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Chapitre 1 : L’hémostase

Dans des conditions physiologiques, le sang circule librement contre I’'endothélium intact des
vaisseaux sanguin. Lorsqu’une bréche vasculaire se forme, un processus cellulaire/moléculaire
appelé « hémostase » (hemo = sang, stasis = arrét), visant a I’arrét du saignement et participant
au maintien de l'intégrité des vaisseaux s’active. L'hémostase est un processus finement régulé
qui se met en place rapidement et fait intervenir de nombreux acteurs comme les facteurs de

coagulation, les plaquettes et les cellules du tissu endommagé.

L'hémostase est caractérisée par 3 étapes, qui peuvent étre intriquées d’un point de vue
temporel : la vasoconstriction, I'hémostase primaire et ['hémostase secondaire. La
vasoconstriction a pour objectif de concentrer tous les acteurs de la coagulation, et de limiter
la perte sanguine. L’hémostase primaire implique I'activation et I'agrégation plaguettaire dans
le but de former le clou plaquettaire (ou thrombus blanc), grace a I'exposition du tissu sous-
endothélial. L'hémostase secondaire correspond au processus de coagulation. Suite a cela,
d’autres étapes sont nécessaires a la réparation du vaisseau : la rétractation du caillot, la
fibrinolyse et la cicatrisation (Marieb and Hoehn, 2010, Hémostase, Anatomie et physiologie

humaines; Rodrigues et al., 2019).

|.  Etapes initiales de I'hémostase

1) Lavasoconstriction

Dans les 30 secondes suivant une lésion, la premiére réaction du vaisseau sanguin est la
vasoconstriction. C'est une réaction bréve due a une stimulation réflexe des léiomyocytes
(cellules musculaires lisses) de la paroi vasculaire ayant pour but de limiter la perte sanguine,
de favoriser la stagnation et I'accumulation de différents acteurs de I'"hémostase au site
|ésionnel. Ce spasme vasculaire est régulé par le systeme nerveux sympathique, dont les fibres
nerveuses vasomotrices innervent les vaisseaux sanguins et régulent le tonus vasculaire. Les
terminaisons nerveuses libres des neurones sensitifs (fibres C amyélinisées), situées au niveau
de la paroi des vaisseaux, vont recevoir un signal de douleur et d’étirement, qui déclenche un
réflexe nerveux sympathique. Ce réflexe provoque la libération de noradrénaline par les fibres

post-ganglionnaires, qui va se lier aux récepteurs adrénergiques al couplés a la protéine Gq
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des léiomyocytes. Cette fixation induit I'activation de la protéine Gqg, activant a son tour la
phospholipase C B (PLCPB) et la phospholipase D (PLD). La PLCP catalyse la conversion du PIP2
(phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) de la membrane plasmique en IP3 (inositol 1,4,5-
triphosphate) et en 1,2-diacylglycérol (DAG) ; tandis que la PLD hydrolyse la phosphatitylcholine
en choline et DAG. Ces voies de signalisation vont engendrer une augmentation de la
concentration calcique intracytoplasmique, et activer la protéine kinase C (PKC), conduisant a
la contraction musculaire et donc la vasoconstriction (Liu and Khalil, 2018; Marieb and Hoehn,
2010, Hémostase, Anatomie et physiologie humaines). Néanmoins, cette vasoconstriction est
temporaire, et nécessite d’étre maintenue tout au long du processus hémostatique. Certains
agents libérés notamment par I'endothélium lésé (comme I'endothéline-1), ou par les
plaguettes activées (comme la sérotonine et le thromboxane A2) sont de puissants
vasoconstricteurs (Tableau |) (Marieb and Hoehn, 2010, Hémostase, Anatomie et physiologie

humaines; Rodrigues et al., 2019).

Tableau I : Principaux médiateurs de la vasoconstriction associés a ’hémostase

Agents vasoconstricteurs Origine Référence
Endothéline-1 Cellules endothéliales (Van Renterghem et al., 1988)
Norépinéphrine Cellules endothéliales (Furchgott and Zawadzki, 1980)
Sérotonine Plaquettes activées (Houston et al., 1986)
Thromboxane A2 Plaguettes activées (Houston et al., 1986)
Vasopressin Plaguettes activées (Hofbauer et al., 1984)

2) L’hémostase primaire : formation du clou plaquettaire

Le réle de I’hémostase primaire est de former rapidement le clou plaquettaire pour obstruer la
bréche vasculaire. Dans cette étape d’environ 1 minute, le role des plaguettes est capital

(Marieb and Hoehn, 2010, Hémostase, Anatomie et physiologie humaines).
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a. Les plaquettes

Les plaguettes (ou thrombocytes) sont connues pour étre impliquées dans I’'hémostase depuis
les années 1880, par les travaux de Bizzozero (Coller, 2011). Ces éléments figurés du sang sont
de petits fragments cytoplasmiques anucléés de forme circulaire (2 a 5 um) provenant de
cellules géantes localisées dans la moelle osseuse hématopoiétique : les mégacaryocytes
(Figure 1) (Marieb and Hoehn, 2010, Hémostase, Anatomie et physiologie humaines; Pluthero

and Kahr, 2018).

HUMAN MEGAKARYOCYTE
STRUCTURED ILLUMINATION

VWF MERGE CD61

Figure 1 : Image de mégacaryocyte humain observé par microscopie a fluorescence. Image 3D d’une
cellule mature perméabilisée, 4 marqueurs ainsi que la combinaison des 4 images (en bas au centre).
Les structures cellulaires marquées sont les microtubules du cytosquelette (vert, en haut au centre),
I’ADN nucléaire (bleu, en haut a droite), les a-granules et les granules naissantes (rouge, en bas a
gauche) et la membrane plasmique et la membrane d’organites (magenta, en bas a droite) (Pluthero
and Kahr, 2018).

Elles sont composées de 2 types de granules : les granules denses contenant de nombreuses
molécules comme la sérotonine, de I'ATP, de I’ADP et du calcium ; et les a-granules contenant
diverses chimiokines, du fibrinogéne, du facteur von Willebrand (VWF), des facteurs de
coagulation et de croissance (Tableau Il) (Golebiewska and Poole, 2015; Palta et al., 2014;
Winter et al., 2017). A leur surface, les plaquettes présentent de nombreux récepteurs
d’adhérence et des récepteurs couplés a une protéine G (RCPG), impliqués dans ’activation et
I"agrégation plaquettaire (Tableau lll) (Broos et al., 2011; Manon-Jensen et al., 2016; Winter et
al., 2017).
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Tableau Il : Principaux composants des a-granules et granules denses des plaguettes

a-granules Granules denses
VWF ATP (adénosine triphosphate)
P-sélectine ADP (adénosine diphosphate)
Fibrinogéne Calcium
Fibronectine Sérotonine
Facteur V, Facteur XI, Facteur Xl Histamine
PF4 (platelet factor IV) Epinéphrine
PDGF (platelet-derived growth factor)
TGF-a (tumor growth factor a)

D’apres Golebiewska and Poole, 2015; Palta et al., 2014; Winter et al., 2017

Tableau Ill : Principaux récepteurs plaquettaires impliqués dans I'hémostase.

Récepteurs Réle Détails
. . Récepteur du vVWF adhésion
Adhérence + agrégation + . o ;
GPlb o plaguettaire, activation via la
activation .
voie PLCy2
Récepteur des collagénes de
a2B1 (GPla/GPlla) Adhérence + activation types | et IV, activation via la
voie PLCy2
Récepteur des collagénes
GPVI Adhérence + activation types | et lll, activation via la
voie PLCy2
a5B1 Adhérence Récepteur de la fibronectine
a6p1 Adhérence Récepteur de la laminine
Récepteur du fibrinogéne,
allbB3 (GPIlb/GPllla) Agrégation interaction plaquettes-
plaguettes
— Récepteur de I’ADP,
h2yL Activation activation via la voie PLCB2
Récepteur du thromboxane
TP Activation A2, activation via la voie
PLCB2
" Récepteur de la thrombine,
PR Activation activation via la voie PLCB2

(Broos et al., 2011; Manon-Jensen et al., 2016; Winter et al., 2017)
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Dans un contexte « physiologique », dans la circulation sanguine, les plaguettes n’ont aucune
interaction entre elles ni avec I'endothélium intact afin d’éviter la formation de thrombus
pouvant perturber le flux sanguin. Le contrdle de I'adhérence et de 'activation plaquettaire
s'effectue grace a I'endothélium sain, par I'expression de différentes substances anti-
thrombotiques, comme I'exposition d’héparane sulfate a la surface membranaire, ou bien
I'expression d’ectonucléosidases catalysant I’ADP (agrégant plaquettaire exprimé par les
érythrocytes et les plaquettes) en adénosine. L’endothélium libere également du monoxyde
d’azote (NO) agissant a la fois sur les |éiomyocytes en favorisant la vasodilatation, et sur les
plaquettes en stabilisant la concentration en calcium intracytosolique via la voie GMPc
(guanosine monophosphate cyclique), ce qui inhibe leur activation. La prostacycline 11 (PGI1)
sécrétée par 'endothélium stabilise également la concentration calcique par I'activation de son
récepteur IP via la voie AMPc (adénosine monophosphate cyclique), tandis que le NO diffuse a
travers la membrane. Dés lors que I'endothélium est endommagé, plusieurs étapes vont se
mettre en place afin de former le clou plaquettaire (Bochenek and Schafer, 2019; Broos et al.,

2011; Rodrigues et al., 2019).

b. Le réle des plaquettes dans I’lhémostase primaire

Dans un premier temps, les plaguettes vont adhérer a la région lésée. Les dommages de
I’endothélium permettent ['exposition de la matrice extracellulaire sous-endothéliale
thrombogénique. Cette matrice est composée de molécules « adhérentes » incluant différents
types de collagéne, la laminine et la fibronectine, ou encore le facteur von Willebrand (VWF)
servant tous de ligands pour différents récepteurs plaguettaires, et permettant leur adhérence
au site lésionnel (Tableau lll). Le VWF est une glycoprotéine multimérique, synthétisée par les
cellules endothéliales et les mégacaryocytes ; stockée dans les corps de Weibel-Palade des
cellules endothéliales, dans les a-granules des plaquettes; et est sécrétée de maniere
constitutive dans le sang et le tissu sous-endothélial (Broos et al., 2011; Rosenberg et al., 1998).
Les conditions rhéologiques influencent largement les interactions adhérentes entre les
plaguettes et les molécules du sous-endothélium. En présence de faibles forces de cisaillement
(dans les veines et les arteres de diametres larges), I'adhérence des plaquettes au sous-
endothélium implique majoritairement les fibres de collagénes, la fibronectine et la laminine ;

tandis qu'en présence de forces de cisaillement élevées (dans la microcirculation), I'adhérence
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des plaquettes est majoritairement dépendante du VWF (Rivera et al., 2009). Différents types
de collagéne sont présents au niveau du sous-endothélium, dont les types | et lll qui sont
considérés comme les plus important pour lI'adhérence plaquettaire. Au niveau de la lésion, le
VWF va rapidement se fixer aux fibres de collagene de type | et Il par son domaine A3, ainsi
gu’aux collagénes de type IV et VI par son domaine Al et interagir avec le récepteur GPlb des
plaquettes afin de stabiliser leur adhérence (Figure 2). Alors que le VWF ne se fixe pas aux
plaquettes circulantes dans la circulation normale, son immobilisation au niveau des fibres de
collagéne ainsi que les forces de cisaillement modifient sa conformation, le rendant adhérent
(Broos et al., 2011; Manon-Jensen et al., 2016; Marieb and Hoehn, 2010, Eléments figurés,

Anatomie et physiologie humaines; Rivera et al., 2009; Tsai, 1996).

L'adhérence des premieres plaquettes au tissu sous-endothélial entraine une activation pré-
coagulante de celles-ci. Les récepteurs impliqués dans leur adhérence vont activer la PLCy2
(phospholipase C y2), et entrainer I'hydrolyse de PIP2 en IP3 et DAG (Broos et al., 2011). IP3 va
alors se fixer a son récepteur IP3R présent a la surface du systéme tubulaire dense des
plaquettes (organelle dérivant du réticulum endoplasmique). IP3R est un récepteur canal
calcique, entrainant la sortie du calcium de ce compartiment vers le cytosol. Cette fuite de
calcium provoque la translocation de la protéine STIM1 (stromal interaction molecule 1) vers
la membrane plasmique, ou elle va s’associer a la protéine Orail et agir comme un canal
permettant I'entrée de calcium extracellulaire vers le cytosol plaguettaire (Varga-Szabo et al.,
2009). Ces phénomeénes résultent en une augmentation de la concentration en calcium et en
DAG intracellulaire, permettant |'activation plaquettaire. En paralléle, 'augmentation de la
concentration calcique résulte en I'activation de la phospholipase A2 (PLA2), conduisant a la
formation de thromboxane A2 par la thromboxane synthase (Kramer et al, 1996). Le
thromboxane A2 est un puissant agrégant plaquettaire, qui va alors étre sécrété et agir a la fois
sur les [éiomyocytes pour maintenir la vasoconstriction, et sur les plaguettes elles-mémes pour
augmenter leur activation et leur agrégation, en agissant de maniére autocrine et paracrine. Sa
fixation sur son récepteur TP entraine I'activation de la PLCB2 qui génére de I'IP3 et du DAG,
conduisant a une augmentation de la concentration calcique (Figure 2) (Brass et al., 1997; Broos

etal., 2011).
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Figure 2 : Schématisation de I'activation plaquettaire. Lors d’une Iésion de I'endothélium, les plaquettes
au repos adherent au tissu sous-endothélial, composé de différentes molécules adhérentes comme des
collagénes, la laminine ou la fibronectine. Les plaquettes vont alors adhérer a ces molécules, par
I'intermédiaire d’intégrines : GPIb se fixe au facteur de von Willebrand (VWF) lui-méme fixé aux fibres
de collagene, GPVI et a2B1 se fixent directement au collagene, abp1 se fixe aux laminines, et a6f1 aux
fibronectines. Les récepteurs GPlb, GPVI et a21 vont transduire un signal d’activation, via le messager
phospholipase C y2 (PLCy2) qui provoque la production d’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et de 1,2-
diacylglycérol (DAG). IP3 va agir sur le systéme tubulaire dense (STD) par l'intermédiaire de son
récepteur IP3R, entrainant une fuite de calcium vers le cytosol. Cette fuite entraine la translocation de
la protéine STIM1 (Stromal Interaction Molecule-1) sur la membrane plasmique, permettant I'entrée de
calcium extracellulaire grace a une interaction avec son partenaire Orail. L'augmentation de la
concentration de calcium (Ca?*) et de DAG permet d’activer le récepteur allbB3, quiva assurer la fixation
a d’autres plaquettes par I'intermédiaire du fibrinogene ou du VWF. C’est le début de I'agrégation
plaquettaire. Par ailleurs, le DAG et le calcium provoquent la dégranulation des granules denses et des
a-granules, libérant différentes molécules dont I’ADP, qui va activer les plaquettes de maniére autocrine
et paracrine. Le calcium entraine également le passage de phosphatydilsérine a la surface membranaire,
et active la phospholipase A2 (PLA2) permettant la production et la libération de thrombaxane A2
(TxA2). L'ADP et le thromboxane A2 vont activer les récepteurs TP et P2Y1 sur les plaquettes, de maniére
paracrine et autocrine respectivement. Ces récepteurs transduisent le signal d’activation par
I'intermédiaire du messager phospholipase C B2 (PLCB2). De méme, la thrombine produite par la
cascade de coagulation se fixe a ses récepteurs « protease activated receptor »-1 et -4 (PAR1 et PAR4)
et active les plaquettes via de PLCB2 (Broos et al., 2011, Golebiewska and Poole, 2015)

'activation plaquettaire se traduit par 3 phénomenes importants: 1) la formation de
pseudopodes, 2) le passage de phosphatydilsérine a la surface membranaire (la rendant
chargée négativement), et 3) la dégranulation des a-granules et des granules denses (Figure 2)
(Broos et al.,, 2011; Golebiewska and Poole, 2015). Alors que les plaquettes aux repos sont
discoides, les plaquettes activées forment des allongements de la membrane nommés
pseudopodes, ayant des propriétés adhésives importantes et permettant le recrutement
d’autres plaguettes au niveau de la Iésion. Ces propriétés adhésives sont principalement dues
a 'activation des intégrines allbB3 (également nommé GPllb/llla), médiée par la protéine
CalDAG-GEFI (Calcium and diacylglycerol regulated guanine nucleotide exchange factor 1). Cette
activation conduit a un changement de la conformation de l'intégrine, permettant alors son
interaction avec le fibrinogéne, et donc la liaison plaquette-plaquette par I'intermédiaire de ce
dernier (Figure 2) (Broos et al.,, 2011; Crittenden et al., 2004). Le VWF est également capable
de fixer le récepteur allbB3 et entrainer I'agrégation plaquettaire (Beacham et al.,, 1992). Le
passage de phosphatydilsérine a la surface membranaire s’effectue grace a I'augmentation de

la concentration calcique, par un phénomene mal connu, impliquant potentiellement la
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protéine transmembranaire 16F (TMEMI16F). Les phosphatydilsérines sont chargées
négativement, et permettent la fixation des facteurs de coagulation, phénomene important
pour leur activité coagulante (Suzuki et al., 2010). La dégranulation se traduit par une libération
de nombreux messagers (Tableau Il). La sérotonine et I'épinéphrine vont agir sur les
léiomyocytes comme des vasocontricteurs (Houston et al., 1986; Larrabee et al., 1987). Le VWF
et le fibrinogene vont agir comme agrégants plaquettaires, via les récepteurs GPlb et allb3
respectivement. L'ATP, I’ADP et le calcium vont agir de maniéere paracrine et autocrine,
permettant |'activation des plagquettes circulantes. L’ADP est un puissant agrégant plaquettaire
qui active la PLCB2 en se fixant a son récepteur P2Y1 (Figure 2) (Broos et al., 2011; Golebiewska

and Poole, 2015; Palta et al., 2014).

Suite a I'adhérence et l'activation des premiéres plaquettes, une réaction en chaine va se
mettre en place. Les plaquettes qui ont adhéré et ont été activées vont a leur tour conduire a
I"activation des plaquettes circulantes grace aux interactions permises par leurs pseudopodes
et les messagers libérés par la dégranulation. Ces plaguettes vont alors adhérer, dégranuler et
activer d’autres plagquettes. Cette réaction en chaine va entrainer I'agrégation plaquettaire
jusgu’a la formation du clou plaquettaire, également nommé thrombus blanc, qui endigue
momentanément le saignement (Broos et al., 2011; Marieb and Hoehn, 2010, Hémostase,

Anatomie et physiologie humaines).

Il.  L’hémostase secondaire : coagulation

La coagulation correspond a I'étape de renforcement du thrombus blanc par la conversion du
fibrinogene en fibrine, résultant en la formation d’un caillot solide, ou thrombus rouge. Cette
conversion est la conséquence de la cascade de coagulation, faisant appel aux facteurs de
coagulation. Tous les facteurs de coagulation (sauf le facteur tissulaire) sont des protéines
plasmatiques, produites majoritairement par le foie. lls sont numérotés de | a Xlll suivant I'ordre
dans lequel ils ont été découverts, et circulent majoritairement sous forme de précurseurs
inactifs (Tableau IV). Les facteurs activés, et principalement les sérines protéases, vont se fixer
aux membranes plasmiques des plaquettes activées a l'aide du calcium. La coagulation
comporte 2 voies : une voie qui initie le processus avec le complexe tenase FVlla / facteur
tissulaire, et une voie qui l'amplifie avec le complexe tenase FVllla / FIXa. Ces voies interagissent

entre-elles, se déroulent de fagon concomitante et convergent vers une voie commune,
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générant une importante quantité de thrombine nécessaire a la formation de fibrine, la finalité

étant la polymérisation de celle-ci (Marieb and Hoehn, 2010, Hémostase, Anatomie et

physiologie humaines; Pryzdial et al., 2018).

Tableau IV : Les facteurs de coagulation

Numéro du facteur de Nom du facteur de .
) R Fonction
coagulation coagulation
N Est converti en fibrine.
| Fibrinogene ) )
Formation du caillot.
Est converti en thrombine.
Active les Fl, FV, FVII, FVIII,
1] Prothombine FXI, FXIII, protéine C,
plaquettes, cellules
endothéliales.
Cofacteur du FVlla
1] Facteur tissulaire (complexe tenase de la voie
extrinséque). Active le FVII.
Facilite la fixation des
\" Calcium facteurs de coagulation sur
les phospholipides.
s Cofacteur du FXa
\Y Proaccélérine )
(prothrombinase).
Vi Ce numéro n’est plus utilisé. Il serait identique au FV
Forme le complexe tenase
Vil Proconvertine dela vAoie fsxtrinséque ave§
Flll. Grace a son cofacteur, il
active les FVIII, FIX et FX
Facteur (globuline) anti- Cofacteur du FIXa (complexe
Vil hémophilique A ou tenase de la voie
thromboplasminogéne intrinséque).
Forme le complexe tenase
Facteur (globuline) anti- de la voie intrinséque avec
IX hémophilique B ou FVllla. Grace a son
« Christmas factor » cofacteur, il active les FVIII,
FX et FXI
Forme la prothrombinase
X Facteur Stuart-Prower avec Fva. G}racela son
cofacteur, il active la
prothrombine.
Facteur
X prothromboplastique Active le FIX
plasmatique C
Xl Facteur Hageman Active les FXI et FVII
Facteur de stabilisation de la | Favorise la polymérisation et
Xill L L L
fibrine la stabilisation de la fibrine

D’aprées (Marieb and Hoehn, 2010, Hémostase, Anatomie et physiologie humaines; Palta et al., 2014)
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1) Linitiation de la coagulation

La protéine clé initiant la coagulation est le facteur tissulaire (FT), une protéine
transmembranaire exprimée par le tissu sous-endothélial, exposée en cas de breche vasculaire.
Le FT est également exprimé par les cellules endothéliales activées par la thrombine (produite
par la cascade de coagulation), ainsi que par le PF4 (Platelet Factor 4) libéré par les plaquettes
activées (Pryzdial et al., 2018; Todoroki et al., 1991). Le FT se fixe a la surface des plaquettes
activées (au niveau des phosphatidylsérines) afin de faciliter I'auto-activation du facteur VIl
(FVII = FVlla) également fixé a la membrane plaquettaire, en présence de calcium (Rao and
Rapaport, 1988). Le FVII peut également étre activé par des sérines protéases comme la
thrombine, le FIXa ou FXlla (Yau et al., 2015). Le FT et FVlla vont alors former un complexe
tenase, et permettre I'activation par protéolyse du facteur X (FX = FXa), du facteur IX (FIX =2
FIXa) et du facteur VIII (FVIII = FVIlla) en présence de calcium et des phospholipides (Figure
3A). Seul, la capacité du FVlla a cliver ces facteurs est faible, mais est augmentée de 10 000 fois

en présence du FT (Kamikubo et al.,, 2017; Komiyama et al., 1990; Pryzdial et al., 2018).

L'initiation de la coagulation est rapide car elle comporte peu d’étapes, contrairement a
I"amplification. En cas de grave traumatisme, elle favorise la formation d’un caillot en 15
secondes. Cette voie génere une quantité pico-molaire de thrombine grace a I'activation du
facteur X, et est immédiatement suivie d’'une étape d’amplification (Brummel et al., 2002;

Hoffman, 2018; Marieb and Hoehn, 2010, Hémostase, Anatomie et physiologie humaines).

2) L'amplification de la coagulation

La faible quantité de thrombine générée pendant l'initiation de la coagulation va aider a
I"activation de I"'amplification. Elle est activée par des surfaces chargées négativement, comme
les phosphatidylsérines de la membrane des plaquettes activées, ou le collagéne (Marieb and
Hoehn, 2010). Le facteur XlI se lie a ces surfaces, entrainant son auto-activation (FXIl = FXlla).
Le FXlla va ensuite activer le facteur XI (FXI = FXla), étant également activé par la thrombine.
Le FXla va activer le facteur IX (FIX = FIXa) en présence de calcium et a la surface des plaquettes
activées. Le FIXa est également activé par le complexe tenase FVIla/FT. En paralléle, le facteur
VIl va étre activé par la thrombine, le FXa et par le complexe tenase FVIla/FT. Une fois activé,

le FIXa va se lier au FVllla sur les phosphatidylsérines des plaquettes activées, pour former le
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complexe tenase. Le FVllla agit comme cofacteur de la protéase FIXa, qui va alors activer le

facteur X (FX = FXa) (Figure 3B) (Marieb and Hoehn, 2010; Pryzdial et al., 2018).

