU MUTANT FRAMEWORK DE MA-LC AU FX 

Ma-lc purifié (carrés bleu) ou ma-lc  5h purifié (ronds violet), tous deux 0-100 µg/ml, ont été incubés avec le FX immobilisé 
(5 µg/ml) dans un tampon hepes 25 mm (ph 7,4)/nacl 125 mm/ tween 20 0,1%/bsa 0,1%. Les lc liées ont été détectées 
par un anticorps anti-chaîne légère lambda humaine couplé à la peroxydase. Les données représentent la moyenne±sd de 
3-4 expériences. 

 

Pour aller plus loin dans l’identification de la région de Ma-LC responsable de son interaction 

au FX, nous avons évalué la capacité de liaison au FX des variants de Ma-LC qui, tout comme 

le variant Ma-LC 5H, présentent les FRs de IGLV2-14*03, correspondant au germline de Ma-

LC. Ces variants Ma-LC CDR1, Ma-LC CDR2, et Ma-LC CDR3 possèdent respectivement le 

CDR1, le CDR2 et le CDR3 de IGLV2-14*03. Aucune liaison ou des liaisons très 

significativement diminuées au FX ont été observés pour les différents variants CDR de Ma-

LC 5H (Figure 18). Une faible liaison, dose dépendante a été observée pour le variant Ma-LC 

CDR2, aucune pour le variant Ma-LC CDR1 et une liaison très faible mais significative a été 

observée pour le variant Ma-LC CDR3 aux concentrations testées les plus élevées. Nos 

résultats montrent que l’ensemble des CDRs est indispensable à la liaison de Ma-LC au FX 

puisque la mutation de chacun des CDRs suffit à rompre l’interaction observée avec la chaîne 

légère d’origine.  
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FIGURE 18 : INTERACTION DES MUTANTS DE MA-LC AU FX 

Ma-LC purifié (losanges bleu), Ma-LC CDR1 purifié (ronds noir), Ma-LC CDR2 purifié (carrés vert), ou Ma-LC CDR3 purifié 
(triangles violet), tous entre 0-100 µg/ml, ont été incubés avec le FX immobilisé (5 µg/ml) dans un tampon HEPES 25 mm 
(ph 7,4)/nacl 125 mm/ Tween 20 0,1%/BSA 0,1%. Les LC liées ont été détectées par un anticorps anti-chaîne légère 
lambda humaine couplé à la peroxydase. Les données représentent la moyenne±SD de 3-4 expériences. 

 

Le mutant « non amyloidogène » conserve une liaison au FX 

Ma-LC CDR2nAL a été prédit comme non amyloïdogène par le logiciel « VLAmY-Pred » (voir 

plus haut). Pour déterminer si la perte de la potentielle prédisposition de Ma-LC à former des 

structures amyloïdes avait une influence sur sa capacité à interagir avec le FX, nous avons 

tester en système ELISA la liaison du variant CFR2nAL au FX. CDR2nAL conserve une 

interaction avec le FX même si son taux de liaison apparait diminué par rapport à Ma-LC 

(Figure 19).  
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FIGURE 19 : INTERACTION DU MUTANT « NON AMYLOÏDOGENE » DE MA-LC AU FX 

Ma-LC purifié (carrés bleu), ou Ma-LC CDR2nAL purifié (ronds vert), tous entre 0-100 µg/ml, ont été incubés avec le FX 
immobilisé (5 µg/ml) dans un tampon HEPES 25 mM (pH 7,4)/NaCl 125 mM/ Tween 20 0,1%/BSA 0,1%. Les LC liées ont 
été détectées par un anticorps anti-chaîne légère lambda humaine couplé à la peroxydase. Les données représentent la 
moyenne±SD de 3-4 expériences. 

 

6. Effets de la liaison de Ma-LC sur le FX 

6-1. La liaison de Ma-LC au FX n’affecte pas l’activité du FX  

Afin de déterminer si la liaison de Ma-LC au FX plasmatique pouvait affecter l’activité 

procoagulante du FX de la patiente Ma et être à l’origine du dosage bas de l’activité du FX 

mesuré au diagnostic nous avons comparé les taux de FX antigénique et de FX coagulant 

d’un aliquot congelé de son plasma prélevé sur EDTA au moment du diagnostic. Nous avons 

mesuré un taux d’antigène de FX similaire à l’activité de FX qui avait été mesurée 

précédemment. (FX :C dosé sur prélèvement citraté 1 an après diagnostic 26% ; FX:Ag dosé 

sur prélèvement EDTA à la même date 28%). La faible activité procoagulante du FX observée 

chez cette patiente semble donc être le résultat d’une réelle absence de FX.  

Pour tester si la chaîne légère Ma-LC que nous avons produit et que nous avons montré dans 

différents modes opératoires comme se liant au FX avait un effet sur la coagulation, nous 

l’avons mise en présence d’un plasma normal pendant 30 min à température ambiante pour 

permettre sa liaison au FX plasmatique. Au bout des 30min, nous avons mesuré l’activité du 
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FX dans un test modifié de mesure du temps de céphaline activée (test PTT) du plasma pré-

incubé avec Ma-LC en le comparant à un plasma ayant été pré-incubé avec la même quantité 

de Sa-LC ou de NLC ou avec uniquement le tampon de dilution des LC. Nos résultats 

montrent une activité FX similaire dans toutes les conditions testées (Figure 20) démontrant 

ainsi que la liaison potentielle entre Ma-LC et le FX dans le plasma, n’empêche pas l’activité 

procoagulante du FX dans ce milieu.    
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FIGURE 20 : ACTIVITE FX MESUREE EN PRESENCE DES chaîneS LEGERES 

L’activité procoagulante du FX a été testé dans un plasma en présence du tampon HEPES 25 mM (pH 7,4)/NaCl 125 mM 

(Bleu), de Ma-LC (rouge), de Sa-LC (vert) et de NLC (violet). La condition HEPES 25 mM (pH 7,4)/NaCl 125 mM est 

considérée niveau de base (100%).  

 

Pour évaluer l'impact de la liaison de Ma-LC au FX sur son activité dans un système purifié, 

nous avons testé la capacité de Ma-LC à inhiber l'activation du FX soit par le complexe 

FVIIa/FT soit par le complexe FIXa/FVIIIa en présence de phospholipides. Le FX est un substrat 

naturel des complexes FVIIa/FT et FIXa/FVIIIa qui sont considérés comme respectivement le 

complexe d’initiation et le complexe d’amplification de la coagulation sanguine lors d’une 

brèche vasculaire. Les vitesses initiales de formation du FX activé (FXa) par le complexe 

FVIIa/FT et le complexe FIXa/FVIIIa ont été comparées entre le FX seul, le FX complexé à Ma-

LC et le FX en présence de Sa-LC. Aucune distinction de vitesse initiale de formation du FXa 
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n'a été détectée que cela soit par le complexe FVIIa/FT (Figure 21A) ou le complexe 

FIXa/FVIIIa. Aucune inhibition de la vitesse initiale de formation du FXa par le complexe n'a 

été observée en présence de Ma-LC (Figure 21B). De même, aucune différence de la vitesse 

initiale de formation de la thrombine par le complexe prothrombinase (FXa/FVa/PL) n'a été 

observée dans un système in vitro entre la condition où le FXa avait été associé au FVa et aux 

phospholipides pour former le complexe prothrombinase et la condition où le FXa avait été 

pré-incubé avec une concentration saturante de Ma-LC avant d’être associé au FVa et aux 

phospholipides (Figure 21C).  En conclusion, les différentes conditions expérimentales testées 

montrent que la chaîne légère recombinante Ma-LC n’a pas d’effet sur la transformation du 

FX en FXa par les complexes d’activation du FX de la coagulation ni sur l’activité enzymatique 

du FXa vis-à-vis de la prothrombine au cours de la coagulation.  On peut conclure de 

l’ensemble de ces résultats que le déficit en FX mesuré chez la patiente Ma n’est pas dû à une 

inhibition de l’activité procoagulante du FX de la circulation par la chaîne légère pathogène 

mais à une diminution du taux antigénique de FX circulant.   
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FIGURE 21 : EFFET DE MA-LC SUR L’ACTIVATION ET L’ACTIVITE DU FX AU SEIN DES COMPLEXES ENZYMATIQUES DE LA COAGULATION.  

(A) Activation de FX par le complexe FVIIa/FT en présence ou en absence de chaîne légère (8 µM) Ma-LC ou Sa-LC. 