’activation des acteurs de I'amplification se met en place peu apres ceux de l'initiation.
'amplification de la coagulation permet de générer une quantité plus importante de
thrombine, également grace a I'activation du facteur X. Une fois les facteurs activés, les deux
voies fonctionnent simultanément (Marieb and Hoehn, 2010, Hémostase, Anatomie et

physiologie humaines; Pryzdial et al., 2018).

3) La fibrinoformation : la voie commune

Le FXa est capable d’activer une petite quantité de facteur V (FV > FVa), puis forme un
complexe avec celui-ci. Le facteur V est également activé par la thrombine. Le complexe
FXa/FVa, en présence de calcium et de phosphatidylsérine forme le complexe
« prothrombinase », dans lequel le FVa est cofacteur de la protéase FXa. Le role de la
prothrombinase est de transformer la prothrombine en thrombine. Le FXa seul est capable de
produire une petite quantité de thrombine, mais son effet est 300 000 fois plus important en
présence de son cofacteur FVa (Lam and Moosavi, 2020; Pryzdial et al., 2018). La thrombine va
alors convertir le fibrinogene soluble en monomere de fibrine, puis va ensuite activer le facteur
XII(FXIII = FXIlla) en présence de calcium, afin que celui-ci catalyse la formation des polymeéres
insolubles de fibrine. La fibrine va alors former une matrice compacte stabilisant et renforcant
le clou plaguettaire. Cette matrice va capter des érythrocytes, qui augmentent la masse du
caillot, qu’on appelle alors thrombus rouge (Lam and Moosavi, 2020; Pryzdial et al., 2018;

Winter et al., 2017).
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Figure 3: Schématisation de la cascade de coagulation. En rouge sont représentés les facteurs de
coagulation inactifs, et en vert, les facteurs actifs. Les facteurs encadrés en orange ou rouge sont
impliqués dans les complexes tenases. Ceux encadrés en bleu sont impliqués dans le complexe formant
la prothrombinase. A) Le facteur tissulaire (FT), exprimé par le tissu sous-endothélial et I'endothélium
activé par la thrombine et PF4 (sécrété par les plaquettes activées), permet 'auto-activation du facteur
VII. Le FVII est également activé par la thrombine, le FIXa ou FXlla. Formation du complexe tenase
FVIla/TF qui active : le facteur X, le facteur IX et le facteur VIII. B) Des surfaces chargées négativement
permettent I'auto-activation du FXIl, qui va activer le facteur XI, également activé par la thrombine. Le
FXla va activer le facteur IX, également activé par le complexe tenase FVIla/FT. En paralléle, le facteur
VIl va étre activé par la thrombine, le FXa et par le complexe tenase FVlla/FT. Formation du complexe
tenase FVIlla/FIXa qui active le facteur X. C) Le FXa active le facteur V, également activé par la thrombine.
Formation du complexe prothrombinase qui active la thrombine. La thrombine active le fibrinogene et
le facteur XIlI, ainsi que les différents facteurs susmentionnés. Le FXllla active la polymérisation et
stabilise la fibrine (Marieb and Hoehn, 2010 Hémostase, Anatomie et physiologie humaines; Pryzdial et
al., 2018; Cadé et al., en révision).
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4) Le r6le majeur de la thrombine dans la coagulation

La thrombine est une enzyme clé dans le processus hémostatique, dont les actions sont
multiples. Etant la seule sérine protéase de la coagulation n’ayant pas de domaine de fixation
a la phosphatidylsérine, car celui-ci est clivé lors de son activation, elle peut agir facilement a
différentes étapes du processus. Lorsqu’elle est libérée du complexe FXa/FVa, la thrombine va
dans un premier temps amplifier le processus de coagulation, en augmentant sa propre
activation. Premieérement, elle va activer le facteur V (FV = FVa) par protéolyse, ce qui amplifie
directement sa production en favorisant l'activité de la prothrombinase (Pryzdial et al., 2018).
Puis, elle va également permettre d’amplifier la coagulation, en activant les facteurs VIII (Fay,
2004) et XI (Emsley et al., 2010), ce qui va favoriser la formation du complexe tenase FVllla/FIXa
et augmenter le taux de FXa. Elle va également stimuler les cellules endothéliales pour qu’elles
expriment du facteur tissulaire (Figure 3), ainsi que les plaquettes en se fixant aux récepteurs
PAR1 et PAR4 (Figure 2) (Broos et al., 2011; Pryzdial et al., 2018). Tous ces phénomeénes
conduisent a une augmentation de la quantité de thrombine, qui va alors convertir le
fibrinogene en fibrine et activer le facteur Xlll afin de former le thrombus rouge. La thrombine
est la seule enzyme capable d’effectuer la conversion fibrinogéne soluble en monomeére de

fibrine (Rose and Di Cera, 2002).
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[ll.  Le contrble de I'hémostase et la fibrinolyse

1) Contréle de I'hémostase

Une fois déclenchée, la coagulation suit son cours jusqu’a la formation du thrombus rouge. Afin
de limiter sa taille, des mécanismes régulateurs viennent rétro-controler négativement les
processus « pro-coagulants » mis en jeu. Il existe différents systemes inhibiteurs physiologiques
de la coagulation capables de neutraliser les différentes sérine-protéases, dont les plus
importants sont : le TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor), I'antithrombine, le systeme protéine
C et ZPI (Protein Z-dependant protease inhibitor) (Marieb and Hoehn, 2010, Hémostase,

Anatomie et physiologie humaines; Pryzdial et al., 2018; Winter et al., 2017).

a. TFPI

Le TFPI est I'inhibiteur physiologique du complexe tenase FVIla/FT (Price et al., 2004; Pryzdial
et al.,, 2018). Cette protéase est majoritairement produite par I'endothélium micro-vasculaire,
et est relargué par I'action de I'héparine (Sandset et al., 1988) et des plaquettes activées sur
les cellules endothéliales (Novotny et al., 1988). Il existe 3 localisations du TFPI in vivo : la
majorité est fixée a I'endothélium vasculaire, 10% circulent associés aux lipoprotéines de faible
densité (LDL) dans le sang, et une faible portion est retrouvée dans les a-granules des
plaguettes, associée au facteur V (Novotny et al,, 1991; Price et al., 2004). TFPI forme un
complexe de haute affinité avec le complexe TF/FVlla/FXa et inhibe I'activité du complexe
tenase en se présentant lui-méme comme substrat, et occupe le site actif du FXa. Le complexe
TF/FVIla/FXa/TFPl est ensuite métabolisé par le foie (Price et al., 2004). TFPI entraine également
la dégradation et I'internalisation du complexe FVlla-TF par les monocytes (Hamik et al., 1999).
TFPI peut également inhiber le FXa indépendemment du complexe tenase TF/FVlla, en

présence de la protéine S (Ndonwi et al., 2010).

b. Antithrombine

L’antithrombine est I'inhibiteur majeur de la thrombine. Elle a un réle crucial dans le contréle
de la coagulation, en raison de I'impact important de la thrombine. C'est une protéine de la

famille des serpines produite par le foie, inhibitrice de sérine protéase, fixant et inactivant la
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thrombine, ainsi que les facteurs de coagulation FIXa, le FXa, le FXla, et le FXlla (Palta et al.,
2014). U'antithrombine, ainsi que la plupart des serpines, agit comme un substrat suicide : les
différentes sérines-protéases vont s’y fixer par leur site actif et entrainer son clivage. Le clivage
de Il'antithrombine entraine un changement de conformation du complexe
antithrombine/sérine-protéase alors plus stable, ce qui piege les sérines-protéases (Stratikos
and Gettins, 1999). L'activation de I'antithrombine est controlée par sa fixation aux héparanes
sulfates des cellules endothéliales, ou par I’héparine libérée par les mastocytes, entrainant un

changement de la conformation de I'antithrombine (Mertens et al., 1992; Opal et al., 2002).

c. Protéine C

Alors que la thrombine est un trés puissant facteur pro-coagulant au moment du processus de
formation du thrombus, la thrombine a un réle anti-coagulant plus tardif. Une partie de la
thrombine générée au cours de la coagulation se lie a la thrombomoduline, un co-facteur
présent de facon constitutive a la surface des cellules endothéliales (Winter et al., 2017). La
thrombomoduline est un récepteur transmembranaire prévenant la formation du thrombus
sur I'endothélium intact par la fixation de la thrombine (Palta et al., 2014). Le complexe
thrombine/thrombomoduline active la protéine C, qui est fixée sur son récepteur endothélial
EPCR (Endothelial Protein C Receptor). Une fois activée, la protéine C clive et inactive les
facteurs V/Va et VIII/Vllla en présence de son cofacteur la protéine S (Kalafatis et al., 1994). Ce

systeme bloque donc I'amplification de la coagulation.

d. ZPI

ZPl est une protéine plasmatique de la famille des serpines, inhibant 2 facteurs de coagulation :
FXa et FXla. Tandis que le FXla est inhibé par du ZPI circulant libre, I'inhibition du FXa requiert
la présence du cofacteur de ZPI, la protéine Z (PZ), de phospholipides et de calcium (Bianchini
et al., 2021; Huang et al., 2011). PZ est une protéine vitamine-K dépendante, pouvant se fixer
aux membranes plasmiques pro-coagluantes via son domaine Gla. ZPl posséde une haute
affinité pour PZ, et circule majoritairement en complexe avec cette protéine. Durant la
coagulation, le complexe PZ/ZPI se fixe au FXa a la surface des membranes plasmiques par le

domaine Gla, et ZPl agit comme un substrat suicide, de la méme maniere que I'antithrombine.
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La fixation du FXa ou de FXla a ZPI entraine un changement de conformation de ZPI, piégeant
alors ces facteurs (Vasse, 2011). ZPI peut également étre activée par I’'héparine présente a la

surface des cellules endothéliales (Huang et al., 2011).

2) Lafibrinolyse

Le thrombus est une solution temporaire pour pallier aux saignements dus aux lésions de
I’endothélium. La fibrinolyse consiste en la dégradation progressive du caillot, qui est activé en
parallele de la coagulation. C'est un processus enzymatique qui dissout le thrombus par la
dégradation de la fibrine. Cette dégradation est provoquée par la plasmine, enzyme dérivée du
plasminogene activée par le tPA (tissue plasminogen activator), une sérine-protéase étant

I"activateur principal.

Le tPA est sécrété par les cellules endothéliales activées par la thrombine, I'épinéphrine, Ia
vasopressine et les forces de frottement. L'activation du plasminogéne par le tPA requiere leur
fixation sur les molécules de fibrine (Palta et al., 2014, Pryzdial et al., 2018). La fibrinolyse est
un processus plus lent que la mise en place de la coagulation, afin de permettre la cicatrisation

(Marieb and Hoehn, 2010, Hémostase, Anatomie et physiologie humaines).
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Chapitre 2 : Les facteurs de coagulation : FVIII et VWF

|.  Le facteur de coagulation VIII

Le facteur de coagulation VIII (FVIII) est une glycoprotéine plasmatique ayant un réle crucial
dans I'amplification de la cascade de coagulation (Lenting et al.,, 2010). Elle a été découverte
en 1946 par Taylor et son équipe, qui lI'identifie comme la protéine responsable de I'hémophilie
(Schramm, 2014). En effet, une altération fonctionnelle et/ou quantitative de I'expression du
FVIII est responsable de I’hémophilie A, un des plus sévere trouble de la coagulation héréditaire

(Bhopale and Nanda, 2003).

1) Structure du géne F8

L"équipe de Gitschier et I'équipe de Wood clonent pour la premiére fois le gene £F8 de maniere
indépendante aux débuts des années 1980 (Gitschier et al., 1984; Wood et al., 1984). Le géne
F8 est situé sur I'extrémité du bras long du chromosome X en position Xg28, et s’étend sur 186
kb (soit environ 0.1% du chromosome). Il est composé de 26 exons et de 25 introns de tailles
variables, dont le promoteur se situe 1175 pb en amont du site d’initiation de la transcription
(Figure 4). La taille des exons varie de 69 pb (exon 5) a 3106 pb (exon 14). La taille des introns
varie de 200 pb (intron 17) a 32 kb (intron 22), avec 6 qui sont particulierement longs (> 14 kb,
dont l'intron 1 et 22) (Tableau V) (Gitschier et al., 1984). L'épissage génére un ARN messager
de 9kb, soit 5% de la taille initiale du gene. L'intron 22 du gene F8 comporte une région riche
en CpG agissant comme un promoteur bidirectionnel, localisé dans une région de 9.5kb
nommeée int22h-1 (région homologue de I'intron 22-1) et est le promoteur de 2 génes : F8A et
F8B, co-exprimés avec le F8 de maniéere ubiquitaire (Figure 4) (Bowen, 2002; De Brasi and

Bowen, 2008; Graw et al., 2005).
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Figure 4 : Structure du gene F8 et transcription. En rouge sont représentés les 26 exons, en rose les 25
introns, d’une taille totale de 186kb. La fléeche « +1 » rouge représente le promoteur du géne F8 et le
sens de transcription. Les fleches « +1 » jaune et violette correspondent au promoteur bidirectionnel
pour les genes F8A et F8B co-exprimés avec le F8. Ce promoteur est situé au niveau de 'int22h-1, dans
une région riche en CpG. Le F8A est transcrit dans le sens opposé au F8, tandis que le géne F8B est
transcrit dans le méme sens. Les ARNm des F8A et F8B sont de taille inférieure a celui du F8. L'ARNm
du géne F8 code pour la protéine FVIII, 'ARNm du géene F8A code pour la protéine HAP40 (huntingtin-
associated protein 40) et 'ARNm du géne F8B code pour une protéine méconnue a ce jour qui
contiendrait le domaine C2 du FVIII. (Bowen, 2002; De Brasi and Bowen, 2008; Graw et al., 2005; Valleix
et al,, 1999).

Le F8A ne contient pas d’intron, s’étend sur 2kb dans I'intron 22 et est transcrit dans la direction
opposée au FVIII. Il code pour une protéine de 40 kDa, nommée huntingtin-associated protein
40 (HAP 40). HAP 40 est impliquée dans la régulation du trafic endosomal médiée par la
protéine Huntingtine, via I'intermédiaire de la protéine Rab5. En I'absence de la protéine
Huntingtine, la localisation de HAP 40 est nucléaire. Il est possible que HAP 40 soit impliquée
dans la localisation nucléaire aberrante de la protéine Huntingtine, responsable de la maladie
de Huntington (Bowen, 2002; De Brasi and Bowen, 2008; Graw et al., 2005; Pal et al., 2006;
Saudou and Humbert, 2016).

Le F8B est transcrit dans la méme direction que le F8. Son premier exon (codant pour 8 acides
aminés) est localisé dans I'intron 22, et ses autres exons correspondent aux exons 23 a 26 du
gene F8. La protéine correspondante et son réle ne sont pas connus a ce jour, toutefois elle

contiendrait le domaine C2 du FVIII. Contrairement au F8A, le géne F8B n’a pas d’équivalent
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dans le génome murin. Il a été montré que des souris transgéniques exprimant F8B (sous le
contréle d’'un promoteur CMV), présentent un retard de croissance, une microcéphalie et un
déficit oculaire sévere. Ces phénotypes ne sont pas expliqués a ce jour (Bowen, 2002; De Brasi

and Bowen, 2008; Graw et al., 2005; Valleix et al., 1999).

Tableau V: Taille des exons (paire de base) et des introns (kilo paire de base) composant le géne F8.
(Gitschier et al., 1984)

Exons Taille (pb) Introns Taille (kb)
1 313 1 22,9
2 122 2 2,6
3 123 3 3,9
4 213 4 5,4
5 69 5 2,4
6 117 6 14,2
7 222 7 2,6
3 62 8 0,3
9 172 9 4,8
10 92 10 3,8
11 215 11 2,8
12 151 12 6,3
13 210 L 16
14 3106 14 22,7
i 154 5 L3
16 213 o 022
17 229 18 T8
18 183 1 06
19 117 ” 6
2 72 21 3,4
21 86 22 32,4
22 156 - 14
23 145 o 1
. 49 25 22,4
25 177
26 1958
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2) Lorigine du FVIII

a. Origine hépatique

Le site de synthese du FVIII fait I'objet de nombreux débats depuis plusieurs décennies.
Différentes études montrent que le foie constitue le site majeur de production du FVIII
circulant. En 1969, Marchioro et al. montrent que la transplantation d’un foie sain sur un chien
hémophilique entraine un retour a la normale de la concentration en FVIII circulant (Marchioro
et al., 1969). Par la suite, ces résultats seront confirmés chez I'homme, quand I'équipe de
Bontempo transplante des foies sains chez 4 patients hémophiles, qui présentent des taux de
FVIII circulant comparables a la valeur physiologique apreés la greffe (Bontempo et al., 1987). En
1995, Figueiredo et Brownlee identifient et confirment la liaison de 4 facteurs de transcription
spécifiques des hépatocytes sur le promoteur du géne F8 : HNF (hepatocyte nuclear factor) 1
et 4, et CEBP (CCAAT enhancer-binding protein) a et B (Figueiredo and Brownlee, 1995) ; ainsi
qu’un facteur de transcription ubiquitaire : NFkB (nuclear factor kappa B) (Figueiredo and
Brownlee, 1995). Ceci corrobore I"hypothese d’une origine hépatique du F8, sachant que la
présence d’ARNm et de la protéine FVIII est détectée au niveau du foie (Becker et al., 2004;
Figueiredo and Brownlee, 1995; Wion et al., 1985; Zelechowska et al., 1985). Toutefois, la
nature des cellules a I'origine du FVIII circulant reste controversée. Différents travaux montrent
I"expression a un niveau transcriptionnel et protéique du FVIII dans les hépatocytes identifiant
ces cellules comme source du facteur de coagulation (Becker et al., 2004; Wion et al., 1985).
En plus des hépatocytes, des études complémentaires démontrent I’expression du FVIII (ARNm
et protéine) dans les cellules endothéliales sinusoidales hépatiques (LSEC) tant chez la souris
que chez 'homme (Do et al, 1999; Zelechowska et al., 1985). Toutefois, divers travaux
complémentaires ont confirmé la production d’un taux de FVIII coagulant mesurable par les
cellules endothéliales sinusoidales hépatiques, et non les hépatocytes, suggérant qu‘elles
représenteraient le site de production hépatique principal du FVIII circulant (Everett et al.,
2014; Hellman et al., 1989; Shahani et al., 2014). A ce jour, il est acquis que la source majeure

(mais non exclusive) de production de FVIII sont les LSEC (Fama et al., 2020).
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b. Origine extra-hépatique

En plus d’une origine hépatique, le FVIII semble avoir des origines cellulaires extra-hépatiques.
En effet, il est montré chez I'"homme que la transplantation d’un foie d’un donneur hémophile
vers un donneur sain (cas rare) n’entraine pas le développement de I'hémophilie chez le
receveur (Kurian et al., 2020). De plus, la transplantation de nceuds lymphatiques, de rates ou
encore de poumons sains sur des chiens hémophiles permettent de corriger la maladie (Groth
et al., 1974; Veltkamp et al., 1974; Webster et al., 1971). Ces études permettent d’émettre
deux hypotheses: 1) une expression de FVIIl par de nombreux types cellulaires; 2) une
expression de FVIII par un type cellulaire largement présent dans les différents tissus, comme

les cellules endothéliales.

Plusieurs équipes sont en faveur de I’hypothése d’une origine endothéliale du FVIII. En 2006,
Jacquemin et al. montrent que les cellules endothéliales micro-vasculaires pulmonaires
humaines sont capables de produire du FVIII coagulant (Jacquemin et al., 2006). Quelques
années plus tard, Fahs et al. développent des modeles murins d’invalidation du géne codant
pour le FVIII par le systeme Cre/LoxP, permettant une invalidation spécifique dans un tissu ou
un type cellulaire. Ainsi, le contréle de I'enzyme Cre recombinase par le promoteur de
I’Albumine permet de cibler I'invalidation génique dans les hépatocytes, tandis qu’un contréle
par récepteur Tie-2 (récepteur de l'angiopoiétine-1) ou de la VE-cadhérine (vascular
endothelium cadherin) permet de cibler les cellules endothéliales. Grace a ce systeme, ces
auteurs ont démontré que les souris dont les hépatocytes n’exprimaient pas le F8, ne
présentaient pas de troubles de la coagulation et n’étaient pas hémophiles (phénotype
comparable aux souris contrdles). A l'inverse, l'invalidation du géne F8 dans les cellules
endothéliales micro-vasculaires était associée a une hémophilie sévere (Fahs et al.,, 2014). En
2016, Pan et al s'intéressent aux sous-types de cellules endothéliales pouvant exprimer le FVIII,
chez la souris. Dans un premier temps, ils montrent par analyses transcriptomiques que I’ARNm
F8 est exprimé par : les LSEC; les LEC (lymphatic endothelial cells) de nceuds lymphatiques
meésentériques et sous-cutanés ; les cellules endothéliales glomérulaires rénales ; et les HEV
(high endothelial veinules, impliquées dans le recrutement des lymphocytes du sang circulant)
de noeuds lymphatiques mésentériques et périphériques. A I'inverse, ’ARNm du F8 n’est pas
détecté dans les cellules endothéliales de I'endothélium vasculaire, ni dans les cellules

endothéliales des capillaires de la moelle osseuse, du cerveau, du cceur, des intestins, des
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nceuds lymphatiques, des poumons, des muscles, des plaques de Peyer, de la rétine et des
testicules. Par la suite, ils ont analysé I'activité du FVIII a partir de lysats cellulaires et de
surnageants de cellules en culture. Les résultats montrent une activité du FVIII exprimé par les
LEC pulmonaires et de nceuds lymphatiques, ainsi que les LSEC et les HDLEC (human dermal
lymphatic endothelial cells). Pour conclure, parmi les sous-types de cellules endothéliales
analysés, les LEC, les cellules endothéliales de capillaires fenétrés et sinusoides ainsi que des
veinules synthétisent du FVIII, mais pas les cellules endothéliales de capillaires continus (Pan et

al., 2016).

Toutefois, la production de FVIII ne serait pas restreinte aux cellules endothéliales. En effet,
Follenzi et al., se questionnent sur la production de FVIII par les cellules dérivées de la moelle
osseuse. Pour répondre a cette question, ils ont transplanté chez des souris hémophiles de la
moelle osseuse de donneur sain. Afin d’étudier spécifiqguement la moelle osseuse des donneurs
sains, ils ont irradié les souris avant la greffe et ont utilisé un traqueur génétique (moelle
osseuse saine marqué GFP* et LacZ*). L’équipe a observé que les cellules dérivées de la moelle
osseuse du donneur sont majoritairement des cellules mononucléées (analyses effectuées sur
I'ensemble des cellules mononucléées) et des cellules souches mésenchymateuses (MSC),
rarement des hépatocytes et des cellules endothéliales. Ils constatent que ce sont les MSC et
les cellules mononucléées qui expriment 'ARNm codant pour le FVIIl, et non les rares
hépatocytes et cellules endothéliales. De plus, en injectant des cellules de Kupffer ou des MSC
saines chez des souris hémophiles, ils ont constaté que du FVIII circulant était détecté chez ces

souris, et gu’elles survivaient aux saignements induits (Follenzi et al., 2012).

Aujourd’hui, bien qu’il semble acquis que le foie, et plus particulierement les LSEC, joue un rdle
majeur dans la production du FVIII coagulant, il est montré que d’autres tissus sont capables

d’en produire, rendant son origine cellulaire toujours incertaine et controversée.

c. Régulation de I'expression du géne F8

La séquence promotrice du géne F8 et les éléments modulant son expression sont mal
caractérisés et biaisés en raison de son origine cellulaire controversée. En 2019, des analyses
in silico ont été réalisées afin de prédire les facteurs de transcription susceptibles d’étre

impliqués dans la régulation de I’'expression du gene F8. Pour chaque facteur de transcription,
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2 parametres ont été considérés : le nombre de nucléotides reconnus par le facteur de
transcription et le nombre de séquences consensus dans la séquence promotrice du gene F8
(Merlin et al., 2019). Ces analyses confirment la présence de sites de fixation aux facteurs de
transcription HNF1, HNF3, CEBPa et CEBP[, observés par Figueiredo et Brownlee en 1995
(Figueiredo and Brownlee, 1995). Toutefois, elles prédisent aussi la présence d’autres sites de

fixation pour des facteurs de transcriptions endothéliaux et hématopoiétiques (Tableau VI).

Tableau VI : Facteurs de transcription potentiels du gene F8

Nombre de
Facteurs de , . .
- séguences Expressions et fonctions
transcription
reconnues
TFII-D
- ARN polymé I}
(7 nucléotides) > polymerase
TBP
- TATA bindi i
(10 nucléotides) 3 binding protein
HNF3-a 2 Hépatocytes
(8 nucléotides) P ¥
HNFl-a 3 Hépatocytes Hé
(8 nucléotides) P ¥ epatocytes
C/EBP-a , eps — -
(7 nucléotides) 5 Hépatocytes, différenciation myéloide
C-E?s-l. 7 Cellules endothéliales
(7 nucléotides)
c-Ets-2 Cellules
s 4 Cellul dothélial — L.
(9 nucléotides) eliules endotheliales endothéliales
PEA 3 .
(9 nucléotides) 2 Famille c-Ets
STAT4
s 1 Ligné 8| oi
(6 nucléotides) 6 ignée myéloide
GATA-1 ., o
(6 nucléotides) 8 Lignée myéloide
NF-Y ) Augmenté pendant la différenciation
(8 nucléotides) monocytes/macrophages
IRF-2
- M
(6 nucléotides) 3 onocytes
STAT1 1 lules hé . Cellules
(10 nucléotides) Cellules hematopoietiques hématopoiétiques
TCF-4E
(10 nucléotides) ! Lymphocytes B
Pax> 3 Lymphocytes B
(7 nucléotides) ymphocy
NF-AT1
(10 nucléotides) 2 Lymphocytes T
Fox P3 3
(7 nucléotides) 3 Lymphocytes T régulateurs

Facteurs de transcription dont le site de fixation sur le promoteur du géne F8 est prédit
par analyses in silico, associés au nombre de nucléotides reconnus et le nombre de
séguences consensus dans la séquence promotrice d’aprés Merlin et al., 2019.
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Plus récemment, une équipe italienne s’est intéressée aux réles des facteurs de transcription
Ets-1 et Ets-2 dans la régulation de la transcription du géne £8, en s’appuyant sur les prédictions
apportées par I'étude de Merlin et al. (Fama et al, 2020). L'équipe a analysé I'activité du
promoteur du géne F8 en utilisant un géne rapporteur (le gene luciférase sous le contréle du
promoteur F8). lls ont mis en évidence une augmentation de l'activité du promoteur F8 en
présence d’Ets-1 seul, et une activité encore plus forte en présence d’Ets-1/Ets-2. Ets-2 seul n’a
pas d’effet sur 'activité du promoteur F8. Ets-1 et Ets-2 sont des facteurs de transcription de la
famille Ets, connus pour avoir un role essentiel dans la survie des cellules endothéliales
embryonnaires, ainsi que dans I'angiogenése adulte. lls sont connus pour cibler de nombreux
genes, notamment KDR (récepteur du vascular endothelial growth factor 2), FLT1 (récepteur
du vascular endothelial growth factor 1), VWF, ou encore CDH5 (VE-cadhérine). Chez I'adulte,
I"expression d’Ets-1 est maintenue a un tres faible niveau dans I’endothélium au repos. Son
expression est induite en réponse a des stimuli pro-angiogénes ou pro-inflammatoires, comme
le TNF-a (tumor necrosis factor a), I'HGF (hepatocyte growth factor) et le PDGF (platelet-
derived growth factor) (Fama et al., 2020). Bien que ces résultats éclaircissent les mécanismes

régulant la transcription du gene F8, ils restent peu connus a ce jour.

3) Structure de la protéine FVIII

L’ARNm du FVIII code pour une chaine polypeptidique de 2351 acides aminés, incluant un
peptide signal de 19 acides aminés (permettant sa translocation dans la lumiére du réticulum
endoplasmique), et la séquence du FVIII de 2332 acides aminés. Le FVIII est synthétisé sous la
forme d’un précurseur de 300 kDa. C’est une glycoprotéine multi-domaines composée d’'un
triple domaine A, d’'un domaine B et d’un double domaine C arrangés ainsi : al-Al-a2-A2-B-a3-
A3-C1-C2 (Figure 5A). Les parties al, a2 et a3 des domaines A sont des régions charnieres
flexibles, riches en acides aminés acides et présentant des sites d’activation (Pipe, 2009;
Venkateswarlu, 2010). Selon différentes especes comme la souris, le porc ou le chien, la
séquence d’acides aminés est hautement homologue, a I'exception du domaine B. En effet,
pour les domaines A et C, les séquences présentent entre 77 et 92% d’homologie entre elles,
contre 44 a 62% seulement pour le domaine B. De plus, le domaine B ne présente aucune
homologie de séquence avec d’autres protéines connues, contrairement aux domaines A et C

(Cameron et al., 1998; Elder et al., 1993; Healey et al., 1996; Thompson, 2003). Au cours de son
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activation, le FVIII perd son domaine B suite a un clivage protéolytique. Dans la structure
tridimensionnelle du FVIII sans domaine B, les 3 domaines A forment un triangle dont les
domaines Al et A3 servent de base et interagissent avec les domaines C1 et C2 (Figure 5C) (Ngo

et al., 2008).
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Figure 5 : Structure et devenir du FVIII. A) FVIII mature de 2332 acides aminés, avec ses modifications
post-traductionnelles et ses différents sites de fixations. Les marques jaunes représentent les clivages
catalysés par les protéases dans I'appareil de Golgi avant sa sécrétion. B) Sous cette forme, le FVIII inactif
circule dans le sang lié au VWF (non représenté ici). C'est un hétérodimere composé d’une chaine lourde
de 200 kDa (A1-A2-B) et d’une chaine légere (A3-C1-C2) de 80kDa. La marque verte représente le
premier site de clivage du FVIII, catalysé par la thrombine en vue de son activation. C) Forme
intermédiaire du FVIII, composée d’une chaine lourde de 90 kDa et de chaine légere de 80 kDa. A droite
est représentée la structure tridimensionnelle de la forme intermédiaire (Ngo et al., 2008). Les marques
vertes représentent les clivages catalysés par la thrombine et le FXa (Arg372) et seulement par la
thrombine pour I’Arg1689. D) FVIII actif, pouvant interagir avec les phospholipides membranaires (PL),
le FIXa (enzyme dont il est le co-facteur) et le FXa dans le complexe tenase. A ce stade, le FVllla
n‘interagit plus avec le VWF. Les marques rouges représentent les clivages catalysés majoritairement
par la protéine aPC, en vue de son inactivation. E) FVIII inactivé par dégradation protéolytique ou par
dissociation spontanée du domaine A2, pouvant étre internalisé pour son élimination de la circulation
sanguine. Sous cette forme, il va pouvoir interagir avec les récepteurs de clairance comme LRP1, Siglec-
5, Stabiline-2 ou CLEC4M, ainsi qu’avec CD206 pour une présentation antigénique (Lenting et al., 2010;
Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016; Ngo et al., 2008; Pipe, 2009).

a. Modlifications post-traductionnelles du FVIlI

Apreés sa traduction, le FVIII va subir une série d’étapes de modification avant sa sécrétion. En
effet, la protéine est sujette a de nombreuses modifications post-traductionnelles, comme la

N-glycosylation, la sulfatation et la protéolyse (Figure 5A) (Pipe, 2009).

Durant sa traduction, la protéine FVIII va étre glycosylée. Le FVIII va ainsi présenter environ 25
N-glycosylations, dont 19 sont localisées au niveau du domaine B (Figure 5A). Ces glycosylations
sont impliquées dans le routage intracellulaire et le repliement de la molécule. En effet, ces
glycosylations préviennent les agrégations et les repliements intermédiaires, et assurent
I’accrochage des protéines chaperonnes comme la calréticuline et la calnexine, ainsi que les
protéines de transport LMAN1 (lectine, mannose-binding protein 1) et MCFD2 (multiple
coagulation factor deficiency-2). La calréticuline et la calnexine vont permettre le repliement
du FVIII, puis le complexe LMAN1/MCFD2 va prendre en charge son transport du réticulum
endoplasmique vers I'appareil de Golgi. De plus, le domaine Al interagit avec la protéine
chaperonne BiP (Binding-immunoglobulin protein) dans le réticulum endoplasmique via son
résidu Phe309Ser, ayant aussi un role dans le repliement et la bonne conformation de la

protéine FVIII (Lenting et al., 2010; Miao et al., 2004; Pipe, 2009).

Dans l'appareil de Golgi, la protéine FVIII va subir une protéolyse partielle avant sa sécrétion,
par des protéases a sérines. Le FVIII sera alors composé de 2 chaines polypeptidiques : une

chaine lourde d’environ 200 kDa (Al-al-A2-a2-B) et d’une chaine légére de 80 kDa (a3-A3-C1-
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C2) liées entre elles par un ion métallique divalent (Figure 5B) (Lenting et al., 2010; Pipe, 2009).
L'identité de I'ion métallique responsable de I'interaction entre la chaine lourde et la chaine
légere est controversée. En effet, en 1983, une équipe montre par spectrophotométrie la
présence de calcium sur du FVIII purifié, mais pas d’ion métallique comme le manganese, le
magnésium ou le cuivre (Mikaelsson et al., 1983). Wakabayashi et al en 2001 observent que les
2 chaines sont capables d’interagir en I'absence d’ion divalent. Néanmoins, ils montrent que
I"affinité des 2 chaines est 100 fois plus importante en présence de 0.5 uM de Cu?*, tandis que
I"affinité n’est pas modifiée en présence de 25 mM de Ca?* (Wakabayashi et al., 2001). Une
étude sur la structure tridimensionnelle du FVIII met en évidence la présence des structures
fixant 2 ions cuivre, ainsi qu’un ion calcium (Ngo et al., 2008). De plus, le FVIII va subir des
modifications de ses N-glycanes en structure complexe, environ 7 O-glycosylations (au niveau
du domaine B, positions exact inconnues) et des sulfatations de tyrosines spécifiques. Les
sulfatations de tyrosines sont retrouvées dans les régions acides de la molécule (al, a2 et a3),
qui contiennent des motifs enrichis en acides aminés chargés négativement. Ces résidus
sulfates ont un role important dans I'activation du FVIII médiée par la thrombine, ainsi que dans
son interaction avec différentes protéines comme le VWF (Lenting et al., 2010; Pipe, 2009).
Une fois sécrété, cet hétérodimere circule dans le sang sous forme inactive (Mazurkiewicz-

Pisarek et al., 2016; Ngo et al., 2008; Pipe, 2009).

b. Domaines A

Les domaines A présentent environ 30% d’homologie de séquences entre eux (Wood et al.,
1984), ainsi que 40% d’homologie avec le facteur V et la cérulospasmine (protéine impliquée
dans le transport du cuivre dans le sang) (Fang et al., 2007). Il existe 3 domaines A dans la
structure du FVIIl : Al-al contenant 372 acides aminés (1-372) ; A2-a2 contenant 368 acides
aminés (373-740); A3 contenant 372 acides aminés (1649-2020) (Figure 5A). Chague domaine
contient une structure en tonneau-f hautement conservée, semblable a une conformation
typiqgue d’'un domaine cupredoxine-like (domaine interagissant avec un ion cuivre). Les
domaines Al et A3 présentent chacun un atome de cuivre, qui serait responsable de
I'interaction entre la chaine lourde et la chaine légere. Le domaine Al présente également un
ion calcium, nécessaire au maintien de l'interaction entre le domaine Al et C2. Par ailleurs,

Wakabayashi et al ont montré que la présence de Cu?* augmente l'activité du FVIIl de 60%
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(comparé au FVIII sans ions métallique) en plus d’augmenter ['affinité des 2 chaines
polypeptidiques. La présence d’ions Ca?* augmente I'activité du FVIII de 30%, mais n'a pas

d’effet sur I'affinité des 2 chaines (Figure 5D) (Ngo et al., 2008; Wakabayashi et al., 2001).

Les domaines A jouent un role majeur dans I'interaction du FVIII avec le VWF, son activation et
inactivation, son activité coagulante ainsi que sa clairance (Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016;

Ngo et al., 2008; Wang et al., 2003).

Domaine Al

Le domaine Al se situe sur la chaine lourde de la protéine FVIII et comporte différents sites de
clivage ainsi qu’un site de fixation au facteur X. Il existe 3 sites de clivage au niveau du domaine
Al: I'un impliqué dans I'activation du FVIII, les deux autres impliqués dans l'inactivation du
FVllla (Lenting et al., 2010; Ngo et al., 2008; Pipe, 2009). Le premier clivage est situé aprés
I’Arg372, séparant le domaine A1 du domaine A2. Il est impliqué dans I'activation de la protéine
FVIII, et est catalysé majoritairement par la thrombine, mais aussi par le FXa (Nogami et al,,
2004, 2008). Les deux sites de clivages impliqués dans I'inactivation du FVllla sont situés apres
la Lys36 et apres I’Arg336. Le premier est catalysé par le FXa et la plasmine, tandis que le
deuxiéme est catalysé par la protéine aPC (activated protein C, inhibiteur majeur de I'activité
du FVlila), le FIXa, le FXa et la plasmine (Figure 5). De plus, le domaine Al interagit avec la
protéine chaperonne BiP dans le réticulum endoplasmique, permettant le repliement et la

bonne conformation de la protéine FVIII (Fang et al., 2007; Lenting et al., 2010).

La région charniére al forme 2 hélices a qui connectent le domaine Al avec le domaine A2. Le
site de fixation au FX se situe sur cette région (résidus 361-363). Le complexe FVllla/FIXa va
avoir pour role d’activer le FX ; le FVIlla étant le co-facteur de I'enzyme FIXa. Ce site de fixation
contribue au bon accrochage du FX durant son activation par le complexe. De plus, le domaine
A1l apparait comme nécessaire a la bonne orientation du domaine A2 pour assurer sa fixation
au FIXa (Figure 5) (Fang et al., 2007; Lenting et al., 2010; Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016;
Miao et al., 2004; Ngo et al., 2008; Pipe, 2009; Wang et al., 2003).
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Domaine A2

Le domaine A2 se situe également sur la chaine lourde de la protéine FVIII et comporte
différents sites de clivages et de fixation pour diverses protéines. Il existe 3 sites de fixation au
niveau du domaine A2 : deux impliqués dans sa fonction coagulante, et un impliqué dans sa
clairance. Les deux premiers sites de fixation sont situés au niveau des résidus 558-565 et 698-
712, et permettent la fixation du FIXa. Ce sont des sites de haute affinité, ayant un réle essentiel
dans le renforcement de I'activité enzymatique du FIXa (Lenting et al., 2010; Ngo et al., 2008;
Pipe, 2009). Le troisieme site de fixation se situe sur les résidus 484-509, et permet la fixation
de récepteurs et protéines impliqués dans la clairance du FVIII comme LRP1 (Low density
lipoprotein - receptor-related protein 1), LDLR (Low density lipoprotein-receptor) ou encore

HSPG (heparan-sulphate proteoglycans) (Lenting et al., 2010) (Figure 5).

Au sein du domaine A2, il existe 2 sites de clivage : I'un impliqué dans I'activation du FVIII, I'autre
dans son inactivation. Le premier est catalysé par la thrombine et se situe apres I’Arg740 (entre
le domaine A2 et le domaine B). Il a pour role d’éliminer le domaine B et faciliter I'activation de
la protéine FVIII. Le deuxieme est catalysé par la protéine aPC et se situe aprés I’Arg562. Ce
clivage entraine une perte d’affinité du FVllla pour le FIXa et participe donc a I'inactivation de
FVlIlla (Figure 5) (Fang et al., 2007; Lenting et al., 2010; Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016; Ngo
et al., 2008; Pipe, 2009; Wang et al., 2003).

Domaine A3

Contrairement aux domaines Al et A2, le domaine A3 se situe sur la chaine légere de la protéine
FVIII, et comporte 3 sites de fixation ainsi que 2 sites de clivages. Le premier site de fixation se
situe au niveau de la partie a3, sur la tyrosine sulfatée 1680. Il joue un rdle essentiel dans la
fixation du VWF, ayant pour réle de protéger le FVIII d’un clivage prématuré. Le deuxieme est
un site de fixation de haute affinité au FIXa, localisé au niveau des résidus 1811-1818. Le
troisieme site de fixation se situe sur les résidus 1804-1934 et permet la fixation des récepteurs
LRP1 et LDLR impliqués dans la clairance du FVIII. Les 2 derniers sites se chevauchent (Figure

5A) (Lenting et al., 2010; Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016; Ngo et al., 2008).

Le premier site de clivage est catalysé par la thrombine. Il se situe apres I’Arg1689 et a pour

réle d’éliminer la partie a3, rendant le FVIII instable et diminuant I'affinité du VWF pour le FVIII.
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Il permet donc son activation. Le deuxieme site de clivage est catalysé par la protéine FIXa et
se situe apres I’Arg1719. Il entraine la perte d’affinité du FVllla pour le FIXa, ce qui engendre
I'inactivation du FVllla (Figure 5) (Fang et al., 2007; Lenting et al., 2010; Mazurkiewicz-Pisarek
et al., 2016; Ngo et al., 2008; Pipe, 2009; Wang et al., 2003).

c. Domaine B

Le role du domaine B, situé sur la chaine lourde de la protéine FVIII, est mal connu a ce jour. |l
est codé par un unigue exon (I’'exon 14), s’étendant de I'acide aminé 741 a 'acide aminé 1648
(soit 908 acides aminés) et représentant 40% de la masse de la protéine FVIII (Mazurkiewicz-
Pisarek et al., 2016; Pipe, 2009). Contrairement aux domaines A et C, le domaine B ne présente
aucune homologie de séquence avec d’autres protéines connues, y compris le domaine B du
facteur V (Pipe, 2009). Néanmoins, le domaine B partage avec le facteur V la caractéristique
particuliere d’étre largement glycosylé (O et N-glycosylation) sur les résidus asparagine, sérine
et thréonine (Figure 5A) (Lenting et al., 2010; Pipe, 2009). Bien que ce domaine n’ait pas
d’impact direct dans I'activité pro-coagulante du FVIII, il est montré qu’il joue un réle majeur
dans le routage et le repliement de la protéine FVIII dans la cellule, ainsi que dans sa sécrétion.

De plus, il semble impliqué dans différentes étapes du cycle de vie du FVIII (Pipe, 2009).

Role intracellulaire

Dans la cellule, le domaine B joue un role majeur dans le devenir de la protéine FVIII
nouvellement synthétisée, jusqu’a sa sécrétion. La grande quantité de mannose présente sur
les N-glycanes du domaine B interagit avec la calnexine (protéine de la membrane du réticulum
endoplasmique) et calréticuline (protéine de la lumiere du réticulum endoplasmique) (Pipe,
2009; Pipe et al., 1998). Ce sont des protéines chaperonnes impliquées dans le repliement de
glycoprotéines, et dans le controle de sa bonne conformation (Ellgaard and Helenius, 2003).
Grace a ces interactions, le FVIII va se conformer dans sa structure tertiaire. Une fois la structure
tridimensionnelle du FVIII correctement établie, il doit quitter le réticulum endoplasmique pour
I'appareil de Golgi. Le complexe récepteur-cargo spécifique, composé de la protéine

transmembranaire LMAN1 et de son partenaire soluble MCFD2, est nécessaire pour assurer ce
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transfert. L'interaction entre le complexe LMAN1/MCFD2 et le domaine B est dépendante des

N-glycanes présents sur ce domaine (Figure 5) (Pipe, 2009; Zhang et al., 2005).

Une fois dans l'appareil de Golgi, le FVIII est protéolysé. En raison de la conformation
tridimensionnelle du FVIII, le domaine B est particulierement sujet a la protéolyse. La structure
du domaine ainsi que le motif « Arg-X-X-Arg » est reconnue par des protéases a sérines
intracellulaires de la famille subtilisin-like. Le FVIII est alors clivé au niveau de son domaine B,
au niveau des acides aminés 1313 et 1648, pour générer la chaine lourde et la chaine légére de
la protéine (Figure 5B). Une portion du domaine B de 572 acides aminés persiste donc sur la
protéine FVIII inactive sécrétée, contenant 15 des 19 sites de N-glycosylation (Pipe, 2009;

Zimmermann et al., 2014).

Réle plasmatique

Contrairement au milieu intracellulaire, le réle du domaine B dans la circulation sanguine est
relativement peu connu. Il est acquis que le domaine B n’a pas d’impact sur l'activité coagulante
du FVIIl. Néanmoins, des études suggerent que la partie conservée du domaine B pourrait
limiter son activation, ainsi que moduler I'interaction du FVIII avec différentes molécules. Une
étude suggere que la présence du domaine B inhibe I'interaction entre la protéine FVIIl inactive
et les plaquettes actives, de la méme maniére que le VWF mais dans une moindre mesure.
L"étude compare l'affinité du FVIII inactif, délété ou non du domaine B, pour les plaquettes

activées et montre que la présence du domaine B diminue cette affinité (Li and Gabriel, 1997).

Lors de l'activation du FVIII, la thrombine clive la glycoprotéine au niveau de I'’Arg740,
permettant d’éliminer le domaine B. Des études ont montré que cette élimination facilite
I'acces de la thrombine aux 2 autres sites de clivage (Arg372 et Argl1689) permettant ainsi
I'activation du FVIII. Ces études suggerent donc que le domaine B protege le FVIII d’une

activation prématurée (Newell and Fay, 2007; Pipe, 2009).

Le domaine B est susceptible de moduler I'internalisation du FVIII. L’ASGPR (asialoglycoprotein
receptor) connu pour étre impliqué dans I’endocytose de glycoprotéines de la circulation, est
capable d’interagir avec le FVIII. En 2005, Bovenschen et al ont montré que le FVIII total, mais
pas le FVIII délété du domaine B, est capable de se fixer a I’ASGPR. Leur étude montre que le

domaine B se lie avec une forte affinité a 'ASGPR. Les N-glycanes semblent essentiels a cette
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fixation, étant donné gu’un traitement enzymatique les éliminant abolit |a fixation du FVIII au
récepteur. Néanmoins, puisque le FVIlla ne contient pas de domaine B, I'équipe suggere que
I’ASGPR joue un réle dans le contréle qualité du FVIII sécrété et non dans la clairance,

internalisant le FVIII partiellement glycosylé (Bovenschen et al., 2005a; Pipe, 2009).

d. Domaines C

Les domaines C partagent approximativement 50% d’homologie entre eux. lls partagent
également 40% d’homologie avec le domaine C du facteur V (Du et al., 2015). Il existe 2
domaines C dans la structure du FVIII : le domaine C1 de 153 acides aminés (2021-2172), et le
domaine C2 de 160 acides aminés (2173-2332) (Figure 5) (Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016;
Wang et al., 2003). Ces domaines, situés sur la chaine légere de la protéine FVIII, ont une
structure tridimensionnelle hautement similaire. Chague domaine C projette 3 structures 3 en
épingle a cheveux contenant des résidus basiques et hydrophobes sur le méme plan (Figure
5D). Ces structures sont responsables de |a fixation du FVIII aux phospholipides membranaires

chargés négativement (Ngo et al., 2008).