L'activation de 120 nM de FX a été réalisée à 37 °C par 8 nM de FVIIa et 500 pM de TF en présence de vésicules de 

phospholipides (PS/PE/PC, 20:20:60 mol% ; 30 µM concentration finale),  et de 2.5 mM de CaCl2. La formation de FXa a 

été déterminée comme décrit dans la section « Matériels et méthodes ». Les données représentent les valeurs moyennes 

de trois expériences. (B) Activation de FX par le complexe FIXa/FVIIIa en présence ou en absence de chaîne légère (8 µM) 

Ma-LC ou Sa-LC. L'activation de 120 nM de FX a été réalisée à 37 °C par 9 nM de FIXa et 0,25U/ml de FVIIIa en présence 

de vésicules de phospholipides (PS/PE/PC, 20:20:60 mol% ; 50 µM concentration finale),  et de 2.5 mM de CaCl2. La 

formation de FXa a été déterminée comme décrit dans la section « Matériels et méthodes ». Les données représentent 

les valeurs moyennes de trois expériences. (C) Activation de la prothrombine en thrombine par le complexe FXa/FVa en 

présence ou en absence de chaîne légère (4 µM) Ma-LC ou Sa-LC. L'activation de 1,5 µM de prothrombine a été réalisée 

à 37 °C par 20 pM de FXa et 25 nM de FVa en présence de vésicules de phospholipides (PS/PE/PC, 20:20:60 mol% ; 30 

µM concentration finale),  et de 2.5 mM de CaCl2. La formation de thrombine (IIa) a été déterminée comme décrit dans 

la section « Matériels et méthodes ». Les données représentent les valeurs moyennes de trois expériences. 

 

6-2. La liaison de Ma-LC au FX n’influe pas sur la cinétique de clairance du FX dans un modèle 

murin  

Pour déterminer si la diminution du taux antigénique de FX dans la circulation de la patiente 

Ma pouvait être attribuable à une clairance augmentée, conséquence d’une interaction du FX 

avec les chaînes légères libres circulantes responsables des dépôts amyloïdes nous avons 

utilisé un modèle murin déficient en FX. Après avoir administré à ces souris du FX humain 

pré-incubé avec des concentrations élevées de Ma-LC, nous avons observé une cinétique 

d’élimination similaire du FX humain et de son activité dans le plasma des souris par rapport 

aux groupes de souris ayant reçu du FX humain pré-incubé dans les mêmes conditions avec 

Sa-LC ou avec le tampon d’injection dans les mêmes conditions volémiques (figure 22). Ces 



153 
 

résultats montrent que le complexe formé in vitro entre Ma-LC et le FX n’a pas d’incidence 

sur la cinétique d’élimination du FX humain in vivo une fois le complexe injecté. De plus, les 

données de mesure de l’activité du FX se superposent étroitement avec celles du dosage 

antigénique, confirmant ainsi que la présence de la chaîne légère ne modifie pas l’activité du 

FX dans le plasma. 

 

FIGURE 22: CINETIQUE D’ELIMINATION DU FX HUMAIN EN PRESENCE DES chaîneS LEGERES DANS UN MODELE MURIN 

Des souris déficitaires en FX ont été injectées par voie intraveineuse avec du FX humain (10 µg/souris) pré-incubé ou non 

(ronds bleus) avec les chaînes légères Ma-LC (carrés vert) ou Sa-LC (triangles rouge). Des échantillons de sang ont été 

prélevées aux moments indiqués et la quantité résiduelle d’antigène FX injecté dans le plasma (panneau A) et d’activité 

résiduelle coagulante de FX injecté dans le plasma (panneau B) en fonction du temps après l’injection ont été quantifiées. 

Trois souris ont été utilisées pour chaque point dans le temps. Les données représentent les valeurs moyennes en trois 

exemplaires ± S.D. 
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6-3. Endocytose 

Afin de déterminer si la formation d’un complexe entre Ma-LC et le FX pouvait inhiber le 

mécanisme de régulation des taux circulant du FX par les macrophages qui avait été mis en 

évidence au laboratoire, nous avons pré-incubé le FX avec Ma-LC pendant 30 minutes à 37°C 

pour permettre la formation du complexe FX/Ma-LC. Nous avons ensuite mis en contact le 

complexe FX/Ma-LC des cellules THP-1 différenciées en macrophages pendant 1h à 4°C pour 

permettre une liaison du FX aux macrophages, notamment au récepteur SR-AI, comme décrit 

précédemment. Puis nous avons incubé les cellules à 37°C pour remettre en route la 

machinerie cellulaire notamment l’endocytose des protéines par leurs récepteurs. Après 1h 

d’incubation, nous avons détecté une bien plus forte présence de complexes FX/EEA-1 (early 

endosome antigen-1) en utilisant le système de ligature de proximité (PLA) Duolink® quand 

les macrophages ont été mis en présence du complexe FX/Ma-LC que dans les conditions où 

le FX était seul ou en présence de N-LC (Figures 23A, B et C).  Nous avons déterminé que la 

valeur moyenne du nombre de complexes FX/EEa-1 par macrophage était significativement 

supérieur quand le FX avait été pré-incubé avec Ma-LC que seul ou avec une LC contrôle, N-

LC (48,0  27,5 versus 11,4   8,9 ou versus 11,1   9,1; P<0,0001, n=30 ; Figure 23D). En 

conclusion, ces résultats montrent que quand un complexe est formé entre le FX et la chaîne 

légère Ma-LC, il y a une endocytose bien plus importante du FX par les macrophages que 

quand le FX est seul.  
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FIGURE 23 : MA-LC AUGMENTE LE NOMBRE D’INTERACTIONS DU FX AVEC EEA-1 DANS LES MACROPHAGES 

Images de microscopie à grand champ du test Duolink-PLA entre le FX et l’EEA-1 sur des cellules THP-1 différenciées. Des 

cellules THP-1 différenciées en macrophages ont été incubées 1 h à 4°C puis 1h à 37°C en présence de (A) FX seul, (B) FX 

avec la chaîne légère contrôle N-LC, et (C) avec le FX pré-incubé avec Ma-LC. Les noyaux ont été colorés à l'aide de DAPI, 

les barres représentent 100 μm, objectif x63. Les taches rouges indiquent une distance inférieure à 40 mm entre les deux 

antigènes. Ici sont présentées des images représentatives de chacune des 3 conditions expérimentales comparées. La 

détection des antigènes et l’acquisition des images ont été faîtes dans des conditions identiques. (D) présente la 

comparaison du nombre de complexes FX/EEA-1 par THP-1 différenciés en macrophages et incubés (1h à 4°C puis 1h à 

37°C) en présence de FX seul ou de FX pré-incubé avec Ma-LC ou de FX pré-incubé avec N-LC. Chaque point représente la 

valeur du nombre de complexe FX/EEA-1 détecté pour 1 cellule. Au total 3 lames de cellules ont été analysées pour chaque 

condition et dans chaque lame 10 cellules. Un test t non apparié a été utilisé. 
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Conclusion et perspectives 

Dans cette étude nous avons mis pour la première fois en évidence l’existence d’une liaison 

spécifique au FX de la chaîne légère soluble d’un patient atteint d’amylose AL présentant un 

déficit en FX. Nous avons montré que la formation du complexe était due à la partie variable 

de la chaîne légère et spécifiquement aux mutations introduites dans la séquence de la chaîne 

légère pathogène, par rapport à la séquence germinale du même isotype.  

Nous avons démontré que la complexation du FX par la chaîne légère pathogène nommée 

Ma-LC n’affectait pas l’activité coagulante du FX, que ce soit dans le plasma ou dans des 

systèmes purifiés. Cependant nous avons mis en évidence une endocytose significativement 

accrue du FX complexé à la chaîne légère par des macrophages en comparaison au FX seul. 

Ceci suggère que la formation de ce complexe pourrait perturber un mécanisme régulateur 

des taux circulant du FX que nous avions découvert et publié au sein du laboratoire.110 

Néanmoins, lors d’expériences sur des souris, nous n’avons pas réussi à détecter d’influence 

de la chaîne légère liant le FX sur la clairance de la protéine. Pour confirmer l'hypothèse selon 

laquelle l'interaction que nous avons mise en évidence affecte les taux circulants du FX, il 

serait nécessaire d'utiliser un modèle animal reproduisant l'amylose AL chez l'homme. 

Heureusement, un tel modèle a été développé par l'équipe du Dr Christophe Sirac (UMR 7276, 

Université de Limoges – CNRS). Actuellement, ce modèle utilise la chaîne légère Sa-LC que 

nous avons employée dans notre étude, bien qu'elle ne présente pas d'interaction avec le FX 

et ne provienne pas d'un patient avec un déficit de la coagulation. Il serait intéressant de 

répliquer le même modèle avec la chaîne légère Ma-LC. Grâce à ce modèle nous pourrions 

mieux comprendre le rôle de l’interaction du FX avec la chaîne légère Ma-LC.  

Il est possible que le mécanisme que nous avons observé avec les macrophages n’ait pas 

uniquement un rôle sur les taux circulant du FX mais aussi sur l’évolution de la pathologie, en 

permettant par exemple d’éliminer de la circulation les chaînes légères pathogènes ou au 

contraire en favorisant la formation de fibrilles amyloïdes comme montré sur d’autres 

modèles cellulaires. Ainsi, les travaux du groupe de Guillermo Herrera, travaillant 

essentiellement sur des cellules mésangiales ont montré que les chaînes légères de patients 



157 
 

AL induisent des changements vers un phénotype macrophagique.294Les chaînes légères AL 

seraient largement internalisées dans les cavéoles et transportées vers les lysosomes où elles 

réunissent les conditions d'une amyloïdogenèse rapide (protéolyse, dénaturation et pH 

acide). Les agrégats amyloïdes sont alors extrudés des cellules pour envahir les espaces 

extracellulaires. Un processus similaire a également été démontré par le même groupe dans 

les cellules musculaires lisses vasculaires 295 soulignant encore le rôle des lysosomes dans la 

formation de l'amylose AL, et est cohérent avec des observations antérieures dans les 

macrophages spléniques pendant la formation de l'amylose AA296  

En plus du déficit en facteur de coagulation, plusieurs études de cas cliniques ont mis en 

lumière d'autres troubles de l'hémostase.269,271. Le développement d'un modèle animal 

d'amylose AL, tel que celui récemment mis au point par l'équipe du Dr Sirac (voir ci-dessus), 

permettra d'identifier les mécanismes moléculaires à l'origine de ces dysfonctionnements. 