Le domaine C2 présente des particularités fonctionnelles. Il est connecté uniquement au
domaine C1, ce qui lui procure une grande flexibilité (Ngo et al., 2008). Ce domaine ne contient
aucun site de clivage, mais contient différents sites de fixation, se situant au niveau des résidus
2303-2332. Il comporte les sites de fixation de 3 molécules essentielles au FVIIl : le VWF
assurant le maintien d’un FVIII inactif, les phospholipides membranaires essentiels a I'activité
de coagulation du FVllla, ainsi que le FXa dont la fixation sur ce domaine permet l'inactivation
du FVllla. De plus, au niveau des résidus 2173-2332 du domaine C2 se situe un site de fixation
au récepteur LRP1, permettant la clairance du FVIII. Tous les sites de fixation se chevauchent
(Figure 5A). Les modifications de la structure du FVIII au cours de son activation/inactivation
permettent a chaque protéine d’interagir en temps voulu avec le FVIII. Le domaine C1 a pour
réle de faciliter les interactions entre le domaine C2 et le VWF, les phospholipides
membranaires et le FXa. Comme le domaine C2, il contient également un site de fixation au
LRP1 au niveau des résidus Lys2065 et Lys2092. Par ailleurs, il présente un N-glycane de type
mannose au niveau de son résidu Asn2118 (Figure 5A). Ce N-glycane permet une interaction
avec le récepteur CD206 présent a la surface des cellules dendritiques, entrainant

I'internalisation du FVIII et sa présentation aux lymphocytes T CD4* (Du et al., 2015; Fang et al.,
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2007; Lenting et al., 2010; Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016; Ngo et al., 2008; Pellequer et al.,
2011).

3) Sécrétion du FVIII

La sécrétion de la protéine FVIII est dépendante de sa bonne conformation et de son routage
intracellulaire. En raison de son interaction avec des protéines chaperonnes comme la
calnexine, la calréticuline et BiP, une quantité significative de molécule FVIII est retenue dans
le réticulum endoplasmique, ce qui limite donc sa sécrétion (Marquette et al., 1995; Miao et
al., 2004). Le domaine B (principalement ses N-glycosylations) et le domaine Al jouent un réle
majeur dans l'interaction du FVIII avec ces protéines chaperonnes. En 2004, Miao et al. ont
étudié la sécrétion et I'activité de différents variants de FVIII : 1) une forme délétée du domaine
B (BDD-FVIII) ; 2) une forme partiellement délétée du domaine B (présence des 226 premiers
acides aminés de ce domaine, dont 6 N-glycosylations) appelée 226aa/N6 ; 3) un variant
également délété du résidu Phe309Ser du domaine Al (variant F309S/226aa/N6). L'objectif de
I’étude était de développer un FVIII recombinant sécrété plus efficacement, avec une activité
coagulante normale. Les résultats de ce travail ont montré tout d’abord que la délétion totale
du domaine B résultait en un taux d’ARNm 17 fois supérieur, en raison d’une plus grande
stabilité de celui-ci. La délétion complete du domaine B (BDD-FVIII) est responsable d’une
sécrétion supérieure de seulement 30% de plus que le FVIII total, suggérant qu’une interaction
intracellulaire limite encore la capacité de sécrétion. L'hypothéese des auteurs était que la
protéine BiP soit responsable de cette limitation. En effet, étant donné que la protéine BiP
présente une activité ATPase peptide dépendante, le relargage du FVIII par la protéine BiP et
son transport hors du réticulum endoplasmigue demande un haut niveau d’ATP. Ces auteurs
observent une augmentation de la sécrétion et de 'activité du variant 226aa/N6, ainsi que du
variant F309S/226aa/N6 dans une plus forte mesure, par rapport a BDD-FVII. Le résidu
Phe309Ser étant au cceur de la cavité hydrophobe responsable de I'interaction entre le FVIII et
BiP, sa délétion limitait donc l'interaction, permettant alors d’augmenter la sécrétion du FVIII
tout en réduisant I’'énergie nécessaire a celle-ci et sans altérer son activité. De plus, I'ajout d’'une
partie du domaine B augmentait la sécrétion du FVIlI sans altérer 'activité du FVIII. Ces résultats
montrent le réle majeur des domaines Al et B dans la sécrétion et 'activité du FVIII (Miao et

al., 2004).
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Les N-glycosylations de la protéine FVIII paraissent essentielles dans la bonne sécrétion du FVIII.
En effet, I'inhibition de la N-glycosylation par un traitement a la tunicamycine réduit
drastiquement la sécrétion du FVIII, qui est retrouvé en complexe stable avec la protéine BiP
(Dorner et al., 1987). Dans le processus de sécrétion, le complexe LMAN1/MCFD2 forme un
récepteur de protéine cargo spécifique ayant pour role de transporter le FVIII et le FV du
réticulum endoplasmique vers le compartiment intermédiaire Golgi. Ce complexe interagit
avec les N-glycosylations de la protéine FVIII, majoritairement présentes sur le domaine B. Une
mutation du gene LMAN1 ou du gene MCFD2 induit un déficit combiné en facteurs V et VI
(FSF8D), un déficit de la coagulation rare. Ces protéines ont donc un réle essentiel dans la
sécrétion de ces deux facteurs de coagulation. Par ailleurs, les variants BDD-FVIII et 226aa/N6
sont correctement sécrétés malgré une perte de sites N-glycosylés du domaine B, suggérant
que les N-glycosylations en dehors du domaine B sont importantes pour l'interaction du
complexe LMAN1/MCFD2 avec le FVIII (Everett et al., 2014, Lenting et al., 2010; Miao et al,,
2004).

A la suite de processus protéolytiques intracellulaires, le FVIII est sécrété sous forme
d’hétérodimere inactif, lié par un ion métallique divalent. Il est composé d’une chaine légére
de 80 kDa (a3-A3-C1-C2), et d’'une chaine lourde (Al-al-A2-a2-B) hétérogene, de poids variant
entre 90 a 200 kDa. La protéolyse de la chaine lourde, responsable de la variabilité du poids
moléculaire du FVIII, s’effectue par sa partie C-terminale (Figure 5). Dans la majorité des cas, la
forme sécrétée est composée d’une chaine lourde de 200 kDa, se terminant par I'acide aminé
Arg1313 et contenant 15 des 19 sites N-glycosylés du domaine B. Une fois dans la circulation
sanguine, le FVIII circule en complexe avec sa protéine porteuse, le facteur de von Willebrand

(VWEF) (Pipe, 2009).

4) Complexe VWF-FVIII et demi-vie du FVIII

Le VWF est une glycoprotéine multimérique essentielle au maintien de I'intégrité du FVIII dans
la circulation sanguine. Il sert de protéine chaperonne au FVIII, ayant pour réle d’augmenter sa
demi-vie dans la circulation. En effet, en absence de VWF (cas de la maladie de von Willebrand
de type 3, un trouble sévere de I'"hémostase), la demi-vie du FVIII plasmatique est de 2 a 3h
(Tuddenham et al., 1982). A l'inverse, la présence de VWF augmente drastiquement la demi-

vie plasmatique du FVIII, se situant alors entre 12h et 14h, sans augmenter son expression par
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le foie (Kaufman et al., 1999). En se fixant au FVIII, le VWF va limiter son activation prématurée
en 'absence de blessure, en bloguant son interaction avec le FIXa (Lenting et al., 1994) ou les
phosphatidylsérines exprimées a la surface membranaire (Pipe et al.,, 2016; Saenko and
Scandella, 1995). Par ailleurs, il va inhiber sa protéolyse prématurée par les protéines aPC et le
FXa (Dimitrov et al., 2012), ainsi que sa clairance en limitant son interaction avec les récepteurs
LRP. La capacité du VWF a limiter les interactions du FVIIl avec ces différentes protéines réside
en la haute affinité du complexe FVIII-VWF (Kd = 0.2 — 0.9 nM). C’est une liaison non covalente
médiée par des liaisons hydrophobes et électrostatiques, s’effectuant par la chaine légere du
FVIII (domaines C2, C1 et a3), ainsi que la région D’'D3 du VWF. Néanmoins le VWF ne protege
pas le FVIII de la protéolyse par la thrombine (Terraube et al.,, 2010). Dans des conditions
physiologiques, les concentrations de FVIII et de VWF sont tres différentes. Tandis que la
concentration plasmatique de FVIII est de 100 a 250 ng/mL (approximativement 1 nM), celle
du VWF est de 8 a 10 pg/mL (approximativement 50 nM), donnant un ratio molaire de
FVIII:VWF d’environ 1:50. Ainsi, la plus grande majorité du VWF sanguin circule sous forme
libre, tandis que 95 a 98% du FVIII circule en complexe avec le VWF (Dimitrov et al., 2012; Pipe
et al.,, 2016).

La localisation ou s’effectue I'interaction entre le VWF et le FVIII est un point important. Le VWF
est exprimé et stocké en grande majorité par les cellules endothéliales dans les corps de
Weibel-Palade, ainsi que par les mégacaryocytes dans les a-granules (Broos et al.,, 2011;
Rosenberg et al., 1998). Bien que le FVIII soit également exprimé par certains sous-types de
cellules endothéliales, le VWF et le FVIII ne sont majoritairement pas co-exprimés (Pipe et al.,
2016). L'interaction FVIII-VWF étant caractérisée par une vitesse d’association trés rapide (8.56
x 10° M1s1), cest immédiatement aprés la sécrétion du FVIII dans la circulation que le
complexe se forme, dans la majorité des cas (Dimitrov et al., 2012; Pipe et al, 2016).
Néanmoins, des études sur la maladie de von Willebrand (VWD) et I'hémophilie A suggéerent
gu’il existe un stock de complexe VWF-FVIII dans les cellules exprimant les deux protéines. En
effet, dans le cas d’'une forme modérée de I'hémophilie A et de VWD, un traitement a la 1-
desamino-8-D-arginine vasopressine (DDAVP) est utilisé pour stimuler rapidement le relargage
de VWF et FVIIl endogene, suggérant I'existence d’un stock intracellulaire de ces deux facteurs.
Alinverse, dans le cas d'une forme sévere de VWD (type 3, absence de VWF), ce traitement ne

permet pas d’augmenter le taux de FVIII sanguin, suggérant que le VWF est nécessaire a la

50



formation d’un stock intracellulaire de FVIII (Mannucci et al., 1981a). Grace a ces observations,
Rosenberg et al., (1998) se sont intéressés au trafic et a la sécrétion du FVIII dans des cellules
exprimant le VWF. En transfectant le FVIII ou le VWF dans la lignée AT-20 (utilisée pour analyser
la sécrétion), ils ont mis en évidence que le FVIII seul n’était pas stocké dans des vésicules de
stockage contrairement au VWF seul. Toutefois, en co-transfectant le FVIII et le VWF, ils
démontrent que le FVIII se retrouve co-localisé avec le VWF dans les vésicules de stockage. A
travers des mutations du VWF ou du FVIII, ils mettent également en évidence que le trafic du
FVIII du réseau trans-golgien vers les vésicules de stockage est dépendante du VWF (Pipe et al.,
2016; Rosenberg et al., 1998). Le VWF est donc un élément crucial a la protection du FVIII dans
le sang, permettant une augmentation de sa demi-vie et de sa biodisponibilité. Il est important
de noter que l'interaction FVIII-VWF est trés dynamique, avec une vitesse d’association et de

dissociation rapide (Pipe et al., 2016).

5) Activation et inactivation : role du FVllla dans I’'hémostase

Le VWF maintient la stabilité et la protection de I’'hétérodimere FVIII. Lors d’une lésion de
I’endothélium, le VWF se fixe a la matrice sous-endothéliale et participe a I'agrégation
plaquettaire, ainsi qu’a la localisation du FVIII au site lésionnel. L’activation du FVIIl en FVIlla est
nécessaire pour son action pro-coagulante dans le complexe tenase FVllla/FIXa. Cette
activation s’effectue par un processus protéolytigue médié par des sérine-protéases
impliquées dans la coagulation, comme la thrombine, le FXa et le FVlla. Son inactivation
s’effectue soit par dissociation spontanée du FVllla, soit, de la méme maniére que son
activation, par dégradation protéolytique médiée par les protéines aPC, le FXa, le FIXa et Ia
plasmine (Kamikubo et al., 2017; Lenting et al., 2010; Samuelson Bannow et al., 2019; Terraube

et al., 2010).

a. Activation du FVIII

A la suite d’une lésion d’un vaisseau sanguin, le facteur tissulaire (FT) est exposé a la circulation
sanguine et forme un complexe avec le FVlila. Le complexe tenase FVIla/FT est une enzyme
responsable de l'initiation et de la propagation du processus de coagulation, en activant le FIX

et le FX. L'activation du FVIII s’effectue par différents mécanismes. Le complexe FVIla/FT active
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le FVIII, tandis qu’en parallele il génere une petite quantité de thrombine qui active également
le FVIII et les plaquettes. De méme, le FXa généré par les complexes tenase FVIla/FT et

FVIlla/FIXa active le FVIII (Figure 6A) (Furukawa et al., 2019).

La thrombine est largement reconnue comme étant I'activateur majeur du FVIII in vivo. Elle
clive le FVIII au niveau de I’Arg372 et de I'Arg740 de la chaine lourde, ainsi qu’au niveau de
I’Arg1689 de la chaine légere. Tous ces sites de clivage sont localisés au niveau C-terminal des
régions acides (al, a2, a3) (Furukawa et al., 2019; Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016; Nogami et
al., 2000). L'interaction entre le FVIII et la thrombine s’effectue au niveau des domaines A2 et
C2 du FVIII, et au niveau des exo-sites anioniques de la thrombine. Par ailleurs, les sulfatations
des tyrosines des régions riches en acides aminés acides (al, a2 et a3) peuvent interagir avec
la thrombine, et jouent un réle dans I'activation du FVIII par celles-ci. En effet, il a été montré
par mutagenese que les sulfatations au niveau des Tyr346 (al) et Tyr1l664 (a3) accélérent le

clivage du FVIII par la thrombine (Fay, 2004; Michnick et al., 1994).

Le FXa est également connu pour activer le FVIII, en agissant sur les mémes sites que la
thrombine, mais de maniere moins efficace (Fay, 2004; Venkateswarlu, 2010; Wang et al.,
2003). L'activité pro-coagulante d’un FVlila généré par le FXa est 4 fois plus faible que
I"activité d’un FVllla généré par la thrombine. Par ailleurs, I'activation du FVIII par le FXa est
inhibée en présence du VWF, contrairement a une activation par la thrombine (Nogami et al.,
1999). L'interaction entre le FXa et le FVIII s’effectue par la région al et le domaine C2 du FVIII,
ainsi que par les exo-sites de la protéase FXa. Les sulfatations des tyrosines n’influencent pas la

capacité du FXa a cliver le FVIII (Fay, 2004; Nogami et al., 2004).
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Figure 6 : Schématisation de I'activation et de I'activité du FVIII. A) L’activation du FVIII s’effectue par
différents mécanismes. Dans un premier temps, le complexe tenase FVIla/FT se forme et active le FVIII
en FVllla, puis génére une petite quantité de FXa et de thrombine, qui active également le FVIII. En
paralléle, le complexe tenase FVllla/FIXa se forme. (Furukawa et al., 2019). B) Le FVIlla et le FIXa agissent
majoritairement sur des plaquettes activées, présentant des phosphatidylsérines a leur surface. Le role
du complexe est de catalyser 'activation du FX en FXa durant le processus hémostatique. Seul, le FIXa
possede une tres faible activité protéolytique. C’est en présence du FVllla, son cofacteur, que I'efficacité
catalytique (rapport Kcat/Km) du FIXa est significativement augmentée. Le FVllla est capable d’interagir
avec le FX et le FIXa, et va orienter leur interaction (Ahmad and Walsh, 2005; Fang et al., 2019).
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Le complexe FVIla/FT est également capable d’activer par protéolyse le FVIII (Soeda et al., 2010;
Warren et al.,, 1999). Le FVlla active le FVIII au début du processus de coagulation, avant la
boucle d’activation médiée par la thrombine (Kamikubo et al., 2017). Cette activation est
dépendante de la présence de FT et de phospholipides, et s’effectue par le clivage de I'Arg372
et de I’Arg740. La présence de VWF n’empéche pas I'activation du FVIII par le FVlla. Il semble
que le domaine C2 soit impliqué dans la fixation du FVIII au FT, mais le site précis n’est pas
identifié. Par ailleurs, I'activation du FVIII par le FXa est augmentée en présence du FVlla ou du

FVII (Furukawa et al., 2019).

Concernant la chronologie de la protéolyse du FVIII, I'hypothése majeure est que le premier
clivage s’effectue au niveau de I’Arg740, éliminant le domaine B pour faciliter le clivage des
deux autres sites (Newell and Fay, 2007). La protéolyse Arg372 semble étre la 2™ étape du
processus d’activation, permettant d’exposer un domaine critique pour l'interaction entre
FVIlla et FIXa, au niveau du domaine A2 (Newell and Fay, 2007; Venkateswarlu, 2010). Le
dernier clivage, au niveau de I'Argl689, permet de libérer le FVilla du VWF, en réduisant
drastiquement ['affinité du FVllla pour le VWF (1400 fois plus faible), ce qui permet une
activation compléte du FVIII (Terraube et al., 2010). L'activation résulte en une exposition de
nombreux sites d’interactions, incluant ceux pour les phosphatidylsérines, FIXa, et le substrat
FX. Ces clivages génerent un FVIII actif sous la forme d’un hétérotrimere instable (Figure 5D)
composé du domaine A1, du domaine A2, ainsi que de la chaine |égere composée des domaines
A3-C1-C2 (Figure 5D) (Furukawa et al., 2019; Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016; Terraube et al.,
2010). L'instabilité de I'hétérotrimere est causée par le domaine A2. En effet le domaine Al et
la chaine légere A3—C1-C2 interagissent par un ion métallique divalent. Cependant,
I"association du domaine A2 avec le dimére A1/A3—-C1-C2 est indépendante de cet ion. Elle est
médiée par une interaction électrostatique et est réversible (Kd = 260 nM a pH physiologique)

(Fay, 2004; Venkateswarlu, 2010).

Suite a sa libération du VWF, le FVllla va pouvoir interagir avec le FIXa sur une surface
phospholipidique. L'interaction avec le FIXa va alors stabiliser le FVllla, et le complexe tenase
FVIlla/FIXa se forme, ou le FVllla joue un role de cofacteur non-enzymatique (Fang et al., 2007;

Fay, 2004; Lenting et al., 2010).
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b. Formation du complexe tenase FVIlla/FIXa

Le FVllla forme le « complexe tenase » avec le FIXa. Il sert de cofacteur non-enzymatique a la
protéase FIXa pour activer le FX nécessaire a I'amplification de la coagulation. L'assemblage du
complexe tenase est médié par des interactions protéine-protéine et protéine-lipide (Du et al.,

2015; Fay, 2006).

Apres sa dissociation du VWEF, le FVllla se fixe spécifiquement aux phosphatidylsérines des
plaguettes activées, chargées négativement. En effet, 'activation des plaquettes provoque
I"exposition d’un haut taux de phosphatidylsérines de charge nette négative a leur surface,
permettant une fixation spécifique du FVllla (Gilbert, 2019; Gilbert and Arena, 1996; Gilbert
and Drinkwater, 1993). Par ailleurs, le FVllla peut également se fixer sur des vésicules
synthétiques contenant des phosphatidylsérines (Ahmad and Walsh, 2005; Hsu et al., 2008).
Les domaines C, et plus particulierement le domaine C2 du FVllla, sont essentiels a sa fixation
a la membrane plasmique. D’aprés des simulations de fixation membranaire, Du et al. (2015)
montrent que les protubérances hydrophobes liant les structures tertiaires en tonneaux
présents sur les domaines C, sont responsables de la fixation du FVilla sur les
phosphatidylsérines, via des interactions hydrophobes et électrostatiques. Le rdle des acides
aminés hydrophobes protubérants du domaine C2 dans la fixation aux phosphatidylsérines a
été préalablement démontré par mutagénese ciblée (Gilbert et al, 2002). Le point
isoélectrique (pKi) des domaines C1 et C2 étant respectivement de 9,96 et 9,43, il est supposé
que les charges positives des domaines C interagissent avec les charges négatives des
plaguettes activées (Du et al, 2015). En plus des interactions électrostatiques, les 4
protubérances hydrophobes présentes sur chacun des domaines C semblent importantes pour
I"accrochage du FVllla a la membrane. En effet, des mutations de ces protubérances souvent
observées dans des cas d’hémophilie A, induisent une diminution de la capacité de fixation du
FVllla a la membrane plasmique plaquettaire (Du et al., 2015). Du et al. ont ainsi proposé que
I’accrochage du FVllla s’effectuerait en plusieurs étapes. Le domaine C2 s’approche de la
surface  membranaire par les forces électrostatiques, puis s’ancre au niveau des
phosphatidylsérines par des liaisons hydrophobes. L'ancrage s’effectue par pénétration des
protubérances du domaine C2 dans la bicouche lipidique. Cette fixation entraine une
modification de I'angle entre le domaine C1 et C2, facilitant I'approche du domaine C1 a la

membrane. Puis, le domaine C1 va s’ancrer de la méme maniere que le domaine C2,
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permettant une fixation stable de la protéine FVllla a la surface des plaquettes activées (Du et
al., 2015). Les phosphatidylsérines sont importantes a I'activité cofacteur du FVllla, puisqu’elles

multiplient par 1500 I"efficacité catalytique du complexe FVllla-FIXa (Gilbert and Arena, 1996).

Bien que la grande majorité des études montrent I'importance des phosphatidylsérines pour la
fixation et I'activité pro-coagulante du FVllla, certaines études montrent qu’il existe une autre
forme de fixation du FVIII a la membrane plaquettaire, indépendante des phosphatidylsérines.
En effet, des études chez le lapin et la souris montrent que le blocage de l'interaction entre le
FVilla et les phosphatidylsérines n’entraine pas de perturbation significative du processus
hémostatique (Shi et al., 2008; Thiagarajan and Benedict, 1997). Gilbert et al. (2015) analysent
la fixation du FVllla sur des plaquettes activées par la thrombine ou par une faible concentration
de calcium ionophore, présentant un faible taux de phosphatidylsérines a leur membrane. La
quantité de phosphatidylsérines présente a la surface de ces plaquettes se situe sous le seuil
nécessaire pour la fixation du FVllla (Gilbert et al., 2015). En effet, en fonction des stimuli, le
taux de phosphatidylsérines exposées a la surface des plaquettes varie. La stimulation
plaquettaire par la thrombine ou une faible concentration de calcium ionophore entraine
I'exposition d’une faible quantité de phosphatidylsérines (1% a 4%). A linverse, une
combinaison de thrombine et de collagene, ou une concentration plus élevée de calcium
ionophore entraine une exposition compléte de phosphatidylsérines, estimée entre 12 et 15%.
Dans ces conditions, les phosphatidylsérines sont considérées comme un élément critique pour
la plupart des sites de fixation du FVllla présents a la surface les plaquettes (Comfurius et al.,
1994; Gilbert et al., 1991). Toutefois, ces auteurs observent une fixation du FVllla a la surface
des plaquettes présentant un taux de phosphatidylsérines inférieur au seuil nécessaire. Afin de
déterminer si la fixation s’effectue ou non au niveau des phosphatidylsérines, ils ont évalué la
compétition de la lactadhérine, une protéine se fixant spécifiquement aux phosphatidylsérines.
Dans le cas de plaquettes activées par la thrombine et le calcium ionophore, la lactadhérine
bloque 98% des sites de fixation du FVllla, indiquant que les phosphatidylsérines sont
déterminantes. A linverse, sur des plaquettes activées uniquement par la thrombine, la
lactadhérine bloque moins de 10% des sites de fixation au FVllla, indiquant que les
phosphatidylsérines ne sont pas nécessaires a la fixation du FVllla dans ces conditions. De plus,
la mutation des sites de fixation aux phosphatidylsérines n’'empéche pas la fixation du FVllia,

signifiant que les plaquettes activées par la thrombine présentent un site de fixation
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indépendant des phosphatidylsérines. Par ailleurs, ces sites permettent une activité
fonctionnelle du FVllla. Des analyses supplémentaires montrent que les sites de fixation
indépendants des phosphatidylsérines sont majoritairement situés au niveau de la fibrine
soluble fixée au récepteur allbB3 des plaquettes. Cette fixation s’effectue par le domaine C2
du FVllla, est bloquée par le VWF et permet I'activité du FVIlla. Néanmoins, ces découvertes
n’éliminent pas I'importance des phosphatidylsérines dans la fonction pro-coagulante du FVllla

sur les plaquettes stimulées dans le processus hémostatique (Gilbert et al., 2015).

Une fois le FVllla fixé a la membrane plaquettaire, il va interagir avec la protéinase FIXa. Le
FVIlla est un cofacteur critique pour le FIXa durant le processus protéolytique du FX. Lactivité
protéolytique du FIXa seul est faible, mais augmente drastiquement apres la fixation au FVllla.
En effet, cette fixation, effectuée sur les phosphatidylsérines, améliore de 100 000 a 200 000
fois 'activité catalytique du FIXa. Par ailleurs, I'affinité entre le FVlila et le FIXa est plus faible
quand le FVIlla est plasmatique (Kd = 1nM), et augmente d’environ 10% quand les facteurs sont
fixés a des phospholipides membranaires (Hsu et al., 2008; Saenko et al., 1999a). La liaison du
FVIlla et du FIXa requiert donc leur fixation a la surface d’'une membrane plasmique, ainsi que
la présence d’un ion calcium. D’aprés des analyses de cristallographie et de modélisation, Ngo
et al. proposent que la fixation du FVilla a la membrane permet un changement
conformationnel qui augmente I'affinité du FVllla et du FIXa. De méme, la fixation du FIXa a la
membrane entrainerait une modification de son angle par rapport a la surface, en faveur de
son interaction avec le FVllla. L'interaction entre le FVllla et le FIXa s'effectue a travers les
domaines A du FVllla, principalement par le domaine A3, qui possede une haute affinité pour
le FIXa (Kd = 14.8 + 3.2 nM). Le domaine A2 posséde une affinité plus faible (Kd = 300 nM)
(Lenting et al., 1994; Ngo et al., 2008). La formation du complexe FVllla/FIXa a la surface
membranaire prolonge de 10 fois la demi-vie du FVllla. En effet, le FIXa stabilise I'interaction
entre le domaine A2 et I'hétérodimere A1/A3-C1-C2 du FVllla (Figure 5D), réduisant le taux de
dissociation du domaine A2 et augmentant par 10 'affinité de ce domaine avec I’'hétérodimere
A1/A3-C1-C2 (Fay, 2004; Saenko et al., 1999a). Le domaine al est important pour la bonne
orientation du domaine A2 pour sa fixation au FIXa (Fay, 2004). Le réle du FVllla dans ce
complexe est d’augmenter la constante catalytique (Kcat) et de diminuer la constante de
Mickaelis (Km) du FIXa. Le FVllla, et principalement le domaine A2, augmente 10° fois la

constante catalytique du FIXa (Fay, 2004; Venkateswarlu, 2010). Les mécanismes par lesquels
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le FVIlla augmente |'efficacité catalytique (rapport Kcat/Km) pour la génération de FXa sont peu
connus. Le site actif du FIXa est relativement éloigné de la surface membranaire, a environ 7
nm. Le domaine A2 interagit avec ce domaine catalytique, et est capable de moduler son

activité par des mécanismes peu connus a ce jour (Fang et al., 2019; Fay, 2004).

Le dernier élément du complexe est le FX, dont les informations concernant son interaction
avec le FVIlla sont peu nombreuses. Le FX va également se fixer a la membrane plasmique par
son domaine Gla, pour interagir avec le FVIllla et le FIXa. La présence du FX augmente par 15
I"affinité du FIXa pour le FVllla. Ce dernier va interagir avec le FX par son domaine Al avec une
affinité modérée (Kd = 1 a 3 uM), ainsi que par son domaine C2. Par ailleurs, le domaine Al
interagit avec le domaine catalytique du FX (Ahmad and Walsh, 2005; Fay, 2004; Lapan and Fay,
1997; Nogami et al., 1999).

Ce complexe tenase est donc un élément clé pour I'amplification de la cascade de coagulation.
Dans ce complexe, le FVllla va faciliter 'interaction entre le FX et le FIXa, et va augmenter

I"efficacité catalytique du FIXa pour I'activation du FX en FXa (Figure 6B).

c. Inactivation du FVilla

Pour diminuer l'activité du complexe tenase, une des options est d’inactiver le FVllla.
Différentes voies ont été identifiées : 1) dissociation spontanée, 2) dégradation protéolytique

médiée par les protéines aPC, FXa, FIXa et la plasmine (Lenting et al., 2010).

Le FVllla étant une molécule hétérotrimérique instable, une dissociation spontanée du
domaine A2 est possible, due a la réversibilité et la faiblesse de I'interaction entre ce domaine
et les domaines A1/A3-C1-C2. Néanmoins, cette dissociation est inhibée par la présence de FIXa
et de phospholipides. Une faible concentration en sels permet d’améliorer la stabilité de
I'interaction avec le domaine A2, et augmente la conversion de FX en FXa environ 8 fois par

rapport a une concentration physiologique (Wang et al., 2003).

L'inactivation protéolytique du FVllla est le résultat du clivage de I’Arg336 et de I’Arg562 médié
par la protéine aPC en présence de la protéine S, son cofacteur (Figure 5E). L'aPC est
I'inactivateur majeur de la protéine FVllla. Il se fixe au niveau du domaine A3 de la protéine
(Lenting et al., 2010; Wang et al., 2003). Son clivage en position Arg562 résulte en la perte du

site de fixation au FIXa situé au niveau du domaine A2. Néanmoins, le FIXa protége
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spécifiguement le clivage du FVllla au niveau de I’Arg562, mais cet effet est aboli en présence
de la protéine S (Fay, 2004; Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016; Pipe, 2009). Le clivage de
I’Arg336 implique la libération de la région al, altérant les interactions électrostatiques entre
le domaine A2 et le reste de la protéine, et perturbant l'interaction entre le domaine A2 et le
FX. Ce clivage rend alors la protéine moins efficace et plus instable (Fay, 2004; Lenting et al.,
2010). Une autre protéase a considérer est le FIXa. Dans le processus de dégradation, il faut
prendre en compte que le FIXa joue 2 roles opposés. D'un coté le FIXa protége le FVllla de la
dégradation et stabilise la protéine. D'un autre c6té, le FIXa peut inactiver le FVllla par
protéolyse de I’Arg336, mais aussi de ’Arg1719 entrainant la perte d’affinité du FVllla pour le
FIXa (Figure 5E) (Fay, 2004; Lenting et al., 1998, 2010). De méme, le FXa est capable a la fois
d’activer le FVIII et de I'inactiver. En effet, il est capable de cliver I’Arg336, ainsi que la Lys36,
altérant la conformation du domaine A1l (Figure 5E). Le FXa interagit avec FVllla par la région
al (Nogami et al., 2003). Par ailleurs, la plasmine clive également I’Arg336 et la Lys36 (Lenting
et al., 2010).

L'inactivation de la protéine FVIII est importante pour limiter I'activité du complexe tenase. Par
la suite, le FVIIl inactivé va étre éliminé de la circulation par son internalisation par divers types

cellulaires (Lenting et al., 2010).

6) La clairance du FVIII

La majorité du FVIII est probablement éliminée de maniére dépendante du VWF. Toutefois, les
meécanismes de clairance du FVIII non activé, des sous unités dégradées ou du complexe FVIII-
VWF ne sont que partiellement caractérisés (Swystun et al., 2018, 2019a). Des études animales
utilisant du FVIII radiomarqué montrent que le foie et la rate sont les sites majeurs pour la
clairance du complexe FVIII-VWF, ainsi que les macrophages (Navarrete et al., 2009; van
Schooten et al.,, 2008). Durant les deux derniéres décennies, différents récepteurs impliqués

dans la clairance du FVIIl ont été décrits.

a. LRP1

Il est bien établi que le récepteur hépatique majeur responsable de la clairance du FVIIl est le

low-density-lipoprotein-receptor (LDLR) - related protein 1 (LRP1), membre de la famille des
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LDLR, capable de reconnaitre de nombreux ligands. C'est un récepteur endocytique
abondamment exprimé dans le foie, principalement au niveau des hépatocytes et des
macrophages résidants (Young et al., 2016). L'identification de ce récepteur comme étant
impliqué dans la clairance du FVIII a été initialement reportée par Saenko et al, et Lenting et al,
en 1999. Ces études montrent une interaction directe entre le FVIII et le récepteur LRP1, qui
n’est pas inhibée par la présence de VWF, suggérant que la fixation du complexe est possible.
lls notent que les cellules exprimant LRP1 sont capables d’internaliser du FVIII radiomarqué,
contrairement a des cellules déficientes en LRP1. Par ailleurs, I'internalisation du FVIII par LRP1
est inhibée de 70% en présence de la protéine RAP (receptor-associated protein), antagoniste
prévenant la fixation d’un ligand sur LRP1 (Lenting et al., 1999; Saenko et al., 1999b). Sarafanov
et al, montrent in vitro et in vivo que l'internalisation du complexe radiomarqué FVIII/VWF par
LRP1 est favorisée en présence d’HSPG a la surface membranaire. En effet, I'inhibition
simultanée d’HSPG et de LRP1 entraine une prolongation de la demi-vie du FVIII plus
importante que l'inhibition de LRP1 seule (Sarafanov et al., 2001). En 2003, Bovenschen et al,
confirment I'importance du récepteur LRP1 dans la clairance du FVIII, en démontrant qu’une
délétion hépatique du géne LRP1 chez la souris entraine un doublement de la concentration
plasmatique de FVIIl, retarde de maniere significative la clairance de FVIII injecté en
intraveineux, et augmente sa demi-vie (Bovenschen et al., 2003). Plus tard, ces auteurs
montrent que LRP1 régule le taux de FVIII plasmatique également avec la contribution du
récepteur LDLR (membre de la famille des LDLR), grace a des souris déficientes en LRP1 et LDLR.
lls observent une augmentation synergique de la concentration plasmatique et de la survie du
FVIII chez ces souris, suggérant que les LDLR contribuent au catabolisme du FVIII in vivo

(Bovenschen et al., 2005b).

Néanmoins, en présence de RAP la clairance du FVIII est inhibée a hauteur de 70%, signifiant
qu’il existe d’autres mécanismes impliqués dans la clairance du FVIII (Lenting et al., 1999; Pipe,

2009).

b. ASGPR

L’ASGPR (asialoglycoprotein receptor) est un membre de la famille des lectines de type-C (c’est-
a-dire dépendant du calcium), abondamment exprimé dans les hépatocytes, ainsi que dans les

cellules dendritiques et potentiellement les monocytes (Bovenschen et al., 2005a; Gu et al.,
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2019; Harris et al., 2012). Il est impliqué dans la fixation et I'endocytose de glycoprotéines de
la circulation sanguine. En 2005, Bovenschen et al. montrent que le FVIII, plus particulierement
son domaine B, se fixe a ’ASGPR de maniere dose-dépendante et avec une haute affinité (Kd =
2 nM). Un traitement enzymatique par |'endoglycosidase F abolit complétement les
interactions entre FVIII et ASGPR, montrant que les N-glycosylations présentes sur le FVIII sont
responsables de I'interaction. Par ailleurs, des analyses de clairance chez la souris ont révélé
que la demi-vie du FVIII dans la circulation sanguine augmente en présence de I’ASOR (ASGPR-
antagonist asialo-orosomucoid), un antagoniste des ASGPR. Néanmoins, l'importance
physiologique de cette interaction n’est pas connue, étant donné le role prédominant que joue
le récepteur LRP1. L'hypothése de I'équipe est que I’ASGPR joue un réle dans le contréle qualité
du FVIII aprés sa sécrétion, en fixant et internalisant les molécules de FVIII incomplétement N-

glycosylées (Bovenschen et al., 2005a; Pipe, 2009).

c. Siglec-5

Siglecs (sialic-acid-binding-immuniglobulin-like-lectines) est une famille de récepteurs
comprenant 14 membres, ayant chacun une affinité pour différents types de structures et de
conformations d’acide sialique. Ils sont majoritairement exprimés par les cellules d’origine
hématopoiétique comme les neutrophiles, les lymphocytes B, les monocytes, les cellules
dendritiques et les macrophages. Chaque Siglec est exprimé préférentiellement sur un nombre
limité de cellules. Par exemple, Siglec-5 est exprimé par les monocytes/macrophages (y compris
par des lignées comme THP-1 et U937), les neutrophiles et les lymphocytes B. Etant donné que
les macrophages sont importants pour la clairance du FVIII, et que le FVIII et le VWF présentent
des structures sialylées, Pegon et al. (2012) se sont intéressés a Siglec-5 comme récepteur
potentiel de la clairance de ces glycoprotéines (Pegon et al., 2012; van Schooten et al., 2008).
L’équipe a analysé la fixation de VWF et FVIII sur une protéine Siglec-5 purifiée, ainsi que sur
des cellules exprimant Siglec-5 in vitro. Les résultats montrent une interaction de Siglec-5 avec
le FVIII ainsi que le VWF. Un traitement du VWF avec une sialidase résulte en une perte totale
de l'interaction entre VWF et Siglec-5, suggérant que l'interaction est dépendante de I'acide
sialique. A l'inverse, ce traitement n’affecte pas I'interaction entre FVIII et Siglec-5. Par ailleurs,
ils observent une co-localisation de VWF et de FVIII avec des marqueurs endosomaux,

suggérant que la fixation des protéines au récepteur Siglec-5 est suivie par I'endocytose de
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celles-ci. Enfin, ils observent une diminution significative de la concentration en FVIII/VWF chez
des souris sur-exprimant Siglec-5 dans leurs hépatocytes. Ces résultats suggerent que le FVIII
et le VWF peuvent étre des ligands de Siglec-5 et que ce dernier peut contribuer a la régulation
de la concentration plasmatique de VWF et FVIII, ainsi que du complexe FVIII/VWF (Pegon et
al., 2012).

d. Stabiline-2

La stabiline-2 (STAB-2) est un récepteur scavenger membre de la famille des lectines de type-
C. Il est exprimé par les cellules endothéliales sinusoidales du foie (LSEC) et de la rate, ainsi que
par des cellules immunitaires comme les macrophages. C'est un récepteur de clairance pour
des glycosaminoglycanes comme |'acide hyaluronique (Lee et al., 2011; Swystun et al., 2018).
Une mutation du récepteur STAB-2, diminuant son expression, est associée a une
augmentation d’environ 30% de la concentration plasmatique du FVIII et du VWF, suggérant
gu’il est impliqué dans la régulation du taux de ces protéines (Huffman et al., 2015). En 2018,
Swystun et al. observent que 'interaction entre STAB-2 et FVIII est faible en absence de VWEF.
Des analyses de clairance sur des souris n’exprimant pas STAB-2 ou VWF ont mis en évidence
que la clairance du FVIII par STAB-2 est dépendante de la présence de VWF. STAB-2 est un
récepteur capable d’internaliser le VWF seul, ainsi que le complexe FVIII-VWF (Swystun et al.,

2018).

e. CLEC4M

CLEC4AM (C-type lectin domain family 4 member M) est également un membre de la famille des
lectines de type-C, exprimé par les LSEC (Swystun et al., 2018). Il a été caractérisé comme étant
un récepteur de clairance du VWF, en le fixant par ses N-glycanes pour son internalisation (Rydz
etal., 2013). CLECAM est également décrit comme un récepteur d’adhérence a des pathogénes
comme le VIH (virus de I'immunodéficience humaine) (Bashirova et al., 2001). Récemment,
Swystun et al. se sont intéressés a la capacité de CLEC4M d’agir comme un récepteur
d’endocytose du FVIII, en présence ou non du VWEF. Par l'utilisation de HEK293 exprimant
CLEC4M in vitro, ils ont mis en évidence que le FVIII se fixe sur ce récepteur par ses N-glycanes,

et qu’il est internalisé et dégradé dans les lysosomes. Des analyses de la clairance sur des souris
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n’exprimant ni le FVIII ni le VWF, mais exprimant CLEC4M au niveau hépatique, montrent que
le FVIII recombinant injecté est internalisé dans les LSEC exprimant CLECAM. Ces résultats
suggérent que CLECAM est un nouveau récepteur de la clairance du FVIII, ayant une interaction
dépendante de I'exposition des N-glycanes, en présence ou absence du VWF (Swystun et al,,

2019a).

f. SCARA5

SCARAS (Scavenger receptor class A member 5) est une protéine membranaire de type II,
composée d’une région C-terminale intracellulaire, d’une région transmembranaire, et d'un
domaine extracellulaire en région N-terminale, composé d’un domaine collagéne et d’un
domaine SRCR (scavenger receptor cystein rich) (Jiang et al., 2006). SCARAS forme un trimére
a la surface membranaire, et semble étre exprimé par de nombreux tissus comme la rate, le
cceur ou le cerveau (Li et al., 2009; Ojala et al., 2013). SCARAS est décrit comme pouvant fixer
et internaliser le VWF seul ou en complexe avec le FVIII. Toutefois, le FVIII seul n’est pas capté

et internalisé par SCARAS (Swystun et al., 2019b).
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Il. Le facteur de von Willebrand

Le facteur de von Willebrand (VWF) est une glycoprotéine plasmatique multimérique ayant un
réle central dans l'activation plaquettaire et la coagulation (Lenting et al., 2015). Il a été
découvert en 1973 par Weiss et son équipe, qui l'identifie comme étant le « facteur de
rétention des plaquettes » responsable de la maladie de von Willebrand (Weiss et al., 1973).
En effet, une altération fonctionnelle et/ou quantitative de I'expression du VWF est
responsable de la maladie de von Willebrand, le trouble hémorragique héréditaire le plus

commun (Leebeek and Eikenboom, 2016a).

1) Structure du géne VWF

En 1985, 4 équipes clonent pour la premiere fois le gene VWF de maniere indépendante
(Ginsburg et al., 1985; Lynch et al., 1985; Sadler et al., 1985; Verweij et al., 1985). Le gene VWF
est situé sur le bras court du chromosome 12 en position 12g13.3, et s’étend sur
approximativement 178 kb (Shelton-Inloes et al., 1987). Il est composé de 52 exons de tailles
variant de 40 pb (exon 50) a 1379 pb (exon 28), et de 51 introns de tailles variant de 97 pb
(intron 29) a environ 19,9 kb (intron 6) (Tableau VII) (Ginsburg, 1991; Mancuso et al., 1989).
L'épissage génere un ARN messager d’environ 9 kb, traduit en un précurseur polypeptidique

monomeérique de 2813 acides aminés (Verweij et al., 1986).

En 1991, Mancuso et al, distinguent un pseudogéne non fonctionnel nommé VWFP sur le bras
long du chromosome 22 en position 22g11-g13. Ce pseudogéne, ayant une taille d’environ 21
a 29 kb, correspond aux exons 23 a 34 du gene VWF avec une homologie de séquence de 97%.

Etant non fonctionnel, son réle n’est pas connu (Mancuso et al., 1991).

2) Origine du VWF

Contrairement au FVIII, I'origine cellulaire du VWF est bien connue. La biosynthése de VWF in
vivo est restreinte aux cellules endothéliales et aux mégacaryocytes (Jaffe et al., 1974; Sporn et
al., 1985). Le VWF synthétisé par les mégacaryocytes est stocké dans les a-granules des
plaguettes. Cependant, le VWF synthétisé par les cellules endothéliales est soit directement

secrété dans le plasma, soit stocké dans les corps de Weibel-Palade (Sporn et al., 1985; Wagner
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et al., 1982). Néanmoins, les cellules endothéliales représentent le site majeur de production
du VWF plasmatique. Des études histologiques chez le porc montrent une expression plus
importante de VWF au niveau des cellules endothéliales veineuses par rapport aux cellules
endothéliales artérielles (Wu et al., 1987). Chez la souris, Yamamoto et al. montrent que la
sécrétion est plus abondante dans les vaisseaux larges. De plus, les tissus pulmonaires et
cérébraux contiennent 5 a 50 fois plus d’ARNm de VWF par rapport aux tissus hépatiques et

rénaux (Yamamoto et al., 1998).
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Tableau VII: Taille des exons et des introns (en paires de bases) composant le géne VWF

Exons Taille (bp) Introns Taille (bp)
1 250 1 1224
2 55 2 1803
3 165 3 10205
4 103 4 283
5 209 5 14789
6 125 6 19908
7 217 7 1593
8 123 8 1176
9 112 9 987
10 47 10 6023
11 137 11 752
12 139 12 1191
13 101 13 4909
14 196 14 776
15 216 15 4073
16 241 16 5725
17 95 17 2271
18 161 18 7799
19 104 19 1561
20 139 20 3109
21 135 21 1955
22 147 22 3295
23 141 23 212
24 114 24 1792
25 157 25 732
26 159 26 704
27 136 27 2156
28 1379 28 1494
29 117 29 97
30 141 30 283
31 144 31 2443
32 165 32 1350
33 44 33 292
34 178 34 15394
35 221 35 1394
36 193 36 211
37 342 37 1843
38 200 38 6153
39 103 39 443
40 75 40 1790
41 105 41 1158
42 206 42 5525
43 150 43 4401
44 111 44 2207
45 181 45 1043
46 41 46 524
47 117 47 13891
48 99 48 976
49 129 49 507
50 40 50 1960
51 98 51 582
52 330

Tableau issu de la base de données EAHAD
(https://grenada.lumc.nl/LOVD2/VWF/home.php?select db=VWF)



https://grenada.lumc.nl/LOVD2/VWF/home.php?select_db=VWF

3) Biosynthese et structure de la protéine VWF

a. Structure primaire

La premiére séquence nucléotidique du VWF a été décrite en 1986 (Bonthron et al., 1986). Le
précurseur polypeptidiqgue monomérique de 2813 acides aminés est nommé pré-pro-VWF,
dont les 22 premiers acides aminés constituent le peptide signal. Il est composé de 15
domaines : D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK, ou les domaines D1-D2 de 741
acides aminés représentent le pro-peptide (Figure 7A). Le VWF mature est alors composé de
2050 acides aminés, du domaine D’ au domaine CK (Brehm, 2017; Pannekoek and Voorberg,
1989; Zhou et al., 2012). La séquence VWF comprend une grande quantité de résidus cystéine
(232 résidus sur 2813), environ 8,3% de plus que la moyenne des autres protéines humaines
(Shapiro et al., 2014; Titani et al., 1986). Ces résidus sont majoritairement retrouvés au niveau
des extrémités C et N-terminales. lls sont tous impliqués dans la formation de ponts disulfures
intra- et inter-chafnes, qui ont un réle important dans le repliement de la protéine, et sa
multimérisation (Shapiro et al., 2014). Toutefois, certains ponts disulfures du VWF sont
sensibles a la réduction, et peuvent étre convertis en thiols libres une fois la protéine sécrétée

(Li et al., 2008).

Les domaines D1, D2 et D3 contiennent tous un domaine von Willebrand D (VWD), une
structure cystéine-8 (C8), une structure trypsin-inhibitor-like (TIL) et un module E. Le domaine
D’ ne possede ni domaine VWD, ni de structure C8. Le domaine D4 ne posséde pas de module
E mais comprend une séquence spécifique D4N (Zhou et al., 2012). Les domaines D’'D3
contiennent des sites de fixation pour le FVIII, la P-sélectine et I'intégrine 2 (Lenting et al.,
1998; Michaux et al., 2006; Pendu et al., 2006). Le domaine D4 contient un site de fixation a
ADAMTS13, une métalloprotéase ayant pour role de controler la taille des multimeres de VWF

(Figure 7A) (Crawley et al., 2011).

Les domaines C sont riches en cystéine, formant chacun deux sous-domaines riches en ponts
disulfures, essentiels a la bonne conformation de la protéine et sa dimérisation. Les 6 domaines
C en tandem donnent une grande flexibilité au VWF (Springer, 2014; Zhou et al., 2012). Les
domaines C contiennent des sites de fixation pour la fibrine, et aux intégrines allbf3 et avp3

(Figure 7A) (Beacham et al., 1992; Keuren et al., 2004).

Les domaines A, contrairement aux autres, comportent seulement deux résidus cystéines

chacun. Ces résidus sont responsables des structures en boucle des domaines Al (entre la
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Cys1272 et la Cys1458) et A3 (entre la Cys1686 et la Cys1872). Le domaine A2 est le seul
domaine du VWF qui en est dépourvu, en raison de la position adjacente des deux cystéines
(Cys1669 et Cys1670). Cette particularité structurale confere au domaine A2 une capacité
d’élongation en présence de forces de cisaillement élevées (Marti et al., 1987). Les domaines
Al et A3 contiennent de nombreux sites de fixation, dont le récepteur GPIb, I'ostéoprotégérine,
les différentes fibres de collagene ou la thrombospondine (Figure 7A) (Fujimura et al., 1986;
Pareti et al., 1987; Pimanda et al., 2004; Shahbazi et al., 2007). Le domaine A2 contient le site

de clivage effectué par ADAMTS13, entre la Tyr1605 et la Met1606 (Dent et al., 1990).