Bien que chaque chaîne légère semble influencer les symptômes chez un individu donné, il 

existe probablement des mécanismes communs entre les patients présentant une altération 

de l'hémostase. La présence d'une chaîne légère amyloïdogène pourrait influencer la biologie 

de plusieurs protéines impliquées dans l'hémostase. Cette idée est étayée par l'observation 

selon laquelle les structures amyloïdes chez un patient sont capables d'interagir avec 

plusieurs facteurs de coagulation. 266 

L’étude portant sur la capacité des macrophages différenciées en THP1 à endocyter de 

manière plus importante que dans des conditions normales le FX quand celui-ci est complexé 

par la chaîne légère Ma-LC nécessite une meilleure caractérisation sur le plan mécanistique. 

Il reste à identifier les différents acteurs de l’endocytose notamment le récepteur SRA1 ainsi 

que la SAP lorsque le FX est ajouté en présence de Ma-LC. Par exemple, nous n’avons pas 

encore déterminé si l’endocytose accrue du FX en présence de Ma-LC se produit 

effectivement via SR-AI. De plus nous n’avons pas encore établi si lors de cette endocytose 

accrue due à la présence du complexe FX/Ma-LC, la SAP peut se lier au FX. Au cours 

d’expériences préliminaires non incluses dans ce manuscrit, nous avons observé que la 

formation du complexe FX/Ma-LC n’empêchait pas la liaison du FX à la SAP et inversement 
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que la présence du complexe FX/SAP n’entravait pas la liaison de Ma-LC au FX. Dans les deux 

cas, nous avons identifié la formation d’un tri-complexe. La découverte de ce tri-complexe 

dans la circulation sanguine constitue une avancée dans la compréhension des mécanismes 

de régulation de la concentration de ces protéines et de leurs fonctions biologiques au cours 

de l’amylose AL. 

Notre projet s’est heurté à une difficulté majeure : la production dans des quantités 

suffisantes de chaînes légères amyloïdogènes. Cela a limité le nombre de chaînes légères que 

nous avons pu étudier se cantonnant à deux chaînes légères d’isotype lambda, l’une 

provenant d’un patient avec un déficit en FX et l’autre sans défaut de la coagulation. Avec 

davantage de chaînes légères provenant de différents patients, nous aurions pu déterminer 

si seuls les patients présentant un déficit en FX pouvaient présenter une interaction entre leur 

chaîne légère pathogène et le FX. Une autre difficulté rencontrée était la faible stabilité en 

forme soluble des chaînes légères amyloïdogènes, limitant ainsi le panel d'expériences 

présentées dans ce manuscrit. De plus, nous n'avons pas réussi à développer des conditions 

permettant d'induire la fibrillation de la chaîne Ma-LC sans agrégation. En effet, chaque 

chaîne légère nécessite ses propres conditions expérimentales pour fibriller. L'établissement 

de ces conditions aurait pu nous permettre de déterminer si le FX influence la fibrillation 

d'une chaîne légère, un aspect que nous n'avons pas abordé dans ces travaux. 

Malgré ces limites le travail présenté a ouvert de nombreuses possibilités d’exploration pour 

l’avenir. Il a montré pour la première fois qu'une interaction stable pouvait exister entre le FX 

et une chaîne légère amyloïdogène encore soluble chez un patient atteint d'amylose AL. 

Compte tenu de la spécificité structurale de chaque chaîne légère, il est difficile de généraliser 

les phénomènes observés au cours de ce travail. Néanmoins, nos travaux suggèrent que de 

nombreuses pistes peuvent être explorées pour déterminer l'influence de la formation d'un 

tel complexe. Ils ouvrent également la voie à la possibilité d'utiliser cette observation comme 

un moyen de développer des outils de diagnostic peu invasifs et rapides pour cette 

pathologie rare, mais dont le diagnostic précoce est vital pour les patients. 
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Chapitre 3 :  

Les cellules vasculaires comme support de la génération de thrombine 

d’un plasma hémophile A en présence de FVIII et ou d’emicizumab 

 

Introduction  

L'hémophilie A est une maladie hémorragique héréditaire rare due à un déficit congénital du 

Facteur VIII (FVIII) de la coagulation. Jusqu’à récemment, le traitement de l’hémophilie A, a 

consisté en une prophylaxie substitutive palliant au déficit en FVIII par administration 

intraveineuse de concentrés de FVIII dérivés du plasma ou recombinants. Ce traitement s'est 

avéré efficace dans la gestion des saignements dans l'hémophilie A. Toutefois, il engendre un 

certain nombre de difficultés dont l’observance. Les administrations étant fréquentes, les 

accès veineux peuvent devenir difficiles et mener à un niveau de soins insatisfaisant. Par 

ailleurs, 15 à 30 % de patients atteints d'hémophilie A développent des inhibiteurs du FVIII 

exogène et ces inhibiteurs compromettent la capacité du patient à gérer les hémorragies, ce 

qui entraîne une morbidité accrue et un coût élevé de traitement du patient.77 Les épisodes 

hémorragiques et la nécessité d'une intervention chirurgicale chez les patients porteurs 

d'inhibiteurs sont gérés à l'aide d'agents « by-passants » ou de dérivation comme le facteur 

FVII activé recombinant (rFVIIa) et un concentré de complexe prothrombique activé (aPCC) 

qui agissent indépendamment du FVIII dans la cascade de la coagulation en générant de la 

thrombine.  

Pour pallier aux limites du traitement substitutif, d’autres thérapies ont été développées plus 

récemment en s'affranchissant des schémas classiques basés sur l'utilisation du FVIII. Parmi 

eux, l’emicizumab, un anticorps bispécifique offre une nouvelle approche thérapeutique en 

favorisant le rapprochement du facteur IX (FIX) activé et du facteur X (FX) pour permettre 

l’activation de ce dernier et ainsi restaurer la fonction hémostatique du FVIII absent chez les 

patients atteints d'hémophilie A. La structure moléculaire unique de l'emicizumab signifie 

qu'il n'est pas soumis aux mêmes mécanismes physiologiques qui éliminent le FVIII de la 
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circulation, et qu'il persiste donc beaucoup plus longtemps dans la circulation que le FVIII. Il 

a une longue demi-vie d'environ 4 à 5 semaines, ce qui permet des schémas d'administration 

une fois par semaine, toutes les 2 semaines ou même tous les mois. L'absence de 

ressemblance moléculaire entre l'emicizumab et le FVIII permet également son utilisation 

chez les patients ayant des inhibiteurs du FVIII, ce qui en fait un outil thérapeutique utile 

lorsque l'induction de la tolérance immunitaire et la prophylaxie par les agents by-passants 

ont échoué. De plus, grâce à sa voie d'administration sous-cutanée, l'emicizumab peut réduire 

la charge de traitement associée aux fréquentes perfusions intraveineuses de facteur. 69 

Cependant, bien qu’efficace en prophylaxie l’emicizumab nécessite l’ajout de FVIII ou 

d’agents « by-passants » dans la prise en charge des hémorragies ou lors des chirurgies. 

L’association de l’emicizumab à l’aPCC dans ce contexte a présenté un risque thrombotique 

lors des essais cliniques HAVEN-1. 72,297 C'est pourquoi l'utilisation du FEIBA a été exclue des 

essais HAVEN 2 à 4, où aucun cas de microangiopathie thrombotique n'a été observé 

68,298,299Cependant, malgré des avancées significatives, le mécanisme sous-jacent à cette 

complication singulière demeure largement méconnu, ce qui limite notre capacité à prédire 

et à prévenir efficacement les risques thrombotiques associés à l'utilisation de l'emicizumab 

et d'autres thérapies de remplacement. Bien que l’emicizumab favorise la génération de FX 

activé, il ne reproduit pas toutes les propriétés fonctionnelles du FVIIIa 300 De plus, l’utilisation 

de l’emicizumab perturbe les tests classiques de coagulation tel que le temps de céphaline 

activée (TCA) ou le dosage de l’activité du FVIII ce qui complique le suivi des patients 

notamment dans les contextes chirurgicaux où des traitements hémostatiques d'appoint sont 

souvent nécessaires. Bien que le test de génération de thrombine (TGT) représente une 

alternative intéressante permettant d’évaluer l’activité coagulante globale du patient et son 

monitoring. 301 il présente ses propres limites. Comme la majorité des tests de laboratoire, le 

TGT ne prends pas en compte les composants cellulaires de la paroi vasculaire qui pourraient 

jouer un rôle dans l’apparition de complications thrombotiques observées lors des essais 

cliniques HAVEN-1.  