Le domaine CK (cystein-knok) est riche en cystéine et en ponts disulfures, et est nécessaire pour
la dimérisation du VWF (Katsumi et al., 2000; Marti et al., 1987). Il contient également des sites
de fixation pour le CTGF (connective tissue growth factor) et I'lGFBP7 (insulin-like growth factor

binding protein 7) (Figure 7A) (van Breevoort et al., 2012; Pi et al., 2012a).

Tous ces domaines sont organisés de maniére compacte, nécessitant les parties C et N-

terminales pour une sécrétion optimale (Zhou et al., 2012).

b. Dimérisation et multimérisation

Le pré-pro-VWF subit de nombreuses modifications post-traductionnelles. Aprés le clivage du
peptide signal par la furine lors de sa translocation dans le réticulum endoplasmique, les
monomeres de pro-VWF subissent un grand nombre de N-glycosylations, puis s’assemblent en
dimére de pro-VWF (Figure 7B). Cette dimérisation s’effectue a pH 7,4 par la formation d’une
liaison covalente, impliquant 3 ponts disulfures inter-chaines via les domaines C-terminaux
cystein-knok (CK) (Katsumi et al., 2000). La localisation structurale de ces 3 ponts les protege
de la réduction, rendant les dimeres hautement stables (Zhou and Springer, 2014). La
maturation continue dans l'appareil de Golgi; ou la chute du pH (pH = 6,2) entraine une
modification conformationelle importante des dimeres, favorisant I'association homolatérale
du pro-peptide D1-D2, ainsi que des domaines A2, A3, D4 et des domaines C. A ce stade, les
dimeres de pro-VWF adoptent une conformation nommée « dimere en bouquet », et vont
subir des O-glycosylations (Figure 7B) (Lenting et al., 2015; Springer, 2014; Wagner et al., 1987;
Zhou et al., 2011).
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Par la suite, une multimérisation s’effectue par la formation de ponts disulfures entre les
domaines D3 des dimeéres de pro-VWF. La présence du pro-peptide D1-D2 et du domaine D’
est cruciale dans cette multimérisation pour deux raisons. Premiérement, ces domaines
servent pour le bon alignement des diméres de pro-VWF, facilitant donc l'interaction des
domaines D3. Deuxiemement, le pro-peptide posseéde une activité disulfide isomérase, qui va
alors catalyser la formation des ponts disulfures (Mayadas and Wagner, 1989). Les dimeéres en
bouguet s’assemblent autour d’une hélice correspondant aux tubules des corps de Weibel-
Palade. Cette configuration favorise la compaction des multiméres essentiels a son stockage
(Figure 7C) (Springer, 2014; Zhou et al., 2011). Le processus de multimérisation génére un pool
hétérogene de multiméres de pro-VWF, de tailles variant entre 2 et plus de 60 monomeres de
250 kDa (Badirou et al., 2010; Jaffe et al., 1974). Le processus prend fin lors du clivage du pro-
peptide par une furine dans le réseau trans-golgien, qui reste néanmoins fortement associé de

maniére non-covalente (Figure 7D)(Rehemtulla and Kaufman, 1992; Springer, 2014).
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Figure 7 : Structure de la protéine VWF. A) Représentation de la structure primaire de la protéine VWF
de 2813 acides aminés, avec différents sites de fixation protéiques. PS correspond au peptide signal, et
D1-D2 correspond au pro-peptide. Les sites de clivage sont représentés par les triangles de couleur,
jaune pour la furine, et rouge pour ADAMTS13. B) La dimérisation par le domaine CK s’effectue dans le
réticulum endoplasmique. La compaction du VWF en structure « bouquet » s’effectue dans I'appareil
de Golgi. C) Les dimeres en bouquets s’assemblent autour d’une hélice correspondant aux tubules des
corps de Weibel-Palade, dans le réseau trans-golgien. D) Clivage du pro-peptide par une furine dans le
réseau trans-golgien, qui reste néanmoins fortement associé de maniére non-covalente (Lenting et al.,

2012, 2015; Springer, 2014).
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c. Glycosylations

Durant sa synthese, le VWF est sujet a de nombreuses modifications post-traductionnelles,
incluant des glycosylations, cruciales pour le cycle de vie du VWF. Au niveau du réticulum
endoplasmique, le pro-VWF subit 17 N-glycosylations, dont 4 sont localisées sur le pro-peptide
(Canis et al., 2012; Lenting et al., 2015). Dans I'appareil de Golgi, 10 O-glycosylations sont
ajoutées au VWF (Canis et al.,, 2010; Samor et al., 1989). Ces glycosylations subissent des
maturations extrémement variables, principalement au niveau des N-glycosylations ou I'on
recense plus de 300 structures différentes (Canis et al., 2012). En effet, plus de 90% des
glycanes sont recouverts par un résidu acide sialique, impliqué dans la clairance du VWF. Une
partie des O-glycosylations présente 2 a 3 résidus d’acides sialiques. De plus, 10 N-glycanes
monosulfatés ont été identifiés sur le VWF circulant, dont la fonction n’est pas connue (Canis
et al., 2010, 2012). Par ailleurs, approximativement 13% des N-glycanes et 1% des O-glycanes
des VWF matures provenant des cellules endothéliales portent des déterminants antigéniques

des groupes sanguins (Matsui et al., 1992).

La composition oligosaccharidique du VWF differe selon I'origine cellulaire de la glycoprotéine.
En effet, le VWF plaquettaire est 50% moins sialylé, et n’exprime pas I'antigéne A et B, tandis
que I'antigéne H est exprimé normalement (McGrath et al., 2013). De plus, contrairement aux
VWF endothélial et plasmatique, le VWF plaquettaire n’est pas retrouvé associé au FVIII dans

les a-granules (McGrath et al., 2010; Shi et al., 2006; Yarovoi et al., 2003).

4) Stockage et sécrétion du VWF

Apres la synthese, les multiméeres de VWF sont transportés dans les organelles de stockage des
mégacaryocytes/plaquettes (a-granules) et des cellules endothéliales (corps de Weibel-Palade)
(Sporn et al., 1985; Wagner et al., 1982). Ces deux organelles de stockage différent I'un de
I"autre par leur dépendance au VWF pour leur formation. En effet, les a-granules sont capables
de se former en absence de VWF, tandis que la formation des corps de Weibel-Palade est
strictement dépendante de la présence du VWF (Haberichter et al., 2005; Lenting et al., 2015).
Par ailleurs, les mécanismes de sécrétion different également en fonction de I'origine cellulaire

du VWF (Lenting et al., 2015).
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La sécrétion plaquettaire de VWF s’effectue suite a I'activation plaquettaire effectuée par I’ADP
ou la thrombine (Figure 8) et représente une contribution mineure a la concentration
plasmatique de VWF (Broos et al., 2011; Golebiewska and Poole, 2015). Les cellules
endothéliales vont soit stocker le VWF dans les corps de Weibel-Palade, soit le libérer
directement dans le plasma (Wagner et al., 1982). Concernant le VWF stocké, il existe deux
voies distinctes pour la libération du VWF endothélial : une voie constitutive et une voie régulée
(Sporn et al., 1986; Tsai et al., 1991). La voie constitutive est majoritaire (van den Biggelaar et
al., 2014, Giblin et al., 2008; Nightingale and Cutler, 2013). Les corps de Weibel-Palade ont des
mouvements aléatoires dans le cytoplasme (Romani de Wit et al., 2003). Chaque mouvement
peut conduire le corps en périphérie de la cellule, entrainant potentiellement sa fusion avec la
membrane plasmique, et donc la libération du contenu dans I'espace extracellulaire (au niveau
du sang ou du tissu sous-endothélial). Le VWF circulant est principalement issu de ce
mécanisme de fusion aléatoire (Lenting et al., 2015). Toutefois, cette voie de sécrétion est
insuffisante pour produire une grande quantité de VWF, nécessaire a I'agrégation plaquettaire
lors de I’hémostase (André et al., 2000; Dong et al., 2002). Pour une sécrétion massive de corps
de Weibel-Palade, |'activation des cellules endothéliales par différents stimuli est nécessaire. Il
s’agit de stimuli inflammatoires comme l'interleukine-1 (Bevilacqua et al., 1984) ; de stimuli
provenant de plaquettes activées comme I’ADP, I'histamine ou I'épinéphrine (McGrath et al.,
2010) ; de la thrombine (Storck et al., 1995) ou encore de la vasopressine, dont un analogue (la
desmopressine) est cliniguement utilisé comme traitement d’une forme modérée de la maladie
de von Willebrand (Mannucci and Cattaneo, 1992). D’un point de vue macroscopique, on peut
distinguer 3 étapes dans la sécrétion de ces corps: 1) les corps de Weibel-Palade se
concentrent au niveau de la zone périnucléaire de la cellule endothéliale (événement plus ou
moins prononcé en fonction du stimulus) (Romani de Wit et al., 2003) ; 2) formation de plaques
enrichies en VWF, probablement dues a la fusion de plusieurs corps de Weibel-Palade, et
formation d’une capsule de sécrétion (Romani de Wit et al., 2003; Valentijn et al., 2010) ; 3)
Sécrétion de faisceaux de multiméres de VWF hautement pro-agrégant plaquettaire (André et

al., 2000; Dong et al., 2002).

Le VWF est la plus grande protéine humaine dans la circulation sanguine (Ruggeri and Ware,
1993), avec une taille pouvant atteindre 15um apres élongation due aux forces de cisaillement

(Schneider et al., 2007). Sa taille dans la circulation est soumise a un mécanisme de régulation.
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En effet, alors que dans les vésicules de stockage la taille des multiméres peut s’élever jusqu’a
60 sous-unités dimériques, dans la circulation ils n’atteignent pas plus de 30 sous-unités
dimériques (Springer, 2011). Ce mécanisme de régulation impliqgue majoritairement la
métalloprotéinase ADAMTS13. Les forces de cisaillement en condition de flux (Tsai, 1996)
entrainent I'exposition du site de clivage du VWF situé au niveau du domaine A2 (Tyr1605-
Met1606) (Dent et al., 1990; Furlan et al., 1996). ADAMTS13 se fixe au niveau du domaine A2
et D4 pour effectuer le clivage du VWF (Gao et al., 2006).

5) La clairance

La demi-vie du VWF dans la circulation sanguine varie entre 4,6 a 26h en fonction des individus
(Brown et al., 2003; Sztukowska et al., 2008). Le déterminant majeur de cette variabilité inter-
individu est probablement |a variabilité des structures des glycanes, en particulier la présence
des déterminants de groupes sanguins. En effet, les individus de groupes non-0 présentent une
demi-vie du VWF plus longue que les individus du groupe O, aprés un traitement a la

desmopressine (Gallinaro et al., 2008; Gill et al., 1987).

La clairance du VWF plasmatique s’effectue principalement au niveau hépatique et splénique,
selon une cinétique indépendante de la taille des multimeéres (Badirou et al., 2010; Casari et al.,
2013a). Les cellules majoritairement impliquées dans la clairance du VWF sont les macrophages
(Casari et al., 2013b; Castro-Nufiez et al., 2012; van Schooten et al., 2008) ainsi que les cellules
endothéliales comme les LSECs (Swystun et al., 2018) et les hépatocytes (Grewal et al., 2008).
Les récepteurs impliqués dans la clairance du FVIII sont également ceux impliqués dans la
clairance du VWF : ASGPR (Grewal et al., 2008), LRP1 (Rastegarlari et al., 2012), Siglec-5 (Pegon
et al.,, 2012), CLECAM (Rydz et al., 2013) et STAB-2 (Swystun et al., 2018).

Le VWF circule sous la forme d’une protéine globulaire, avec la majorité de ses glycanes sialylés.
Sous cette forme, le VWF sera reconnu par 5 récepteurs de clairance : CLEC4M, Siglec-5, STAB-
2, SCARAS et SR-Al. CLEC4M, exprimé par les LSEC, se lie aux N-glycanes du VWF pour son
internalisation. Siglec-5, majoritairement exprimé par les macrophages et les hépatocytes,
interagit spécifiquement avec les résidus d’acides sialiques (Pegon et al., 2012; Rydz et al.,
2013). STAB-2, exprimé par les LSEC et les macrophages, a été récemment décrit comme

impliqué dans la clairance du VWF in vivo (Swystun et al., 2018). SCARA5, notamment exprimé
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par les cellules endothéliales sinusoidales spléniques, est décrit comme impliqué dans la
clairance du VWF, bien qu’une déficience en ce récepteur n’altere pas le taux de VWF (Swystun
et al., 2019b). SR-Al (Scavenger receptor class A member |) est un récepteur macrophagique

capable de fixer le VWF, et semble contribuer a sa clairance (Wohner et al., 2018).

Afin d’interagir avec les récepteurs LRP1 et ASGPR, le VWF gobulaire sialylé va devoir subir des
modifications conformationnelles. Une élongation du VWF induite par les forces de cisaillement
permet |'exposition de son site d’interaction (domaines A1-A2-A3) avec le récepteur LRP1
exprimé a la surface des hépatocytes et des macrophages (Castro-Nufiez et al., 2012; Fazavana
et al., 2020; Rastegarlari et al., 2012). De ce fait, I'interaction entre VWF et LRP1 n’intervient
pas en condition statique, et nécessite la présence d’une intensité minimale de forces de
cisaillement (Rastegarlari et al., 2012). Le récepteur ASGPR ne joue pas un réle majeur dans le
processus de clairance du VWF, puisqu’il n’est pas capable d’interagir avec des protéines
fortement sialylées comme le VWF (Grewal et al., 2008; Pipe et al., 2016). Il intervient
essentiellement lorsque le VWF est hyposialylé, aprés 'action d’une sialidase bactérienne ou
de sialyltransférase (Ellies et al.,, 2002). Par ailleurs, le poids, I'age et le régime alimentaire

peuvent également jouer un role dans le niveau de sialylation du VWF (Knezevic et al., 2010).

6) Fonction du VWF dans I'"hémostase

Le VWF joue un rble majeur dans I'"hémostase primaire. Il intervient suite a une breche
vasculaire dans I'adhérence et I'activation plaquettaire au niveau du tissu sous-endothélial via
le récepteur GPIb, puis dans I'agrégation plaquettaire a travers le récepteur allbB3 (Figure 2)
(Broos et al., 2011; Rosenberg et al., 1998). Son role est d’autant plus important dans la
microcirculation, ou les forces de cisaillement sont élevées. En effet, les interactions entre le
collagene sous-endothélial et les récepteurs GPVI et a2B1 ne résistent pas a de telles conditions
rhéologiques, par conséquent |'adhérence et |'agrégation plaquettaire sont effectuées
essentiellement par le VWF (Koster et al., 1995). Le VWF sous-endothélial et plasmatique, lié
au collagéne sous-endothélial par son domaine A3 (Pareti et al., 1987), subit |'action de forces
de cisaillement induisant un changement de conformation du multimere de VWF, d’'une forme
globulaire a étendue (Siedlecki et al., 1996). Ce déploiement permet |'exposition du domaine
Al au récepteur GPIb (Fujimura et al, 1986), dont l'interaction permet de ralentir les

plaquettes, leur roulement et leur adhérence réversible au tissu sous-endothélial (Jackson,
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2007). En plus de son impact sur les plaguettes lors de ’hémostase primaire, le VWF joue
également un réle dans ’hémostase secondaire en interagissant avec le FVIII par ses domaines
D’D1 (Terraube et al., 2010; Wagner, 1990). Cette interaction permet l'augmentation de la
demi-vie et de la biodisponibilité du facteur de coagulation FVIII au site Iésionnel (Pipe et al.,

2016).

Le VWEF est une protéine capable d’interagir avec un grand nombre de molécules différentes,
suggérant son implication dans de nombreuses fonctions biologiques (Lenting et al., 2012;

Randi et al., 2018).
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[ll.  Les différents roles hémostatiques du FVIII et du VWF

L’'hémophilie A et la maladie de von Willebrand sont deux troubles de la coagulation,
fréqguemment associés a une perte osseuse, une altération de I'inflammation et du systéme
vasculaire (Bhat et al., 2015; Nieuwenhuizen et al., 2014; Stephensen and Rodriguez-Merchan,

2013).

Les patients souffrant d’une forme sévere d’hémophilie A présentent des saignements
spontanés, principalement localisés au niveau articulaire (hémarthrose) ou musculaire
(hématome). Des saignements répétés au niveau des articulations peuvent conduire a une
arthropathie hémophilique (Mingot-Castellano, 2019; Zimmerman and Valentino, 2013). Il est
également observé une diminution de la densité minérale osseuse chez I'enfant et I'adulte
(Gerstner et al., 2009; lorio et al., 2010; Stephensen and Rodriguez-Merchan, 2013). Les
patients souffrant d’une forme sévere de la maladie de von Willebrand présentent des
angiodysplasies digestives, entrainant des saignements digestifs (Fressinaud and Meyer, 1993;
Jackson and Gerson, 2014). Certaines formes de la maladie de von Willebrand sont associées a

une diminution du taux de FVIII sanguin (Casonato et al., 2018).

Ces observations a partir d’études cliniques sur I’hnémophilie A et la maladie de von Willebrand,
ainsi que des études in vitro et in vivo révélent des roles extra-coagulants potentiels du FVIII et

du VWF (Samuelson Bannow et al., 2019).

1) Roéle dans I'angiogenese

Le VWF est connu comme étant un marqueur et un régulateur négatif de I'angiogenese. En
2011, Starke et al. démontrent qu’une absence de VWF augmente le processus angiogéne,
illustré par une augmentation de la prolifération de cellules endothéliales in vitro apres
I'inhibition de I'expression de VWF, ainsi qu’in vivo chez la souris déficiente en VWF par une
augmentation de la densité capillaire auriculaire (Starke et al.,, 2011). Etant donné le nombre
important de partenaires du VWF, de nombreux mécanismes potentiels I'impliquant pourraient
influencer la néo-angiogénese. En 2017, Randi et al. proposent un modele ou le VWF régulerait
négativement l'angiogenese par la dérégulation de voies de signalisation pro-angiogénes, a
travers 2 mécanismes principaux : 1) un mécanisme direct en tant que ligand extracellulaire,

impliquant le récepteur avB3 ; 2) un mécanisme indirect par sa capacité a controler le stockage
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d’autres protéines dans les corps de Weibel-Palade, comme |'angiopoiétine-2 ou la galactine-3
(Randi and Laffan, 2017). Le mécanisme direct implique I’association entre VEGF-R2 (vascular
endothelial growth factor receptor 2) et le récepteur avp3 sur les cellules endothéliales,
importante pour le rétrocontrole négatif de la voie VEGF-R2. Or, le VWF contréle I'expression
du récepteur avp3 a la surface des cellules endothéliales en prévenant son internalisation. Son
absence inhibe alors la présence d’avp3 et donc le rétrocontrdle négatif sur la voie VEGF-R2
(Starke et al., 2011). Le mécanisme indirect implique I'incapacité des cellules endothéliales a
former des corps de Weibel-Palade en absence de VWF. La perte des corps de Weibel-Palade
entraine une augmentation de la sécrétion des protéines normalement produites et stockées
dans ces organelles, incluant I'angiopoiétine-2 et la galactine-3. L’angiopoiétine-2 est une
protéine pro-angiogénique, ligand du récepteur Tie-2 (tyrosine kinase with immunoglobulin
and EGF homology domains-2) nécessaire dans la régulation de I'angiogenese (Augustin et al.,
2009). De maniere similaire, la concentration plasmatique de galectine-3, protéine pro-
angiogénique habituellement stockée dans les corps de Weibel-Palade, est augmentée en
absence de VWF (Xu et al., 2017). La galectine-3 induit 'angiogenése par I'intermédiaire de la

voie de l'intégrine avp3 et du VEGF-R2 (Markowska et al., 2010).

Chez les patients hémophiles, I'hnémarthrose peut étre réduite avec un traitement de
substitution, mais pas totalement abrogée (Mingot-Castellano, 2019; Zimmerman and
Valentino, 2013). En effet, malgré un traitement prophylactique au FVIII, 30 a 50% des patients
hémophiles souffrent d’arthropathie hémophilique (Aznar et al., 2009; Jackson et al., 2015;
Schramm et al., 2012). En 2015, Bhat et al. observent chez les souris déficientes en FVIII une
néo-angiogenese synoviale, avec une architecture vasculaire anormale apres I'induction d’une
hémarthrose. Ces observations se traduisent par la formation de vaisseaux larges et irréguliers,
avec une augmentation de I'expression des marqueurs du remodelage vasculaire, comme
I’aSMA (a-smooth muscle actin), I'endogline et le VEGF (vascular endothelium growth factor).
L"équipe émet I’hypothese que ce sont des genes cibles du FVIII, dont la signalisation est régie
par des mécanismes inconnus. Par ailleurs, ce remodelage vasculaire est maintenu plusieurs
mois, et s’effectue également sur I'articulation contrdle, n’ayant pas subi d’hémarthrose
induite. Ce phénomeéne n’est pas observé chez les souris souffrant d’arthrose ou d’arthrite
rhumatoide, suggérant qu’il est spécifiquement lié a la déficience en FVIII (Bhat et al., 2015).

Ces observations sont également retrouvées chez les patients (Acharya et al., 2011; Kidder et
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al., 2016a; Mauser-Bunschoten et al., 2005; Zetterberg et al., 2014). Le degré d’arthropathie
est plus important chez les hémophiles A que les hémophiles B (déficience en facteur IX)
(Melchiorre et al,, 2016). Toutefois, les mécanismes de I'impact du FVIII sur I'angiogenése

restent a définir.

2) Role dans le remodelage osseux

Chez les patients souffrant d’hémophilie A, il est fréqguemment observé une diminution de la
densité minérale osseuse chez I'enfant et 'adulte (lorio et al., 2010; Ulivieri et al., 2018).
Toutefois, un traitement prophylactique avec un FVIII de substitution préserve la densité
minérale osseuse chez les patients souffrant d’'une forme sévére de la pathologie, sans
toutefois I'abroger (Khawaji et al., 2009). Ces observations étaient initialement associées au
développement d’hémarthroses et a la sédentarité des patients hémophiles. Néanmoins, un
lien fonctionnel entre le complexe FVIII/VWF et le remodelage osseux est suspecté depuis

plusieurs années (Baud’huin et al., 2009; Samuelson Bannow et al., 2019).

Le remodelage osseux est contrdlé par la formation et la résorption osseuse, médiée
principalement par les ostéoblastes et les ostéoclastes respectivement. Les mécanismes
moléculaires mis en place dans la résorption osseuse impliquent majoritairement une triade de
protéines : le récepteur RANK (receptor activator of nuclear kappa B), présent a la surface des
ostéoclastes ; son ligand RANKL (RANK ligand); et I'OPG (ostéoprotégérine), un récepteur
leurre de RANKL. La fixation de RANKL sur son récepteur active la différenciation et la
maturation ostéoclastique, induisant la dégradation de la matrice osseuse. Cette dégradation
est limitée par I'action de I'OPG, qui va capter RANKL et bloque sa liaison a RANK, inhibant alors
I'ostéoclastogenése (Shahi et al., 2017). Par ailleurs, en dehors du systéeme osseux, I'OPG est
décrit comme ayant un role pro-angiogénique (Benslimane-Ahmim et al., 2011, 2013a). En
2007, Shahbazi et al. montrent I'existence d’un site d’interaction pour 'OPG au niveau du
domaine A1 du VWF. En 2009, Baud’huin et al. mettent en évidence un rdle direct du complexe
FVIII/VWEF sur la différenciation ostéoclastique. En effet, I'équipe démontre que le complexe
FVIII/VWF inhibe la différenciation ostéoclastique induite par RANKL in vitro. Par ailleurs, le
complexe influence I'OPG, en augmentant son effet inhibiteur de la différenciation
ostéoclastique, ainsi qu’en inhibant son effet anti-apoptotique médié par TRAIL (tumor necrosis

factor-related apoptosis-inducing ligand). L'équipe montre une interaction directe entre le
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complexe FVIII/VWF et RANKL, tandis que les facteurs recombinants seuls n’interagissent pas
avec RANKL. Le complexe est également capable d’interagir avec I'OPG, contrairement au FVIII
seul (Baud’huin et al., 2009). Plus récemment, Taves et al. montrent que les souris déficientes
en FVIII, mais pas les souris déficientes en VWF, développent un phénotype ostéoporotique en
absence d’hémarthrose induite ou de saignement observé. Ce phénotype est exacerbé deux
semaines apres l'induction d’un saignement articulaire (Taves et al., 2019). Toutefois, les

mécanismes de I'impact du FVIII et du VWF sur le remodelage osseux restent a définir.