161 
 

Nous avons élaboré cette étude pour explorer la génération de thrombine en présence du 

FVIII et/ou de l’emicizumab à la surface de cellules vasculaires représentées par les cellules 

endothéliales aortiques humaines (hAECs) et les cellules musculaires lisses aortiques 

(hVSMCs).  
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A)  Caractérisation des mécanismes responsables du déficit en FX de la coagulation dans 

l'amylose à chaînes légères 

Dans l'amylose AL, à la différence du myélome, la maladie est directement induite par la 

présence de la chaîne légère de l'immunoglobuline monoclonale circulante. L'objectif du 

traitement est de minimiser la production de cette chaîne légère amyloïdogène de manière 

aussi profonde, rapide et durable que possible afin de retarder la fibrillogenèse et la formation 

d'amyloïde. L’adsorption du FX sur les dépôts amyloïdes est souvent évoquée pour expliquer 

la présence du déficit en FX dans le cadre de l’amylose AL. Afin d’explorer cette hypothèse, 

nous avons suivi 3 patients atteints d’amylose AL dont deux présentaient un déficit en FX au 

diagnostic et le troisième un taux de FX à 73% considéré normal. Nous avons également 

observé la corrélation entre les réponses hématologiques et les fluctuations de l'activité FX 

après le traitement chimio-thérapeutique chez chacun des 3 patients. 

1. Traitement et évolution des taux de chaines légères libres et des taux de FX des patients 

avec amylose AL  

Tous les patients de cette étude ont reçu en première intention la trithérapie CyborD. Cette 

combinaison est connue pour réduire la production des chaînes légères anormales en ciblant 

les plasmocytes de la moelle osseuse. Elle a effectivement induit une réponse hématologique 

chez les 3 patients de cette étude, avec une efficacité variable d’un individu à l’autre, comme 

reporté dans la littérature.302 Dans tous les cas son efficacité a été transitoire (Figures 1/2/3, 

chapitre 1). Le suivi des patients par le centre de référence de l’amylose AL a permis ensuite 

de mettre en place un traitement individualisé pour chaque patient adapté à leurs besoins en 

fonction de leur condition et d’autres facteurs qui sortent du cadre de cette étude. Ainsi la 

thérapie initiale a été avantageusement remplacée par d'autres schémas thérapeutiques, tels 

que l'association Daratumumab, Lenalidomide et Dexamethasone pour le patient 1, ou BorD 

et Lenalidomide pour le patient 2, et BorD combiné au Daratumumab et Venetoclax pour le 

patient 3. Cela s’est traduit par l’observation d’une réduction jusqu’à la normalisation sur au 

moins 2 ans des taux circulant des chaînes légères pathogènes. Cette observation permet 

ainsi de conclure à la destruction du clone lympho-plasmocytaire produisant les chaînes 

légères pathogènes. Il semble prématuré cependant de déclarer que cette destruction a été 
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définitive et complète chez les 3 patients, notamment pour le patient 1 où il semble que les 

taux de chaînes légères remontent après 2 ans de taux normaux (Figure 1, chapitre 1).  En ce 

qui concerne le FX, on a observé que l’amélioration de son taux chez les deux patients 

présentant un déficit au diagnostic n’a été détectée qu’environ 12 mois après l’obtention 

d’une réponse hématologique effective (Figure 1, chapitre 1). Chez le patient 1, le taux de FX 

a été normalisé au bout de 18 mois tandis que chez la patiente 2 malgré une réponse 

hématologique profonde et étendue sur la durée, le taux de FX est toujours dans 

l’amélioration mais peine à atteindre des valeurs normales. Ces résultats montrent que 

l’augmentation du taux de FX chez ces 2 patients ne résulte pas immédiatement de la réponse 

hématologique mais semble plutôt être associée à la réponse des organes, qui se manifeste 

bien plus tard. Il serait donc pertinent de disposer et de suivre l’évolution de données 

biologiques permettant d’évaluer l’état clinique des organes atteints par les dépôts amyloïdes 

et de déterminer s’ils évoluent dans la même temporalité que les taux de FX. Dans plusieurs 

approches thérapeutiques pour traiter l’amylose AL il a été observé une augmentation de 

l'activité de FX  268,277–280,303,304  Cependant, c’est très souvent que dans une petite proportion 

de patients qu’un test d'activité FX est fait après une thérapie anti-plasmocytaire. De ce fait, 

l'association entre les changements de l'activité FX et les résultats du traitement a rarement 

été explorée. Nous proposons que cela soit plus régulièrement fait tout au long de la prise 

en charge.  Récemment une analyse rétrospective de la sorte a été effectuée à partir d'une 

cohorte consécutive de 207 patients Chinois atteints d’amylose AL avec un déficit en FX 

présent chez 129 patients (62,3 %). 270 Nos résultats sont en accord avec ceux observés dans 

cette étude où il est conclu qu’une amélioration de l’activité FX tends à apparaitre chez les 

patients qui répondent le mieux au niveau des organes et de la réponse hématologique. 

Cependant, comme dans nos résultats il manque dans cette étude les données permettant 

d’établir la chronologie de la réponse des organes et des changements de taux de FX.   

2. Le FX est présent dans les plaques amyloïdes de patients atteints d'amylose AL 

Afin de démontrer que la diminution des taux de FX au diagnostic des patients 1 et 2 était 

bien associé une adsorption de la protéine sur les plaques amyloïdes, nous avons analysé en 
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immunofluorescence les biopsies ayant permis le diagnostic d’amylose AL des patients. Nous 

avons procédé à la coloration au Rouge Congo des coupes puis au marquage du FX et à celui 

de la chaine légère sur des coupes en série. Le Rouge Congo étant spécifique des dépôts 

fibrillaires, son marquage nous permet d’identifier sur des coupes en série, les régions 

positives au Rouge Congo (RC+) et donc affectés par des dépôts amyloïdes et des régions 

RC- qui ne sont pas attaqués par les dépôts fibrillaires de chaîne légère. Nos résultats 

montrent tout d’abord une désorganisation structurelle des régions de la coupe affectée par 

les dépôts amyloïdes (Figures 4A, 5A et B, 6A et B). Ensuite, l’analyse des intensités de 

fluorescence du signal de la chaîne légère et du FX nous ont permis de conclure à 

l’enrichissement significatif du signal du FX dans les régions RC+ (Figures 4D, 5C et F, 6C et 

G, chapitre 1). Cet enrichissement semble associé à l’augmentation du signal de la chaîne 

légère dans la même région, conduisant ainsi à l’observation d’une colocalisation 

significativement plus élevée des 2 protéines dans les régions RC+ par rapport aux régions 

négatives RC- (Figures 4E, 5D et G, 6H, chapitre 1) Ce résultat est valable pour les deux 

patients présentant un déficit en FX. Il confirme le résultat de la seule étude ayant 

spécifiquement identifié le FX sur des biopsies d’un patient décédé des complications de son 

amylose AL avec déficit sévère en FX (2%) 279 en démontrant que la présence du FX dans les 

dépôts amyloïdes résulte de son adsorption sur ces structures, ce qui conduit au déficit 

observé. Notre étude permet d’aller plus loin en comparant la colocalisation entre les régions 

attaquées par les dépôts amyloïdes et les régions indemnes et renforce la conclusion selon 

laquelle l’adsorption du FX sur les dépôts amyloïdes est un des mécanismes probablement 

majeurs conduisant au déficit en FX observé chez ces patients. Deux autres mécanismes 

potentiels susceptibles d'expliquer en partie un déficit en FX ont été écartés. Tout d'abord, 

une atteinte hépatique qui aurait pu perturber les taux de production de FX. Cependant, lors 

du diagnostic, des taux normaux de facteur V et de prothrombine ont été mesurés (voir 

tableau I, chapitre 1), ce qui suggère que la fonction hépatique est préservée pour ces deux 

protéines produites par le foie. Ensuite, la présence d'un inhibiteur du FX dans le plasma des 

patients aurait pu expliquer les taux abaissés de FX coagulant mesurés. Nous avons procédé 

au dosage par ELISA des taux de FX circulant dans le plasma de la patiente 2, mais nous 
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n'avons observé aucune différence avec les taux de FX coagulant. De plus, aucun des plasmas 

des patients n'a révélé la présence d'anticorps reconnaissant le FX. 

 De manière particulièrement intéressante, notre étude révèle que bien que la présence de FX 

dans les dépôts amyloïdes soit généralement associée à un déficit en FX, ce n'est pas le cas 

chez le patient 3. En effet, bien que le taux de FX de ce patient soit normal, à 73%, il présente 

une colocalisation significative du FX avec les dépôts amyloïdes dans sa graisse abdominale 

(Figure 6H, chapitre 1). Il est à noter que dans la glande salivaire de ce patient, aucune 

colocalisation significative n’a été mesurée malgré de grandes étendues de dépôts amyloïdes. 

Dans sa graisse abdominale, les zones de colocalisation du FX avec les dépôts amyloïdes sont 

restreintes. L’observation du signal de la chaîne légère montre un marquage plus diffus et 

laisse suggérer des dépôts diffus présents sur toute la coupe mais pas en amas intenses. 

L’adsorption du FX par les dépôts amyloïdes semble étroitement liée à l’organisation 

structurale de ces dépôts, laquelle dépend à son tour de divers éléments, vraisemblablement 

interdépendants. Parmi ces éléments figurent probablement la séquence et la quantité de la 

chaîne légère impliquée, ainsi que les composants de l'organe (cellules, matrice 

extracellulaire, etc.) dans lequel se trouve le dépôt.  

Notre étude présente certaines limites qu'il convient de souligner. Tout d'abord, notre 

ensemble de données est constitué d'un nombre restreint de biopsies provenant d'un 

échantillon limité de patients, une situation inhérente à ce type d'étude. La sélection de 

patients s'est limitée à ceux pour lesquels une quantité suffisante de biopsies était disponible 

pour nos analyses microscopiques, ainsi que pour lesquels des dosages de FX et de chaînes 

légères couvrant une fréquence et une durée nécessaires à une analyse approfondie étaient 

disponibles, et ce, dans des conditions comparables. Idéalement, notre étude aurait bénéficié 

de l'inclusion de plasmas et de sérums prélevés à divers moments, permettant ainsi de 

reproduire les dosages dans des conditions similaires. En prenant en compte ces limitations, 

il devient évident qu'une étude plus exhaustive, avec une collecte de données plus étendue 

et une bonne traçabilité des informations cliniques, serait nécessaire pour confirmer et 

étendre nos conclusions.  
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En conclusion, nous confirmons la présence spécifique du FX sur les dépôts amyloïdes de 

chaînes légères dans le contexte d’un déficit en FX sur tableau d’amylose AL. Il est important 

de noter que cette présence pourrait également être observée en l’absence d’un déficit 

significatif en FX. De ce fait, le FX pourrait potentiellement être un marqueur pour le suivi des 

patients atteints d’amylose AL, offrant ainsi une piste prometteuse pour l’amélioration du 

diagnostic, de la surveillance et de la gestion de la maladie.  

Dans la deuxième partie de ce travail, nous avons cherché à étudier les mécanismes 

biochimiques pouvant conduire au déficit en FX de la coagulation dans l’amylose AL.  Nous 

avons produit deux chaînes légères recombinantes à partir de séquences ADNc de deux 

patients atteints de l’amylose AL. L’amylose AL est caractérisée par une variabilité importante 

dans la séquence des chaines légères impliquées et cette variabilité conduit à une 

organisation structurale propre à chaque chaine légère, ce qui conduit de facto à une pluralité 

dans les symptômes. Il était donc important de travailler sur les chaines légères issues de 

séquences de patients afin de relier dans la mesure du possible les résultats in vitro aux 

réalités biologiques dosées et observées chez les patients.  

3. Production des chaînes légères recombinantes 

Pour produire des chaînes légères de manière efficace nous avons adopté un système 

procaryote privilégiant un adressage de la protéine d’intérêt vers une compartiment cellulaire 

propice à une formation adéquate des ponts disulfures. Cette approche vise à permettre 

l’extraction de la protéine dans des conditions relativement ménagées évitant ainsi la 

dénaturation, ainsi que les étapes ultérieures de renaturation. Ce système d’expression nous 

permettait d’éviter d’introduire toute distorsion artificielle de la structure tridimensionnelle 

des protéines, qui aurait pu biaiser les résultats biologiques obtenus ultérieurement. 

Cependant, ce système a présenté des inconvénients, notamment des rendements de 

production relativement faibles, nécessitant un investissement conséquent en termes de 

temps et d'efforts pour son optimisation. Les difficultés de la mise au point des conditions de 

production ont mis en évidence l’importance de la spécificité structurale de chaque séquence 

sur les rendements de production. Il est apparu nécessaire de développer des conditions de 
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culture bactérienne adaptées à chaque chaine légère, même lorsque celles-ci partagent le 

même isotype. Ces observations suggèrent une organisation post traductionnelle différente 

d’une chaine légère à l’autre, nécessitant des conditions spécifiques pour leur expression au 

niveau périplasmique.  

4. Interaction de Ma-LC avec le FX 

Grâce aux chaînes légères produites nous avons mis en évidence par différentes approches 

une interaction spécifique entre le FX et une chaîne légère soluble (Figures 12 et 13, chapitre 

2). Les paramètres mesurés de cette interaction par résonance plasmonique de surface, (koff 

= 3,2 x 10-4 s-1 ; kon = 5,1 × 102 M-1.s-1 ; ; KD = 620 nM) et les concentrations élevées de chaînes 

légères libres circulantes chez le patient Ma, suggèrent qu’une telle interaction est possible 

dans la circulation sanguine avant que ces 2 protéines se retrouvent dans les dépôts fibrillaires 

et que le complexe formé entre les 2 protéines est stable. C’est à ce jour un résultat inédit qui 

a notre connaissance n’a jamais été mis en évidence. Nous avons ainsi montré pour la 

première fois, que la chaine légère d’un patient (Ma-LC) présentant un déficit en FX interagit 

en solution dans les conditions de système purifié avec le FX. Dans les mêmes conditions, la 

chaine légère issue du patient (Sa-LC) sans déficit en FX ne reconnait pas le FX (Figures 12 et 

13, chapitre 2). Ce résultat rappelle les travaux de Furie 266 qui en 1981, avait montré la fixation 

du FX sur une colonne chargée de chaînes légères extraites de biopsies. Cependant, notre 

étude se distingue par le fait qu'elle met en jeu des chaînes légères produites de manière 

recombinante dans un système bactérien qui sont purifiées et solubles. En outre, en 

confirmant l'interaction entre une chaîne légère et le FX dans un contexte de déficit en FX, 

nous avons également montré l'absence d'interaction entre les deux protéines dans un 

contexte de coagulation normale avec la chaîne du patient Sa.  

Pour aller plus loin, nous avons caractérisé l’interaction entre Ma-LC et le FX et avons réussi 

à montrer qu’elle était possible quand le FX était immobilisé mais également quand il était 

en solution dans l’expérience de la co-immunoprécipitation. Nous nous sommes également 

intéressés à l’identification des régions impliquées dans l’interaction sur les deux partenaires. 

Dans le cas du FX, la fixation à certaines zones spécifiques comme le peptide d’activation ou 
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la boucle catalytique pouvait avoir des implications sur sa biologie. Pour ce faire, nous avions 

mené différentes expérimentations. L’observation d’une interaction de Ma-LC avec le FX 

activé aussi importante que celle observée pour le FX (Figure 12, chapitre 2) élimine le peptide 

d’activation comme site crucial permettant une liaison entre les 2 protéines. Nous n’avons 

pas réussi à identifier plus précisément sur le FX la ou les régions impliquées dans 

l’interaction.  Dans des expériences de western blot non présentées dans ce rapport, nous 

avons observé que Ma-LC reconnaissait la chaine lourde et la chaine légère du FX suggérant 

qu’il existait au moins 2 régions dans le FX impliquées dans la formation du complexe avec 

Ma-LC, localisées sur la chaîne lourde et la chaîne légère du facteur de coagulation.  

Physiologiquement, les parties variables des anticorps sont responsables de leur spécificité 

envers leurs cibles. Nous avons confirmé dans le cas de Ma-LC que seule la partie variable est 

responsable de l’interaction avec le FX. De plus, nous avons montré que comparé à une 

séquence germinale, les mutations introduites dans les CDRs de la partie variable de la chaine 

légère du patient Ma conduisent à l’interaction au FX puisque le rétablissement à la séquence 

germinale de chacun des CDRs du patient Ma a conduit à la perte de l’interaction observée 

entre le FX et la chaîne légère native du patient. Cependant, du fait des difficultés à produire 

la partie variable seule, nous avons mené nos expériences avec des chimères de chaîne 

légères, par interversion des parties variables de Ma et Sa. Nous ignorons donc, si l’interaction 

est possible si le VL est clivé et isolé de sa partie constante. Cette donnée est importante 

puisque de plus en plus de travaux semblent suggérer que la chaine légère subit un clivage 

conduisant à la production de dimères non physiologiques de VL puis à des oligomères de 

VL qui forment la base du noyau fibrillaire.199,200,205  Dans ce contexte il sera intéressant de 

vérifier si le VL seul conserve l’interaction au FX et quel serait l’effet sur l’organisation de la 

structure fibrillaire si les VL libres dans la circulation sont en complexe avec le FX. Des 

optimisations sont toujours en cours pour l’obtention de VL fonctionnels.  
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5. Effets de la liaison de Ma-LC sur le FX 

La différence d’activité de liaison observée entre Ma-LC et Sa-LC pourrait signer une 

importance capitale et offrir de nouvelles pistes dans la compréhension du mécanisme 

conduisant au déficit en FX dans l’amylose AL. En effet, ce résultat inédit soulève des 

interrogations diverses notamment sur l’impact de cette interaction spécifiquement observée 

dans un contexte de déficit, sur la biologie du FX. Certaines études ont par exemple noté une 

différence dans le ratio antigène/activité du FX dans l’amylose AL montrant par là un déficit 

qui serait dû à un défaut d’activité.271 Par ailleurs, nous avions identifié un mécanisme 

impliquant la SAP, les macrophages et leur récepteur SRA1, permettant de réguler les taux 

du FX.110 Nous avons donc voulu comprendre quelles étaient les conséquences potentielles 

de la liaison de Ma-LC au FX qui pourraient expliquer le déficit en FX observé chez cette 

patiente.  