3) Activités macrophagiques et implication dans I'inflammation

En 2014, Nieuwenhuizen et al. observent une altération de la polarisation macrophagique chez
les souris hémophiles déficientes en FVIII (Nieuwenhuizen et al, 2014). Les
monocytes/macrophages jouent un role important dans l'inflammation, notamment aprés une
|ésion. Aprés leur extravasation de la circulation sanguine, les monocytes se différencient en
macrophages. En présence de cytokines comme I'lFN-y (interféron y), le TNF-a (tumor necrosis
factor—a), ou bien par les LPS (lipopolysaccharides) bactériens, les monocytes se différencient
en macrophage M1, pro-inflammatoires. Ces macrophages vont alors secréter une grande
quantité de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-q, les interleukines IL-6, IL-12, IL-23
ou encore IL-1B. Leur role est d’éliminer les pathogénes par la génération de ROS (reactive
oxygen species), la présentation antigénique ou encore en favorisant la réponse des
lymphocytes Thl et Th17 (Shapouri-Moghaddam et al.,, 2018). En présence d’interleukine IL-
10, IL-4, IL-13 ou encore le TGF-B (tumor growth factor — B), les monocytes vont se différencier
en macrophages de type M2, anti-inflammatoires. Les macrophages M2 sont catégorisés en 4
types : les M2a, activant le remodelage tissulaire et la cicatrisation ; les M2b, ayant un réle
immunorégulateur par I'activation des lymphocytes Treg (T régulateur) et des lymphocytes
Th2 ; les M2c, impliqués dans la phagocytose des corps apoptotiques ; et les M2d ayant un role
pro-angiogéne (Shapouri-Moghaddam et al,, 2018). Dans leur étude, Nieuwenhuizen et al.
montrent que l'induction d’une hémarthrose induit un changement de polarisation des
monocytes sanguins, passant d’'une majorité de monocytes de type M2 a une majorité de
monocytes de type M1, un jour apres I'hémarthrose. Un retour a la normal s’effectue apres 7
jours. Al'inverse, ils observent une diminution des monocytes M1 au niveau de la rate, avec un

retour a la normale apres 7 jours. Toutefois, au niveau de la pulpe rouge de la rate, I'équipe
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constate une diminution durable du nombre de macrophages M2. De plus, ils notent une
augmentation des macrophages M1 et M2 dans le tissu synovial et dans le liquide de lavage de
I"articulation impactée. L’articulation contréle (n’ayant pas subi d’hémarthrose induite) ne
présente pas de variation macrophagique. L'équipe conclut a une altération de la polarisation
macrophagique a la suite d'une hémarthrose chez les souris déficientes en FVII
(Nieuwenhuizen et al., 2014). Toutefois, le réle du FVIII dans la polarisation macrophagique
n’est pas connu. Une étude récente chez les patients hémophiles montre également une
dérégulation de la polarisation macrophagique. En effet, Knowles et al. ont purifié des
monocytes de patients hémophiles et de donneur sain, et induit leur différenciation en
macrophage M1 par un traitement au GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor), ou en macrophage M2 par un traitement au M-CSF (macrophage colony-stimulating
factor). Les monocytes des patients hémophiles ont un taux de polarisation plus faible par
rapport aux donneurs, avec une polarisation dérégulée en réponse au M-CSF, et partiellement
dérégulée en réponse au GM-CSF. Par ailleurs, les monocytes des patients hémophiles
expriment une plus faible quantité de récepteur pour le M-CSF et GM-CSF. Toutefois, cette
étude a été réalisée chez des patients hémophiles A et B sans distinction, par conséquent le

réle du FVIII dans ce trouble n’est pas défini (Knowles et al., 2019).

Contrairement au réle indéterminé du FVIII dans I'inflammation, le VWF est connu pour avoir
un impact direct dans la réaction inflammatoire, notamment sur le recrutement leucocytaire.
En effet, le VWF en complexe avec les plaquettes favorise le roulement et 'extravasation
leucocytaire in vitro (Bernardo et al., 2005; Petri et al., 2010). Pendu et al. montrent que le VWF
peut agir comme une surface adhésive pour des leucocytes, par I'intermédiaire de PSGL-1 (P-
selectin glycoprotein ligand 1) et les intégrines B2 (Pendu et al., 2006). Par ailleurs, afin
d’observer les effets du VWF sur le recrutement leucocytaire, Hillgruber et al. ont induit une
inflammation cutanée chez des souris traitées avec un anticorps bloguant anti-VWF, ou chez
des souris déficientes en VWF. Dans deux modeles distincts, de vascularite induite et de
dermatite de contact irritative, une baisse significative du nombre de leucocytes recrutés a été
observée chez les souris déficientes en VWF et traitées avec l|'anticorps bloquant en
comparaison des souris controles. L'équipe a également montré que la diminution du

recrutement leucocytaire est associée a une diminution de la perméabilité vasculaire. Il est
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intéressant de noter que I'anticorps bloquant anti-VWF n’altere pas |'effet pro-coagulant du

VWEF, le temps de saignement étant inchangé (Lacey et al., 2012).

81



Chapitre 3 : Les différents troubles de la coagulation

La cascade de coagulation est un processus complexe et finement régulé par de nombreux
facteurs de coagulation. Un déficit en I'un des facteurs de coagulation peut entrainer le
développement d’un trouble de la coagulation. Les hémophilies A et B sont les plus communes,
et avec la maladie de von Willebrand, elles représentent environ 95% de I'ensemble des
troubles de la coagulation. Les 5% restant correspondent aux déficits rares de la coagulation

(Menegatti and Peyvandi, 2019; Palla et al., 2015).

|.  Déficits rares de la coagulation

Les déficits en facteur VIII (hémophilie A), et facteur IX (hémophilie B) ou en VWF (maladie de
von Willebrand) représentent 95 a 97% des coagulopathies (Peyvandi et al., 2016a). Les 3 a 5%
restants correspondent aux déficits rares de la coagulation (DRC), un ensemble de pathologies
hémorragiques comprenant les déficits en fibrinogéne, pro-thrombine, facteur V, facteur VII,
facteur X, facteur XI, facteur XlllI, le déficit en facteurs vitamine K-dépendants et le déficit

combiné en FV et FVIII (Menegatti and Peyvandi, 2019).

1) Déficit congénital en fibrinogene

Les déficits congénitaux en fibrinogene sont dus a une baisse de la concentration et/ou de la
fonction du fibrinogene circulant. lls comprennent 2 classes : le type | est un déficit quantitatif,
caractérisé par une absence de fibrinogéne (afibrinogénémie) ou une faible concentration,
inférieur a 1,5 g/L (hypofibrinogénémie) ; le type Il est un déficit qualitatif, associé a un déficit
quantitatif (hypodysfibrinogénémie) ou non (dysfibrinogénémie). Ces pathologies sont
associées a des mutations d’un ou plusieurs génes du fibrinogene : a (FGA), B (FGB), y (FGG),
localisés au niveau du chromosome 4. Le traitement mis en place chez les patients est un
traitement prophylactique de substitution, pouvant étre du fibrinogene recombinant, du
plasma frais congelé, ou du fibrinogéne cryoprécipité (Menegatti and Peyvandi, 2019; de

Moerloose et al., 2013).
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L’afibrinogénémie est extrémement rare, avec une prévalence d’environ 1 / 1 000 000 (de
Moerloose et al., 2013). Les symptomes cliniques d’une afibrinogénémie sont les plus sévéres,
caractérisés par des hémorragies au niveau du cordon ombilical, des épistaxis, hémarthroses,
des saignements mucocutanés (Lak et al., 1999; de Moerloose et al., 2013). Dans 85% des cas,
I'afibrinogénémie se manifeste durant la période néonatale (Lak et al.,, 1999; Peyvandi et al.,
2006). Des saignements spontanés au niveau du systéeme nerveux central ont été recensés, et
ont été responsables du décés des patients (Parameswaran et al., 2000). L’hypofibrinogénémie
est plus fréquente que I'afibrinogénémie. Les patients étant le plus souvent asymptomatiques,
la prévalence est difficile a déterminer (Peyvandi et al., 2012). Toutefois, les femmes présentant
cette pathologie sont plus susceptibles de souffrir d’hémorragie postpartum, ou encore de faire

des fausses couches (Goodwin, 1989).

L’hypodysfibrinogénémie et la dysfibrinogénémie sont plus fréquentes que les désordres de
type I. Les patients souffrant de dysfibrinogénémie sont le plus souvent asymptomatiques.
Toutefois, certains souffrent d’hémorragie suite a des traumatismes, a un accouchement ou a
une opération chirurgicale. Une étude recensant 260 cas de dysfibrinogénémie montre que
55% des patients n"ont pas de complication clinique, 25% montrent des saignements, et 20%
ont une tendance a développer des thromboses veineuses (Haverkate and Samama, 1995;
Menegatti and Peyvandi, 2019). Deux mécanismes peuvent expliquer le développement de
thrombose chez ces patients : 1) le fibrinogene défectueux est incapable de fixer la thrombine,
entrafnant une élévation du taux de thrombine ; 2) le fibrinogéne défectueux forme un caillot
de fibrine, résistant a la dégradation par la plasmine (de Moerloose et al., 2013). Une étude
comparant la dysfibrinogénémie et I’hypodysfibrinogénémie montre que cette derniere a une

tendance plus prononcée a entrainer des thromboses chez les patients (Casini et al., 2017).

2) Déficit congénital en prothrombine

Le déficit en prothrombine est un trouble héréditaire récessif de la coagulation, résultant d’un
déficit en facteur Il nommé « prothrombine ». Cette maladie est due a des mutations du géne
F2, présent au niveau du chromosome 11 et codant pour la prothrombine. C'est un trouble
extrémement rare, touchant environ 1 personne sur 2 000 000. Il existe deux types de déficits
en prothrombine : le type |, ou « hypoprothrombinémie », défini par une concentration

plasmatique inférieure a 10% du taux normal ; et le type I, ou « dysprothrombinémie », défini
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par la production d’une prothrombine dysfonctionnelle avec une concentration normale ou
proche de la normalité (Lancellotti et al., 2013). Une absence compléte de prothrombine ne
semble pas viable, comme le montre la mortalité embryonnaire ou néonatale des modeles
murins déficientes en prothrombine (Mullins et al, 2009). Les patients souffrant
d’hypoprothrombinémie montrent des saignements aggravés aprés une blessure, des
hémorragies des muqueuses, des hématomes et hémarthroses. Toutefois, les patients ayant
un taux de prothrombine supérieur a 30%, ou les patients souffrant de dysprothrombinémie
sont le plus souvent asymptomatiques (Lancellotti et al., 2013; Menegatti and Peyvandi, 2019).
Il nexiste pas de prothrombine recombinante ou de dérivé plasmatique spécifique, par
conséquent, pour les cas séveres, le plasma frais congelé ou le PCC (prothrombin complex

concentrate) sont utilisés comme traitement de substitution (Lechler, 1999).

3) Déficit congénital en facteur V : parahémophilie

Le déficit en facteur V, également nommé parahémophilie, est un trouble héréditaire de la
coagulation, causé par une baisse du taux plasmatique de facteur V. Il est d( a des mutations
du gene F5, présent au niveau du chromosome 1 et codant pour le facteur V. C'est un trouble
autosomique récessif rare, touchant environ 1 personne sur 1 000 000 (Dorgalaleh et al., 2017
Tabibian et al., 2019). Le déficit en FV est catégorisé en trois groupes, en fonction de l'activité
du FV détecté dans la circulation : 1) la forme légére, avec un taux de FV 2 10% ; 2) la forme
modérée, avec un taux de FV < 10% ; et 3) la forme sévére, avec un taux de FV indétectable
(Tabibian et al., 2019; Thalji and Camire, 2013). Les symptomes les plus fréquents sont
I"épistaxis, la ménorragie et les saignements des muqueuses, ainsi que les saignements post-
opératoires (Park et al., 2016). Les hémorragies mortelles, au niveau du systeme nerveux
central, du systeme gastro-intestinal ou les hémarthroses sont plus rarement décrits chez ces
patients (Dorgalaleh et al., 2017). La prise en charge des patients parahémophiles repose sur
un traitement de substitution, utilisant du plasma frais congelé afin de maintenir un taux de FV
supérieur a 20% (Park et al., 2016). Toutefois, le premier concentré de facteur V a été
récemment développé, et semble corriger les parametres comme le «temps de
prothrombine », analysé sur le sang de patients souffrant d’une forme sévere. Ce concentré

n’est pas encore commercialisé (Bulato et al., 2018).
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4) Déficit combiné en facteur V et facteur VIII : FSF8D

Le déficit combiné en facteur V et facteur VIII (F5F8D) est un trouble héréditaire autosomique
récessif de la coagulation di a un déficit en facteur V et en facteur VIII. C'est une pathologie
rare, touchant environ 1 personne sur 1 000 000 (Shao et al., 2019). La plupart des patients
présente un niveau et une activité de FV et de FVIll entre 5 et 30% de la normale, et manifeste
des saignements légers a modérés (Shao et al., 2019; Zhang et al., 2006). Les symptdmes sont
semblables a ceux observés chez les patients souffrant d'une forme modérée d’"hémophilie A,
ou de parahémophilie (Peyvandi et al., 1998a; Seligsohn et al., 1982). Ce déficit peut étre causé
par des mutations de deux génes : le gene LMAN1 présent sur le chromosome 18 et codant
pour la protéine LMAN1 ; et/ou le gene MCFD2 présent sur le chromosome 2 et codant pour la
protéine MCFD2 (Zhang et al., 2006). Ces deux génes sont impliqués dans la sécrétion du FV et
FVIII (Zhang et al., 2005). Les épisodes hémorragiques sont traités de maniére ponctuelle et
pendant une chirurgie, nécessitant une source de FV et de FVIII. Pour le FV, le plasma frais
congelé est utilisé, tandis que pour le FVIII, différentes sources peuvent étre utilisées, comme

le FVIII recombinant ou un dérivé plasmatique (Mumford et al., 2014).

5) Déficit congénital en facteur VIl : hypoproconvertinémie

Le déficit en facteur VII, également nommé hypoproconvertinémie, est le déficit rare de la
coagulation le plus fréquent, avec une incidence allant de 1 /300 000 a 1 / 500 000 (Robinson,
2019). C'est une maladie héréditaire autosomique récessive associée a des mutations du géne
F7 codant pour le facteur VII, présent sur le chromosome 13. Ces mutations peuvent engendrer
une protéine dysfonctionnelle ou une diminution du taux de FVII. Les patients atteints de cette
pathologie peuvent développer des formes sévéeres, modérées ou asymptomatiques, toutefois,
le degré de sévérité n’est pas corrélé aux taux de FVII circulant. Les complications observées
dans les formes sévéres sont des hémorragies du systéeme nerveux central, du systéme gastro-
intestinal, et des hémarthroses (Mariani et al., 2005; Peyvandi et al., 2012). Les symptémes les
plus communs sont des ménorragies et des épistaxis (Peyvandi et al., 1997). Le traitement de
substitution est un facteur VIl actif recombinant, injecté 2 a 3 fois par semaine en raison de sa

demi-vie faible (Mumford et al., 2014; Napolitano et al., 2013).
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6) Déficit congénital en facteur X

Le déficit en facteur X est une maladie héréditaire autosomique récessive de la coagulation,
affectant une personne sur 1 000 000 (Peyvandi et al., 2013). Ce déficit est en lien avec des
mutations du gene F10 codant pour le facteur X et localisées au niveau du chromosome 13
(Chafa et al., 2009). On distingue deux types de déficits en facteur X : le type |, caractérisé par
une diminution de la concentration et de I'activité du facteur X ; le type Il caractérisé par une
diminution de I'activité du facteur X, avec une concentration normale ou proche de la normalité
(Menegatti and Peyvandi, 2009). Les patients souffrant d’'une forme sévere de la pathologie
(activité du FX < 1 %) présentent des saignements du cordon ombilical ou du systeme nerveux
central, ainsi que des hémarthroses, hématomes ou encore des hémorragies gastro-
intestinales. Toutefois, le symptéme le plus fréquent a chaque niveau de sévérité est |'épistaxis
(Herrmann et al., 2006; Peyvandi et al., 1998b). Concernant le traitement, le plasma frais
congelé et le PCC ont été largement utilisés. Récemment, deux concentrés, plus simples
d’utilisation, sont disponibles : un complexe FIX/FX lyophilisé congelé, et un dérivé plasmatique
de facteur X hautement purifié¢, ayant récemment obtenu une autorisation de mise sur le

marché (Austin et al., 2016; Escobar et al., 2016; Karimi et al., 2012).

7) Déficit congénital en facteur XI

Le déficit en facteur XlI, également nommé hémophilie C, est une maladie héréditaire
autosomique de la coagulation, affectant une personne sur 1 000 000 (Duga and Salomon,
2009). Elle est due a des mutations du géne F11 codant pour le facteur Xl et localisées au niveau
du chromosome 14 (Kravtsov et al., 2004). Une forme sévére de la pathologie est caractérisée
par une concentration plasmatique inférieure a 15 Ul/dL. Toutefois, |la sévérité de la pathologie
n’est pas corrélée au génotype, mais au site |ésionnel. En effet, lors d’une lésion au niveau d’un
site avec un haut potentiel fibrinolytique, par exemple au niveau des voies urogénitales ou au
niveau des cavités dentaires apres une extraction, le risque d’hémorragie est augmenté par
rapport a un site avec un potentiel fibrinolytique plus faible (Salomon et al, 2006). Le
traitement de cette pathologie est basée sur des anti-fibrinolytiques, des dérivés plasmatiques
de FXI ou du plasma frais congelé, ainsi que du FVlla recombinant en pré-opératoire (Bolton-

Maggs et al., 2014; Duga and Salomon, 2013).
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8) Déficit congénital en facteur Xl

Le déficit en facteur Xl est une maladie autosomique récessive de la coagulation (Dorgalaleh
and Rashidpanah, 2016). Elle est associée a des mutations d’'un des génes codant pour le
facteur Xl : F13A présent sur le chromosome 6 et codant pour la sous-unité A, ou le F13B
présent sur le chromosome 1 et codant pour la sous-unité B (Board et al., 1992; Saito et al.,
1990). Ce déficit est classifié en trois groupes : type | FXIII-A, type Il FXIII-A, et FXIII-B. Le type |
est un déficit quantitatif résultant en une diminution de la production d’un FXIII-A normal,
tandis que le type Il est caractérisé par une concentration normale ou proche, d’un FXIII-A
défectueux. Le déficit FXIII-B est caractérisé par une diminution de la concentration et de
I"activité du FXIII-B (Kohler et al., 2011). Les déficits en FXIII-A affectent environ une personne
sur 1 a 3 millions (lvaskevicius et al., 2007). Le symptome le plus commun chez les patients
souffrant de déficience en FXIII est I'hémorragie du cordon ombilical. De plus, des hémorragies
intracraniennes sont fréquemment décrites et sont la premiére cause de mortalité chez ces
patients (Anwar et al., 2002; Dorgalaleh et al., 2017; Naderi et al., 2014). Un traitement
prophylactique de substitution est mis en place immédiatement apres le diagnostic, utilisant
du FXIlI recombinant. Néanmoins, si ce facteur recombinant n’est pas disponible, I"utilisation
de FXIII cryoprécipité ou de dérivé plasmatique de FXIIl est possible (Biswas et al., 2014; Caudill
et al., 2009; Menegatti and Peyvandi, 2019).

9) Déficit congénital en facteurs vitamine K-dépendants

Les facteurs de coagulation vitamine K-dépendants (prothrombine, FVII, FIX et FX) ont besoin
de I'a-glutamyl carboxylase (GGCX) et de VKORC1 (vitamin K epoxide reductase enzyme
complex) pour leur synthése (Brenner et al, 2009). Le déficit en facteurs vitamine K-
dépendants est un trouble autosomique récessif de la coagulation. Le premier cas recensé a
été décrit en 1966, chez une jeune fille présentant un taux faible ou indétectable de
prothrombine, FVII, FIX et FX (McMillan and Roberts, 1966). Deux génes sont impliqués dans
cette pathologie: le géne GGCX codant pour la protéine du méme nom, présent sur le
chromosome 2 ; et le gene VKORCI1 codant pour la protéine du méme nom, présent sur le
chromosome 16 (Fregin et al., 2002; Kuo et al., 1995; Rost et al., 2004a). Une mutation du gene
GGCX correspond au déficit en facteurs vitamine K-dépendants de type | (Soute et al.,, 1992),

et la mutation du géne VKORCI correspond au type Il (Fregin et al., 2002). Les symptomes
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clinigues de cette pathologie varient en fonction de la concentration des facteurs de
coagulation. Les patients atteints d’'une forme sévere montrent des la naissance des
hémorragies intracraniennes spontanées, ou des saignements du cordon ombilical, pouvant
étre létaux. Plus tard, ils présentent des hémarthroses, des saignements péritonéaux, des tissus
mous ou gastro-intestinaux (Brenner et al., 2009; Oldenburg et al., 2000). Un traitement a la
vitamine K permet de restaurer 'activité des facteurs de coagulation, et peut étre administré

par voie orale ou parentérale (Marchetti et al., 2008; Rost et al., 2004b).
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Il. La maladie de von Willebrand

La maladie de von Willbrand (VWD) a été décrite pour la premiere fois en 1926 par le docteur
Erik von Willebrand. Il I'a décrit comme étant une pathologie hémorragique héréditaire
différente de I’'hémophilie, affectant les membres des deux sexes d’'une méme famille dans
I"archipel d’Aland en Finlande (Nilsson, 1999). La VWD est le trouble héréditaire de I’hémostase
le plus commun, affectant environ 1% de la population. Elle est due a un déficit quantitatif et/ou
qualitatif en facteur de von Willebrand (VWF) (Rodeghiero et al., 1987; Sadler et al., 2006). La
classification établie par I'« International Society on Thrombosis and Haemostasis » définit trois
types de VWD : le type 1, caractérisé par un déficit quantitatif partiel de VWF ; le type 2,
caractérisé par un déficit fonctionnel de VWF, et divisé en 4 catégories ; le type 3, caractérisé
par un déficit total en VWF (Tableau VIII). Dans la plupart des cas, la vVWD est une maladie
autosomigque dominante, mais elle peut parfois étre récessive (Leebeek and Eikenboom, 2016a;
Sadler, 1994; Sadler et al., 2006). Elle est le plus souvent associée a une diminution de la

concentration en FVIII (Federici et al., 2014).

Tableau VIII: Classification de la maladie de Von Willebrand

Type Sous-type Physiopathologie Fréguence

Déficit quantitatif partiel en
VWE

Diminution d’affinité du
VWEF pour les plaguettes et
2A le sous-endothélium
Absence de multiméres de
haut poids moléculaire
Augmentation de la fixation
2B entre le VWF et les
plaguettes

Anomalie d'interaction VWF-
plaguettes, sans déficit des
multiméres de haut poids
moléculaire.