5-a. Impact sur l’activité coagulante du FX 

Nous avons étudié l’effet de la complexation du FX par Ma-LC sur l’activité coagulante du FX. 

Nos résultats montrent que le FX préalablement lié à Ma-LC demeure reconnaissable et 

clivable par les deux principaux complexes d’activation du FX dans la cascade de la 

coagulation. En outre, le FXa formé conserve sa capacité à cliver la prothrombine en 

thrombine et permet ainsi de générer un caillot dans un système plasmatique. Ainsi, en ce 

qui concerne la patiente Ma, le déficit mesuré ne repose pas sur un défaut d’activité mais sur 

une absence réelle de la protéine FX. Ces résultats sont à étendre à des cohortes plus 

importantes afin d’élucider les quelques cas de ratio antigène/activité différent. Dans le cadre 

de notre collaboration avec le centre de référence des amyloses, nous avons pu vérifier le 

ratio antigène/activité de deux autres patients amylose AL, l’un comme Ma, présentait un 

déficit en FX et le second un taux de FX à 73%. Nous avons mesuré un ratio à 1, pour 

l’ensemble des patients, montrant ainsi que l’activité du FX n’était pas affectée chez ces 

patients. 
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5-b. Impact sur la clairance du FX 

Dans la continuité des travaux précédemment menés dans l’unité 1176 ayant permis 

l’identification d’un mécanisme de régulation des taux de FX, nous avons émis l’hypothèse 

que la formation d’un complexe FX/Ma-LC peut affecter l’équilibre production et élimination 

du FX notamment en favorisant le mécanisme d’élimination du FX. En effet, Muczynski et al 

110 avaient conclu à la préservation des taux endogènes du FX par l’existence d’un complexe 

circulant FX/SAP. Au cours de cette étude il avait été montré que le complexe FX/SAP formait 

des patchs à la surface des macrophages pour empêcher l’internalisation du FX dans des 

endosomes, mécanisme qui évitait une clairance plus importante du FX. Pour vérifier notre 

hypothèse, nous avons utilisé deux modèles. Tout d’abord, un modèle murin, qui présentait 

l’avantage du in-vivo. Après avois incubé le FX avec les différentes chaînes légères, nous 

l’avons injecté à différents groupes de souris puis avons étudié la cinétique d’élimination du 

FX. Nous n’avons pas observé de différence dans la cinétique de clairance du FX. Cependant, 

le modèle présentait un certain nombre de limites dont notamment le fait qu’on ignore si 

l’interaction Ma-LC/FX est suffisamment préservé dans le milieu complexe in vivo. Une autre 

limite importante est que la souris utilisée n’est pas un modèle d’amylose AL. Elle ne présente 

pas de dépôts amyloïdes ni de surcharge de chaines légères. Il est donc possible que les 

chaines légères que nous avons injectées, soient captées par des mécanismes 

immunologiques ou qu’elles interagissent avec des cibles de meilleures affinités libérant ainsi 

le FX. En l’état actuel de nos connaissances, le complexe Ma-LC n’a pas modifié la vitesse 

d’élimination du FX dans la circulation sanguine murine. Dans un deuxième modèle utilisant 

des cellules THP1 différenciées en macrophage, nous avons étudié le degré d’endocytose du 

FX pré-incubé avec l’une ou l’autre des chaînes légères. Nous avons ainsi pu montrer que la 

complexation du FX à Ma-LC conduisait à une endocytose plus importante du FX. Ce résultat 

semble donc indiquer que pour la patiente Ma, un mécanisme supplémentaire passant par 

une internalisation accélérée du FX est possible. Le modèle cellulaire comme le murin 

correspond à un milieu complexe, il convient donc de s’assurer là également du maintien de 

l’interaction entre le FX et Ma-LC mais également de la présence des autres protéines 

impliquées dans ce mécanisme que sont la SAP et le SR-A1. En outre, si l’interaction de la 
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chaîne légère avec le FX conduit à l’endocytose de ce dernier et représente un nouveau 

processus identifié de développement du déficit en FX, il est possible que cette interaction 

en solution soit la prémices de la présence du FX dans les dépôts amyloïdes.  
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B) Exploration de la capacité des cellules de la paroi vasculaire à induire la génération de 

thrombine en présence de traitements de l’hémophilie A 

Dans le deuxième projet de ma thèse, nous avons analysé la capacité des cellules de la paroi 

vasculaire aortique humaine, les hVSMCs et hAECs à soutenir la génération de thrombine en 

présence de FVIII, d'emicizumab et ou d’aPCC.  

Nos résultats montrent que les cellules endothéliales et cellules musculaires lisses supportent 

la génération de thrombine d’un plasma hémophile A sans avoir ajouté au système 

expérimental, du facteur tissulaire et des phospholipides exogènes. Nous avons cependant 

noté une différence importante dans le caractère procoagulant des deux types cellulaires. En 

effet, nous avons observé un caractère moins procoagulant des cellules endothéliales par 

rapport aux cellules musculaires en grande partie grâce à l’expression des protéines 

anticoagulantes comme le TFPI et la TM. Physiologiquement, les cellules endothéliales 

tapissent la paroi vasculaire et maintiennent la fluidité du sang en inhibant la génération 

permanente de la thrombine. Elles accomplissent cette fonction en exprimant des protéines 

anticoagulantes telles que le TFPI qui inhibe le facteur tissulaire mais aussi la TM qui amplifie 

le caractère anticoagulant du système protéine C/protéine S. En revanche, nous avons trouvé 

que les cellules musculaires présentent une expression significativement réduite de TM et de 

TFPI expliquant leur caractère plus procoagulant. Cette diminution du potentiel anticoagulant 

a été particulièrement manifeste lorsqu'on a comparé la génération de thrombine de base 

avec le plasma déficient en FVIII non supplémenté. L'ETP était 20 fois plus élevé avec les 

cellules musculaires lisses qu’avec les cellules endothéliales soulignant ainsi l’intérêt 

particulier de la prise en compte des composants cellulaires dans les tests de génération de 

thrombine en comparaison aux tests standards qui utilisent des phospholipides synthétiques. 

De manière inattendue, nous avons observé que la stimulation des cellules endothéliales par 

le TNF- réduit leur potentiel procoagulant du fait de la surexpression des composants 

anticoagulants. Par ailleurs, les résultats obtenus avec les cellules endothéliales aortiques ont 

été vérifiées sur deux autres types de cellules endothéliales (Les cellules endothéliales de la 
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veine ombilicale humaine (HUVEC) et les cellules endothéliales microvasculaires humaines 

hMVEC) et ont montré des résultats similaires.  

L’ajout du FVIII ou de l’emicizumab a conduit à l’augmentation de la génération de thrombine 

de manière dose-dépendante. Cependant nos résultats montrent que l’emicizumab est moins 

efficace que le FVIII pour favoriser la génération de thrombine à la surface des cellules 

vasculaires. Néanmoins, avec le FVIII comme avec l’emicizumab, la capacité à augmenter la 

génération de thrombine dépend du type cellulaire. De plus, la combinaison de l’emicizumab 

avec le FVIII n’augmente pas la génération de thrombine induite par le FVIII seul.  

En revanche, l’association de l’emicizumab à l’aPCC comme rapporté dans différentes études 

in vitro a résulté à une génération explosive de thrombine. 71,305 Les mécanismes conduisant 

à l’augmentation de la génération de thrombine médiée par l’emicizumab en présence de 

l’aPCC sont encore en cours d’exploration en situation réelle dans des études cliniques 

pharmacologiques.306 Cette synergie pourrait reposer sur différents paramètres dont l’apport 

du FIXa par l’aPCC mais aussi l’augmentation de la concentration des FIX et FX qui constituent 

la base de l’effet de l’emicizumab.  Une étude récente a mis en évidence une différence entre 

la formation de FXa médiée par le FVIII et par l’emicizumab. 307Elle montre que la formation 

de FXa induite par l’emicizumab à la surface des cellules endothéliales pourrait être plus 

importante suggérant ainsi que les patients traités par l’emicizumab ont probablement des 

sites de génération de FXa plus répandus que ce qui était estimé jusqu'à présent. Ce 

paramètre pourrait fournir une meilleure explication des mécanismes qui sous-tendent 

l’augmentation de la génération de thrombine médiée par l’emicizumab en présence de 

l’aPCC.   

En conclusion, en explorant la génération de thrombine à la surface des cellules de la paroi 

vasculaire, nous avons montré que les cellules endothéliales disposent d’un arsenal 

anticoagulant leur conférant un faible potentiel procoagulant contrairement aux cellules 

musculaires lisses. Ceci est en accord avec l’observation selon laquelle le complexe FIXa/FVIIIa 

ne joue qu'un rôle minime, voire nul, dans l'activation basale de la coagulation in vivo, mais 
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joue un rôle important dans la génération de thrombine lors d'une lésion de la surface 

endothéliale.  308En outre, nous montrons que l’emicizumab présente une activité 

procoagulante inférieure à celle du FVIII sur des cellules hAEC non stimulées et stimulées par 

le TNF-α, ainsi que sur des cellules hVSMC et que sa combinaison au FVIII ne conduit pas à 

une augmentation de la génération de thrombine.  
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Au cours de ma thèse, j’ai exploré d’une part les mécanismes responsables du déficit en FX 

dans l’amylose AL et d’autre part d’évaluer la capacité des cellules vasculaires primaires 

aortiques (cellules musculaires lisses et cellules endothéliales stimulées ou non) à induire la 

génération de thrombine en présence de traitements de l’hémophilie A (FVIII et emicizumab).  

A) Caractérisation des mécanismes responsables du déficit en FX de la coagulation dans 

l'amylose à chaînes légères 

Dans la première partie, nous avons montré grâce à des techniques de microscopie la 

colocalisation du FX avec les chaînes légères amyloïdes dans les biopsies de deux patients 

atteints d'amylose AL et de déficit acquis en FX. Nous avons ainsi confirmé l’hypothèse de 

l’adsorption du FX par les plaques amyloïdes comme mécanisme d’élimination du FX dans la 

circulation. Cependant, nous avons également observé une colocalisation entre le FX et les 

chaînes légères amyloïdes dans la biopsie d’un patient présentant des taux normaux de FX 

(73%). Cette observation soulève une interrogation importante concernant la définition du 

déficit en FX : à partir de quel taux doit‐on parler de déficit dans le contexte de l’amylose ? 

Le patient avait‐ il un taux de FX plus élevé avant son diagnostic d’amylose AL ? Il est 

également pertinent de se demander si l’adsorption du FX est présente chez tous les patients 

atteints d’amylose AL ce qui impliquerait que le FX pourrait être caractéristique des dépôts 

amyloïdes de chaînes légères et ainsi aider au diagnostic de l’amylose AL.   

Aujourd’hui on estime de 8 à 14% le nombre de patients d’amylose AL présentant un déficit 

en FX selon les principales cohortes rapportées dans la littérature en considérant les patients 

avec un taux de FX coagulant < 50 %. 267–269 Dans une population normale, l’activité du FX 

varie généralement entre 70 et 150 %. La limite inférieure dépend de caractéristiques de 

chaque laboratoire et de la population de référence utilisée. Si on considère un déficit comme 

étant un abaissement du taux de FX en dessous de 70%, correspondant à la limite inférieure 

de la population normale, le pourcentage de patients atteints d'amylose AL présentant un 

déficit en FX augmente significativement, atteignant 62 % et non pas 14 % dans une étude 

chinoise et 43% et non pas 14% dans une étude de la clinique Mayo. 269,270 Cela pourrait 
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expliquer pourquoi le patient présentant un FX à 73% présentait malgré tout une légère 

adsorption de FX sur les plaques amyloïdes de sa graisse abdominale.  

Récemment, nous avons reçu du matériel biologique de nouveaux patients avec un diagnostic 

d’amylose AL et un taux de FX entre 70 et 95 %. Le suivi du taux de FX chez ces patients a 

montré pour l’un l’absence de variation (FX de 72 à 76 % sur un suivi de 17 mois) et une 

variation de 30 % pour le second (FX de 72 à 107 % sur une durée de suivi de 4 ans). Pour 

explorer les nouvelles interrogations exposées plus haut, nous allons inclure ces nouveaux 

patients dans nos travaux. Nous envisageons de :  

‐ Etudier la corrélation entre la fluctuation du taux de FX au cours du temps et les 

traitements reçus par ces deux nouveaux patients.  

‐ Rechercher l’adsorption du FX sur leurs biopsies de glande salivaire.  

En outre, des études ont montré l’intérêt de la spectrométrie de masse pour le diagnostic de 

l’amylose AL car cette technique standardisée permet d’identifier les protéines présentes dans 

les biopsies des patients. 213,220 Dans cette optique, nous étudions la possibilité de mettre en 

place un protocole d’analyse par spectrométrie de masse pour rechercher le FX dans les 

biopsies des patients, qu’ils présentent ou non un déficit en FX.  

Nous avons montré par ailleurs que la disparition des chaînes légères circulantes (réponse 

hématologique) chez les patients ne conduisaient pas systématiquement à la remontée du 

taux de FX. Au contraire, l’amélioration du taux de FX n’est observée qu’en moyenne 12/18 

mois après la réponse hématologique. Cordes et al 281 a également montré que l’amélioration 

des taux de FX n’étaient pas corrélés à la réponse hématologique. Au contraire, elle serait 

corrélée à l’amélioration des paramètres tels que la protéinurie qui caractérisent une réponse 

d’organe (atteinte rénale). Nous espérons de notre part une étude plus approfondie en 

collaboration avec le centre de références pour explorer avec des techniques d’imagerie le 

degré et l’évolution de l’infiltration des fibrilles amyloïdes dans les organes en lien avec la 

fluctuation des taux de FX. Cette étude nous permettra de dire spécifiquement si 
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l’amélioration des taux de FX pourrait aider les cliniciens à caractériser la disparition des 

plaques amyloïdes. 

D’autre part, nous avons montré dans des précédents travaux que le FX circule, associé à la 

SAP dans le plasma. 110 Il a été démontré par de nombreuses études par ailleurs que la SAP 

est une protéine retrouvée dans toutes les plaques amyloïdes. 218 Une question pertinente se 

pose alors de savoir si le FX se retrouve dans les plaques amyloïdes de chaînes légères par 

l’intermédiaire de la SAP et si oui, pourquoi le déficit en FX n’est pas retrouvé dans les autres 

formes d’amylose. Pour adresser cette question, nous prévoyons de :  

‐ Procéder au marquage de la SAP sur les biopsies que nous avons déjà étudié et de 

rechercher la colocalisation avec les chaînes légères et le FX  

‐ D’inclure dans notre étude, en collaboration avec le centre de référence des amyloses, 

des patients diagnostiquées avec d’autres amyloses et de rechercher la présence du FX sur 

leurs biopsies. Nous avons récemment reçu à cet effet, une biopsie de glande salivaire d’un 

patient diagnostiqué avec une amylose inflammatoire (AA).  

 

Enfin, notre étude souligne l'importance de surveiller régulièrement les taux de FX chez les 

patients atteints d'amylose AL, non seulement lors du diagnostic initial, mais également tout 

au long de leur suivi thérapeutique. Cette surveillance offre des informations supplémentaires 

cruciales sur l'évolution de la maladie. Alors que plusieurs approches thérapeutiques visant à 

traiter l'amylose AL peuvent entraîner une augmentation de l'activité coagulante du FX, 

l'association entre ces variations et les résultats du traitement reste largement inexplorée. La 

mise en place d’une étude prospective, sur une cohorte de patients consécutifs, présentant à 

la fois une amylose AL et un déficit en FX, où l'activité du FX, la réponse hématologique et la 

réponse des organes touchés seront mesurées, pourrait offrir des éclaircissements précieux. 

 

Dans un deuxième volet de l’étude, nous avons mis en évidence pour la première fois, 

l’existence d’une liaison spécifique au FX de la chaîne légère soluble d’un patient atteint 

d’amylose AL présentant un déficit en FX. Nous avons montré que la formation du complexe 

était due à la partie variable de la chaîne légère et spécifiquement aux mutations introduites 
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dans la séquence de la chaîne légère pathogène, par rapport à la séquence germinale du 

même isotype. Nous ignorons cependant si la liaison observée en solution est responsable 

de la présence du FX dans les dépôts amyloïdes par la suite. Il a été montré que les parties 

variables de la chaîne légère étaient responsables de la formation des fibrilles amyloïdes. 

Nous envisageons d’étudier la formation de fibrilles amyloïdes in vitro de la chaîne Ma-LC en 

présence du FX et de rechercher en microscopie si le FX est intégré dans les fibrilles formées.  

Nous avons démontré que la complexation du FX par la chaîne légère pathogène nommée 

Ma-LC conduisait à une endocytose significativement accrue du FX par des macrophages en 

comparaison au FX seul. Ceci suggère que la formation de ce complexe pourrait perturber un 

mécanisme régulateur des taux circulant du FX que nous avions découvert et publié au sein 

du laboratoire.110 Néanmoins, lors d’expériences sur des souris, nous n’avons pas réussi à 

détecter d’influence de la chaîne légère liant le FX sur la clairance de la protéine. Pour 

confirmer l'hypothèse selon laquelle l'interaction que nous avons mise en évidence affecte 

les taux circulants du FX, il serait nécessaire d'utiliser un modèle animal reproduisant 

l'amylose AL chez l'homme. Heureusement, un tel modèle a été développé par l'équipe du 

Dr Christophe Sirac (UMR 7276, Université de Limoges – CNRS). Actuellement, ce modèle 

utilise la chaîne légère Sa-LC que nous avons employée dans notre étude, bien qu'elle ne 

présente pas d'interaction avec le FX et ne provienne pas d'un patient avec un déficit de la 

coagulation. Il serait intéressant de répliquer le même modèle avec la chaîne légère Ma-LC. 

Grâce à ce modèle nous pourrions mieux comprendre le rôle de l’interaction du FX avec la 

chaîne légère Ma-LC sur l’élimination du FX et le développement subséquent du déficit en 

FX.  

Il est possible que le mécanisme que nous avons observé avec les macrophages n’ait pas 

uniquement un rôle sur les taux circulant du FX mais aussi sur l’évolution de la pathologie, en 

permettant par exemple d’éliminer de la circulation les chaînes légères pathogènes ou au 

contraire en favorisant la formation de fibrilles amyloïdes comme montré sur d’autres 

modèles cellulaires. Ainsi, les travaux du groupe de Guillermo Herrera, travaillant 

essentiellement sur des cellules mésangiales ont montré que les chaînes légères de patients 
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AL induisent des changements vers un phénotype macrophagique.294 Les chaînes légères AL 

seraient largement internalisées dans les cavéoles et transportées vers les lysosomes où elles 

réunissent les conditions d'une amyloïdogenèse rapide (protéolyse, dénaturation et pH 

acide). Les agrégats amyloïdes sont alors extrudés des cellules pour envahir les espaces 

extracellulaires. Un processus similaire a également été démontré par le même groupe dans 

les cellules musculaires lisses vasculaires 295 soulignant encore le rôle des lysosomes dans la 

formation de l'amylose AL, et est cohérent avec des observations antérieures dans les 

macrophages spléniques pendant la formation de l'amylose AA296  

En plus du déficit en facteur de coagulation, plusieurs études de cas cliniques ont mis en 

lumière d'autres troubles de l'hémostase.269,271. Le développement d'un modèle animal 

d'amylose AL, tel que celui récemment mis au point par l'équipe du Dr Sirac (voir ci-dessus), 

permettra d'identifier les mécanismes moléculaires à l'origine de ces dysfonctionnements. 

Bien que chaque chaîne légère semble influencer les symptômes chez un individu donné, il 

existe probablement des mécanismes communs entre les patients présentant une altération 

de l'hémostase. La présence d'une chaîne légère amyloïdogène pourrait influencer la biologie 

de plusieurs protéines impliquées dans l'hémostase. Cette idée est étayée par l'observation 

selon laquelle les structures amyloïdes chez un patient sont capables d'interagir avec 

plusieurs facteurs de coagulation. 266 

L’étude portant sur la capacité des macrophages différenciées en THP1 à endocyter de 

manière plus importante que dans des conditions normales le FX quand celui-ci est complexé 

par la chaîne légère Ma-LC nécessite une meilleure caractérisation sur le plan mécanistique. 

Il reste à identifier les différents acteurs de l’endocytose notamment le récepteur SRA1 ainsi 

que la SAP lorsque le FX est ajouté en présence de Ma-LC. Par exemple, nous n’avons pas 

encore déterminé si l’endocytose accrue du FX en présence de Ma-LC se produit 

effectivement via SR-AI. De plus nous n’avons pas encore établi si lors de cette endocytose 

accrue due à la présence du complexe FX/Ma-LC, la SAP peut se lier au FX. Au cours 

d’expériences préliminaires non incluses dans ce manuscrit, nous avons observé que la 

formation du complexe FX/Ma-LC n’empêchait pas la liaison du FX à la SAP et inversement 
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que la présence du complexe FX/SAP n’entravait pas la liaison de Ma-LC au FX. Dans les deux 

cas, nous avons identifié la formation d’un tri-complexe. La découverte de ce tri-complexe 

dans la circulation sanguine constitue une avancée dans la compréhension des mécanismes 

de régulation de la concentration de ces protéines et de leurs fonctions biologiques au cours 

de l’amylose AL. 

Notre projet s’est heurté à une difficulté majeure : la production dans des quantités 

suffisantes de chaînes légères amyloïdogènes. Cela a limité le nombre de chaînes légères que 

nous avons pu étudier se cantonnant à deux chaînes légères d’isotype lambda, l’une 

provenant d’un patient avec un déficit en FX et l’autre sans défaut de la coagulation. Avec 

davantage de chaînes légères provenant de différents patients, nous aurions pu déterminer 

si seuls les patients présentant un déficit en FX pouvaient présenter une interaction entre leur 

chaîne légère pathogène et le FX. Nous avons mis en évidence dans des expériences non 

explicitées dans ce manuscrit, l’existence d’une interaction entre le FX et la chaîne légère du 

patient 1 qui présente une amylose kappa (chapitre 1). Il nous faudrait cependant en contrôle 

au moins un nouveau patient présentant également une amylose kappa mais sans déficit en 

FX   

Une autre difficulté rencontrée était la faible stabilité en forme soluble des chaînes légères 

amyloïdogènes, limitant ainsi le panel d'expériences présentées dans ce manuscrit. De plus, 

nous n'avons pas réussi à développer des conditions permettant d'induire la fibrillation de la 

chaîne Ma-LC sans agrégation. En effet, chaque chaîne légère nécessite ses propres 

conditions expérimentales pour fibriller. La mise au point (en cours) des conditions pourrait 

nous permettre de déterminer si le FX influence la fibrillation d'une chaîne légère, un aspect 

que nous n'avons pas abordé dans ces travaux. 

Malgré ces limites le travail présenté a ouvert de nombreuses possibilités d’exploration pour 

l’avenir. Il a montré pour la première fois qu'une interaction stable pouvait exister entre le FX 

et une chaîne légère amyloïdogène encore soluble chez un patient atteint d'amylose AL. 

Compte tenu de la spécificité structurale de chaque chaîne légère, il est difficile de généraliser 

les phénomènes observés au cours de ce travail. Néanmoins, nos travaux suggèrent que de 
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nombreuses pistes peuvent être explorées pour déterminer l'influence de la formation d'un 

tel complexe. Ils ouvrent également la voie à la possibilité d'utiliser cette observation comme 

un moyen de développer des outils de diagnostic peu invasifs et rapides pour cette 

pathologie rare, mais dont le diagnostic précoce est vital pour les patients. 

B) Exploration de la capacité des cellules de la paroi vasculaire à induire la génération de 

thrombine en présence de traitements de l’hémophilie A 

 

Ce travail a permis de montrer l’importance des composants cellulaires (phospholipides, FT, 

TM, et TFPI) dans la régulation de la génération de thrombine comparativement aux 

expériences de génération de thrombine in vitro sans cellules. Il a révélé d’importantes 

différences entre les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses. L’un des 

paramètres qu’il serait intéressant d’évaluer dans la comparaison de ces deux types cellulaires 

est l’expression des protéoglycanes et des héparanes sulfates. Ils sont connus pour 

promouvoir l’action d’anticoagulants comme l’antithrombine. De ce fait, une différence 

d’expression selon le type cellulaire pourrait contribuer à l’explication des différences que 

nous avons observé dans la génération de thrombine induite par les cellules endothéliales et 

musculaires lisses.  

Le modèle expérimental utilisé a permis d’observer des différences significatives dans le mode 

d’action des différentes thérapies évaluées (emicizumab, FVIII, aPCC notamment). Cependant, 

il n’est pas complet du fait de l’absence d’autres composants du sang comme les plaquettes, 

les globules rouges et les leucocytes. Les plaquettes sont des cellules importantes à la 

coagulation ne serait-ce que par l’exposition de phospholipides membranaires. Une étude 

récente a exploré les mécanismes sous-jacents au développement des événements 

thrombotiques liés à l'utilisation combinée d'émicizumab et d'aPCC. Les résultats ont montré 

que cette combinaison pourrait entraîner l'activation des plaquettes et du système du 

complément.309 Pour aller plus loin dans notre exploration nous pourrons utiliser d’autres 

modèles de TGT afin de mieux comprendre l’effet d’emicizumab sur les cellules du sang.  Des 

modèles de TGT en sang total ou en plasma riches en plaquettes ont été développés. 310,311 
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Ces modèles peuvent être utiles pour évaluer les autres composants du sang qui ne sont pas 

inclus dans notre modèle actuel. Cependant, leur mise en œuvre pratique et leur 

reproductibilité pourraient présenter des difficultés. De plus ce sont des modèles statiques 

sans le flux qui est un élément important au cours de l’hémostase mais aussi au cours de la 

thrombose. Ainsi la formation de schistocytes, marqueur des MAT (microangiopathies 

thrombotiques), résulte de la destruction mécanique (hémolyse par fragmentation) d'un 

globule rouge normal. Idéalement, un modèle in vivo semble le plus approprié pour 

caractériser le risque thrombotique à utiliser l’emicizumab associé à d’autres thérapies. La 

spécificité d’emicizumab pour les FIX et FX humain a limité son analyse fonctionnelle in vivo. 

Notre équipe a développé un modèle de souris qui permet d’étudier la fonction 

d’emicizumab in vivo et 312 Un projet est en cours pour étudier le processus de 

développement d’évènements thrombotiques lors de l’utilisation combinée d’emicizumab et 

d’aPCC dans ce modèle. 
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