Diminution de I"affinité
entre le VWF et le FVIII,
associé a une diminution du
taux de FVIIl sanguin

Déficit quantitatif total en
VWFE

Type 1 50-75%

Type 2 20-45%

M

2N

>5%

Type 3

D’aprés Castaman et al., 2003; Leebeek and Eikenboom, 2016; Sadler, 1994; Sadler et al., 2006.
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1) Les différents types de la maladie de von Willebrand

a. Typel

La VWD de type 1 est le type de VWD le plus fréquent, représentant environ 50 a 75% des
patients (Castaman et al., 2003). Il est attribué a une diminution proportionnelle de la
concentration en VWF et de son activité fonctionnelle, sans atteinte significative de sa structure
multimérique, et pouvant étre associé a une diminution de la concentration en FVIII (Sadler et
al., 2006). Le diagnostic des patients souffrant du type 1 de la VWD est complexe en raison de
la variabilité de la concentration en VWF dans la population normale. En moyenne, la
concentration sanguine de VWF est de 100 Ul/dL, mais varie entre 50 et 200 Ul/dL (Gill et al.,
1987; Nichols et al., 2008). Par conséquent, le seuil délimitant une concentration de VWF
physiologique ou pathologique est difficile a définir. Plus la concentration est faible, plus il est
aisé de diagnostiquer la VWD de type 1. Les individus présentant un taux de VWF < 30 Ul/dL
sont considérés comme atteints de cette pathologie. Al'inverse, les patients présentant un taux
de VWF entre 30 et 50 Ul/dL posent probleme pour le diagnostic et le traitement (Leebeek and
Eikenboom, 2016a). En effet, dans le cas d’une concentration < 30 Ul/dL, les patients portent
le plus souvent une mutation au niveau du gene VWF, entrainant une diminution de la sécrétion
du VWF (Eikenboom et al., 1996), une sensibilité plus accrue a la clairance (Sadler et al., 2006)
ou a la protéolyse par ADAMST13 (Bowen and Collins, 2004). Chez les patients présentant un
taux entre 30 et 50 Ul/dL, la cause de la pathologie peut étre due a d’autres facteurs, comme
le groupe sanguin (Flood et al., 2016). En effet, 80% des américains présentant un taux faible

de VWF sont de groupe O (Gill et al., 1987).

b. Type?2
La VWD de type 2 est caractérisé par un déficit fonctionnel du VWF.

Le type 2A est défini par une anomalie de l'interaction du VWF avec les plaquettes et le sous-
endothélium, associée a une absence de multimeres de haut poids moléculaire. Les mutations
du gene VWEF associées au type 2A peuvent impacter le processus de dimérisation (Kinoshita et
al., 1984; Schneppenheim et al., 1996), de multimérisation (Gaucher et al., 1994; Ruggeri et al.,
1982a), de formation d’un pont disulfure (Schneppenheim et al, 2001; Zimmerman et al.,

1986), ou bien augmenter la sensibilité a la protéolyse (Dent et al., 1991; Lyons et al., 1992).
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Le type 2B est caractérisé par une mutation gain de fonction sur le gene VWF, augmentant la
capacité du VWF a fixer le récepteur GPlba des plaguettes, entrainant la dégradation et la
diminution de VWF de haut poids moléculaire (Dupont et al., 2019; Nichols et al., 2008; Ruggeri
and Zimmerman, 1980). Les mutations du gene VWF associées au type 2B se situent au niveau
du domaine Al ou a proximité de celui-ci, impactant le domaine de liaison au récepteur GPlba
(Cooney et al., 1991; Kroner et al., 1992). Les patients souffrant du type 2B présentent souvent
une thrombopénie, aggravée en cas d’opération chirurgicale ou de grossesse (Giles et al., 1987;
Hultin and Sussman, 1990). Ces thrombopénies sont probablement causées par une
séquestration d’agrégats VWF-plaquettes dans la microcirculation. Ces agrégats sont dissous
par la protéolyse de VWF par ADAMST13, provoquant alors la baisse de VWF de haut poids
moléculaire (Casonato et al., 1990; Nichols et al., 2008). Une autre caractéristique du type 2B
est la thrombocytopénie, dont I'origine est mal connue. En 2009, une étude regroupant 67
patients atteint de la VWD de type 2B montre que le degré de thrombocytopénie dépend de la
mutation du gene VWF, et que la tendance hémorragique est directement corrélée a la
numeération plaquettaire (Federici et al., 2009a). Différentes hypotheses pourraient expliquer
la thrombocytopénie, comme une altération de la production de plaquettes (Nurden et al.,
2006) ou par la présence d’'agrégats de VWF / plaquettes circulants en cours d’élimination

(Casari et al., 2013b; Nurden et al., 2000; Rayes et al., 2010).

Le type 2M est défini par une anomalie d’interaction VWF-plaquettes, sans déficit des
multimeres de haut poids moléculaire. Les mutations du gene VWF associées au type 2M se
situent également au niveau du domaine Al, diminuant son interaction avec le récepteur GPlb
(Hillery et al., 1998; Mancuso et al., 1996). Toutefois, une mutation au niveau du domaine A3
est également reportée, réduisant linteraction VWF-collagene et donc I'adhérence

plaquettaire (Ribba et al., 2001).

Le type 2N est défini par une forte diminution de I'affinité entre le VWF et le FVIII, provoquant
une baisse du taux de FVIII sanguin, semblable aux cas d’hémophilie A (Mazurier and Meyer,
1996; Mazurier et al., 1990; Nishino et al., 1989). Les mutations causant cette forme se situent
au niveau des domaines D’D3, impliqués dans les interactions entre VWF et FVIII (Hilbert et al.,
2003; Kroner et al., 1991). La mutation Arg854GlIn est la plus courante, ayant un impact mineur
sur le taux de FVIII, causant la forme la moins sévére de la vVWD de type 2N (Mazurier and

Meyer, 1996).
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c. Type3

La forme la plus sévere de la VWD est le type 3, défini par un déficit quantitatif total en VWF.
Elle est caractérisée par un taux et une activité indétectable de VWF, également associés a un
taux tres faible en FVIII (entre 1 et 9 Ul/dL) (Lak et al., 2000; Zhang et al., 1992). Des mutations
non-sens et des décalages du cadre de lecture causent généralement la vVWD de type 3, bien
qu’elle puisse également étre due a des délétions, des insertions ou des mutations faux-sens

(Baronciani et al., 2003; Eikenboom, 2001).

d. Syndrome de von Willebrand acquis

Il existe une forme acquise de la VWD, nommée AvWS (acquired von Willebrand syndrome),
caractérisée par un déficit du VWF n’étant pas causé par une mutation du géne VWF, mais lié
a d’autres pathologies (Nichols et al., 2008). Ce syndrome se traduit par une absence de
symptémes hémorragiques préalables et d’historique familial, ainsi que par I'apparition tardive
de la pathologie. Le diagnostic est généralement posé devant un syndrome hémorragique,
post-opératoire ou post-traumatique (Kumar et al, 2003; Rodeghiero et al, 1987).
Contrairement a la VWD constitutionnelle, I'’AVWS est une coagulopathie rare, avec une
prévalence difficile a établir, toutefois estimée a 0,04% de la population générale (Kumar et al.,
2003). Cette pathologie est décrite pour la premiére fois en 1968, chez un garcon de 7 ans
atteint d’un lupus érythémateux systémique (Simone et al., 1968). D’apres les résultats de « the
International Society of Thrombosis and Hemostasis », I'’AvWS semble se développer chez les
patients présentant des néoplasmes lymphoprolifératifs et myéloprolifératifs, des pathologies
cardiaques, des tumeurs solides ou des maladies auto-immunes (Federici et al., 2000; Mital et
al., 2015a, 2015b). La pathogénese de I'’AVWS est complexe et partiellement connue. Dans la
plupart des cas, la synthese et la sécrétion du VWF par les mégacaryocytes et les cellules
endothéliales sont normales (Mital, 2016; Siaka et al., 2003). Plusieurs mécanismes peuvent
conduire a cette pathologie : 1) le développement d’auto-anticorps, impactant la fonction du
VWF et augmentant sa clairance ; 2) I'adsorption du VWF par les cellules cancéreuse ou les
plaquettes, résultant en une augmentation de sa clairance ; et 3) la perte des multiméres de
haut poids moléculaire en raison d’une augmentation des forces de cisaillement et/ou de la
protéolyse (Collins et al, 2008; Mital, 2016; Tefferi and Nichols, 1997). La stratégie

thérapeutique est basée sur l'identification et le traitement de la maladie associée, causant
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I’AVWS. Toutefois, le traitement des hémorragies est nécessaire, et comporte plusieurs
options : 1) I'injection d’un concentré de VWF ou d’un VWF recombinant, pouvant étre associé
au FVIII ou a la desmopressine (Federici, 2006; Federici et al., 1998; Tiede et al., 2011) ; 2)
I'injection d'immunoglobuline chez les patients présentant une maladie lymphoproliférative ou
une maladie auto-immune (Federici, 2005; Michiels and van Vliet, 1999) ; ou 3) la
plasmaphérese additionné de plasma frais congelé chez les patients ne répondant pas aux

autres traitements (Federici, 2000; Silberstein et al., 1987).

2) Manifestation clinique

Les symptdmes de la VWD varient en fonction des patients, du type et du niveau d’activité du
VWF (Leebeek and Eikenboom, 2016a). Chez I'enfant, les symptdmes les plus fréquents sont
les contusions, I"épistaxis et les ménorragies (Sanders et al., 2015). Chez I'adulte, ce sont les
ménorragies, les saignements cutanés, les saignements de la cavité buccale, et le saignement
abondant de blessures mineures. La majorité des patients (60 a 80%) présentent des
saignements post-opératoires, ou apres une extraction dentaire (de Wee et al., 2012). Les
saignements majeurs, pouvant entrainer le déceés du patient, sont les saignements gastro-
intestinaux, causés par des angiodysplasies digestives. Ces saignements sont plus fréquents
chez les patients agés atteints de la VWD de type 2 ou 3 (Franchini and Mannucci, 2013; Makris
et al, 2015; de Wee et al, 2012). Des hémarthroses avec arthropathie sont rarement
observées, a I'exception des patients atteints du type 3 et du type 2N ayant un déficit sévere
en FVIII (van Galen et al, 2012, 2017; de Wee et al, 2012). Chez les patientes, il est
fréqguemment observé des saignements post-partum (Castaman and James, 2019; De Wee et

al,, 2011).

3) Traitements

L’objectif thérapeutique est de corriger les taux de VWF et de FVIII. Le traitement repose sur
trois grands principes : 1) 'augmentation de la concentration plasmatique de VWF par les
cellules endothéliales (desmopressine) ; 2) la perfusion de concentré de VWF en association ou

non avec du FVIII ; 3) l'utilisation d’agents non spécifiques (Calmette and Clauser, 2018).
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La desmopressine est un analogue de la vasopressine, une hormone antidiurétique. La
desmopressine stimule la sécrétion de VWF (et de FVIII) des cellules endothéliales par son effet
agoniste sur le récepteur vasopressine V2 (Kaufmann and Vischer, 2003; Kaufmann et al.,
2000). Ce traitement est utilisé chez les patients présentant un type 1 de la vVWD, est inefficace
chez les patients présentant un type 3, et peut aggraver la thrombopénie chez les patients de
type 2B (Castaman and Linari, 2017; Castaman et al., 2008; Federici et al., 2009b; Ruggeri et al.,
1982b). La desmopressine — injectée en intraveineuse, en intra-nasale ou en sous-cutanée —
permet de multiplier par 2 a 4 la concentration sanguine de VWF et FVIIl en 30 a 60 minutes
(Kohler and Harris, 1988; Leissinger et al., 2014; Siew et al., 2014). Le développement de
tachyphylaxies, c’est-a-dire la réduction progressive de la réponse du VWF due a I'épuisement
des stocks de VWEF apres plusieurs injections rapprochées, est la limite majeure de ce
traitement, en particulier lorsqu’un traitement prolongé est nécessaire (chirurgie lourde ou de
traumatisme sévéere). Les principaux effets secondaires de ce traitement sont le flush facial et
I"hypotension. Des complications cardiovasculaires ou une hyponatrémie sont des effets
secondaires plus rares (Leebeek and Eikenboom, 2016a; Leissinger et al., 2014; Rodeghiero et

al., 2009).

L'injection intraveineuse de concentré plasmatique de VWF seul ou de VWEF-FVIII est le
traitement le plus efficace pour les patients pour lesquels la desmopressine n’est pas efficace,
c’est-a-dire les patients atteints du type 3 et pour la plupart des patients atteints du type 2
(Leebeek and Eikenboom, 2016a; Lethagen et al, 2004). Ce traitement substitutif est
recommandé en cas d’opération chirurgicale ou de traumatisme, et n’est pas recommandé en
traitement prophylactique (Borel-Derlon et al., 2007; Leebeek and Eikenboom, 2016a).
Toutefois, certains patients atteints de la VWD de type 3 développent des allo-anticorps anti-
VWEF en réponse a la transfusion de concentré plasmatique. Ces allo-anticorps peuvent inhiber
le role hémostatique du traitement, et peuvent causer des réactions allergiques |étales
(Baronciani et al., 2003; James et al., 2013; Mannucci et al., 1981b). Par conséquent, et pour
limiter les risques de transmissions virales, un VWF recombinant a été mis au point. Baxter-
Baxalta (par la suite acheté par Shire, puis par Takeda) produisent du VWF recombinant grace
a la lignée cellulaire CHO (chinese hamster ovary), également utilisée pour la production de
FVIII recombinant. Vanicog alpha, dont la marque est Veyvondi (ou Vonvendi aux Etats-Unis),

est une protéine VWF recombinante hautement purifiée, produite en absence de la protéase
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ADAMTS13 permettant d’obtenir des VWF de haut poids moléculaire (Mannucci, 2019; Turecek
et al., 2009). Différentes études menées chez des patients atteints de VWD montrent I'intérét
et I'efficacité du produit: une étude en phase 1 a défini le profil pharmacocinétique et
pharmacodynamique de Vonicog alpha chez 32 patients atteints de formes séveres (type 3 ou
type 1 sévere) (Mannucci et al., 2013) ; une étude en phase 3 sur des patients atteins de forme
sévere, traités a la demande pour différents types d’épisodes hémorragiques (Gill et al., 2015) ;
une étude en phase 3 chez des patients atteints d’'une forme sévere lors d’une chirurgie non

urgente (Peyvandi et al., 2019).

L’agent non spécifique le plus utilisé est I'acide tranexamique. C'est un anti-fibrinolytique
particulierement efficace sur les hémorragies des muqueuses (ménorragies, métrorragies,
épistaxis, chirurgie bucco-dentaire). Il est utilisé pour les formes mineures de la pathologie, ou
en complément d’un traitement substitutif pour les interventions chirurgicales, au niveau
buccal, uro-génital ou gastro-intestinal. Par ailleurs, des saignements prolongés malgré un
traitement avec un concentré de VWF peuvent étre controlés par des transfusions

plaquettaires (Calmette and Clauser, 2018; Leebeek and Eikenboom, 2016b; Mannucci, 2009).
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[ll.  Les hémophilies A et B

Cette partie va traiter majoritairement de I'hémophilie B, tandis que I'hémophilie A sera

détaillée dans un chapitre dédié.

1) Historique

L’hémophilie est une pathologie ancienne, dont les premiers cas semblent remonter au /¢
siecle apres J.-C. En effet, le Talmud de Babylone indique qu’une femme ayant perdu ses 2
premiers fils a la suite de la circoncision, est autorisée a ne pas faire circoncire les suivants,
faisant référence a des saignements fatals (Rosendaal et al., 1991; Rosner, 1969). La premiére
description « moderne » de I'hémophilie apparait en 1803. Le médecin américain John Conrad
Otto décrit un trouble hémorragique héréditaire dans plusieurs familles et sur plusieurs
générations, ou seul les hommes sont affectés, et dont la transmission se fait via une femme
non affectée (Otto, 1996). En 1820, le Dr Nasse est le premier a donner une description
génétique du trouble hémorragique. Dans la « Loi de Nasse », il indique que les femmes des
familles atteintes transmettent ce trouble de leur pére a leurs fils, sans gu’elles-mémes ne
I"'expriment (Nissé, 1927). Le terme « hémophilie » émerge en 1828, par le médecin allemand

Johann Lukas Schonlein, dans sa dissertation a I’'Université de Zurich.

Dans les années 1830-1900, I'hémophilie est aussi connue sous le nom de « maladie des rois »,
en raison de nombreux cas répertoriés chez les membres des familles royales Européennes. Le
fils Leopold (mort a 37 ans d’hémorragie cérébrale) de la célébre reine Victoria d’Angleterre
était atteint d’"hémophilie. Les deux filles de la reine, vectrices a leur tour et I'ont transmise aux
familles royales d’Espagne, d’Allemagne et de Russie (Ingram, 1976). En 1893, le Dr. Wright
décrit pour la premiere fois I’'hnémophilie comme étant un temps de coagulation anormalement
long (Wright, 1893). Suite a cela, de nombreuses recherches et essais thérapeutiques seront

menés pour déterminer la cause et le traitement de ce trouble de la coagulation.

En 1946, Taylor et son équipe identifient la protéine responsable de I"hémophilie, qu’ils
nomment « globuline anti-hémophilique» (Schramm, 2014). Entre 1946 et 1952, différentes
équipes ont constaté une coagulation normale en mélangeant le sang de 2 patients
hémophiles. Biggs et son équipe identifient alors deux types d’hémophilies : I'hémophilie A,

décrite comme une déficience de la « globuline anti-hémophilique », et I'hémophilie B (ou
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« Christmas disease ») comme une déficience dans un autre facteur, nommé le « Christmas
Factor » (Biggs et al., 1952). L'hémophilie ayant touchée les familles royales était une forme

sévere d’"hémophilie B (Rogaev et al., 2009).

Le premier « Comité International pour la Nomenclature des facteurs de coagulation » en 1954
renomme officiellement les différents facteurs de coagulation: la «globuline anti-
hémophiliqgue » est alors nommée « Facteur VIl », et le « Christmas Factor » est nommé
« Facteur IX ». Ce n"est qu’en 1965 que Judith Pool révolutionne le traitement de I’hémophilie,
lorsqu’elle réussit a cryo-précipiter un concentré de fibrinogéne et de Facteur VIII a partir de
plasma, par la suite injecté chez les patients (Pool and Shannon, 1965). Ce procédé a permis

une augmentation drastique de la qualité et de I’'espérance de vie des hémophiles.

2) Description

Les hémophilies A et B sont des troubles de la coagulation caractérisés par un déficit quantitatif
et/ou fonctionnel en facteur VIII (FVIII) ou en facteur IX (FIX) respectivement. Ce sont des
maladies génétiques liées au chromosome X, a transmission récessive (Mannucci and
Tuddenham, 2001). L'hémophilie B est moins commune que I’hémophilie A. D’apres la « World
Federation of Hemophilia », 'hémophilie B représente 15 a 20% de la population hémophile
totale (World Federation of Haemophilia). La sévérité de ces pathologies est catégorisée par
I'activité coagulante des facteurs VIII ou IX. La maladie est définie comme sévere lorsque
I"activité coagulante est inférieure a 1% ; modérée lorsqu’elle est située entre 1 et 5% ; et légére
lorsqu’elle est située entre 5 et 40% (Carcao, 2012; https://afh.asso.fr; Plug et al., 2006;
Srivastava et al., 2013). Le traitement principal des hémophilies consiste en une thérapie de
remplacement, avec des facteurs recombinants ou dérivés du sang, administré soit « sur
demande », soit de maniere prophylactique (Franchini, 2014; Royal et al., 2002). Cliniguement,
les hémophilies A et B sont souvent considérées comme indiscernables, étant toutes deux des
troubles de la coagulation héréditaire, liées au chromosome X, présentant des phénotypes
semblables. En effet, les manifestations cliniques classiques de ces pathologies sont des

saignements au niveau articulaire et musculaire (Srivastava et al., 2013).
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3) Traitement

La prophylaxie primaire, c’est-a-dire l'injection réguliere d’'un concentré de FIX apres la
premiere hémarthrose ou avant I’age de 2 ans, est le traitement standard des formes sévéres
d’hémophilie B (Morfini et al., 1976). Il peut s’agir de FIX dérivé du sang (Lissitchkov et al.,,
2010), ou bien de FIX recombinant (Monahan and Di Paola, 2010; United Kingdom Haemophelia
Centre Doctors’ Organisation, 2003). Ce traitement permet de prévenir les dommages

articulaires, diminue la fréquence des saignements et améliore la qualité de vie.

4) Complication

Une complication majeure de I'hémophilie est le développement d’allo-anticorps contre le
facteur injecté, rendant alors le traitement inefficace (Astermark et al., 2010; Franchini and
Mannucci, 2011). Toutefois, dans le cas de I'hémophilie B, cette complication est rare (1 a 5%
des patients) ; tandis qu’elle atteint 25 a 50% des patients hémophile A (Bolton-Maggs and Pasi,
2003; Brettler, 1996; Srivastava et al., 2013).

La stratégie a adopter dans ces cas dépend de la sévérité de la pathologie, de la concentration
en anticorps inhibiteur et des réactions allergiques potentielles causées par ces anticorps. Pour
les patients sans symptomes allergiques, ayant un faible taux d’inhibiteur et une bonne réponse
clinique a l'injection de FIX, il est recommandé de continuer le traitement avec le FIX a plus
forte dose. Pour les patients sans symptome allergique, avec un haut taux d’inhibiteur ou une
mauvaise réponse clinique a 'injection, il est recommandé d’effectuer une thérapie d’induction
de la tolérance immunitaire (thérapie ITl). En cas d’écheg, il est recommandé de remplacer le
FIX par du FVlIla recombinant. Pour les patients ayant des symptémes allergiques et présentant
des saignements peu réguliers, le traitement au FVlla recombinant est conseillé. En cas d’échec,
la thérapie ITI doit étre envisagée. Enfin, pour les patients ayant des symptémes allergiques, un
phénotype hémorragique sévére et ne répondant pas au traitement FVlla recombinant, une
thérapie ITI est recommandée, précédée d’une désensibilisation et/ou accompagnée d’un
traitement immunosuppresseur (Beutel et al., 2009; Bon et al., 2015; Dolan et al., 2018;

Kempton and Meeks, 2014)
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Chapitre 4 : L’'Hémophilie A

I.  Hémophilie A : maladie génétique
1) Description de I’"hémophilie A

L"hémophilie A est un trouble de la coagulation héréditaire causée par une anomalie du géne
F8, entrainant une altération fonctionnelle et/ou quantitative de I'expression du facteur de
coagulation VIII (FVIII). Il s’agit une maladie génétique rare touchant environ 1 personne sur
5000, a transmission récessive liée au chromosome X. Dans environ 2/3 des cas, la mutation
provient d’un héritage familial, et dans le tiers restant, il s’agit de mutation de novo (apparition
sporadique de la maladie). Les femmes étaient historiquement décrites comme étant
uniguement vectrices de la pathologie (Nissé, 1927). Aujourd’hui, il est acquis que les femmes
porteuses de la mutation présentent une coagulation anormale, di a une concentration de
FVIII plus faible que la population normale (Carcao, 2012; https://afh.asso.fr; Plug et al., 2006).
Il existe également de rares cas de femmes exprimant I’'hémophilie A, pouvant étre dus a la
réception de deux chromosomes X mutés (parents porteurs de mutations du génes F8), ou bien
a linactivation du chromosome X portant l'alleéle sain (Carcao, 2012; Mannucci and

Tuddenham, 2001; Morita et al., 1971; Song et al., 2011).

Les critéres de diagnostic de I’hnémophilie A incluent : 1) la présence d’une mutation du géne
F8, 2) un taux d’activité du FVIII inférieur a 40% du taux normal, 3) 'absence de la maladie de
von Willebrand (Kurian et al., 2020). L'ampleur des manifestations cliniques est fonction de la
sévérité de la pathologie, qui est directement liée a 'activité coagulante du FVIIIl mesurée dans
le plasma. La forme la plus sévere de I’'hémophilie A touche 40% des patients, avec une activité
du FVIII coagulant (FVIII:C) inférieure a 1%. La forme modérée de la pathologie affecte 20% des
patients, avec une activité du FVIII:C entre 1 et 5% ; et la forme mineure concerne alors 40%
des patients, avec un taux de FVIII:C pouvant aller jusqu’a 40%. Les formes séveres et modérées
de I’hémophilie A se manifestent par des saignements récurrents, pouvant étre spontanés dans
les formes séveres (sans traumatisme visible), principalement au niveau des muscles
(hématomes) et des articulations (hémarthroses). La récurrence de ces saignements peut
conduire au développement d’arthropathies hémophiliques invalidantes, et dans certains cas

peuvent engager le pronostic vital du patient. Pour les formes mineures, les saignements seront
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moins fréquents et le plus souvent observés suite a des traumatismes ou lors d’intervention
chirurgicales (Tableau IX). Concernant les femmes porteuses d’'une mutation du gene F8, elles
présentent une concentration en FVIII:C d’environ 50%, et ont tendance a saigner plus
fréguemment que la normale, notamment apres des interventions chirurgicales, lors des

ménorrhées ou de I'accouchement (Carcao, 2012; https://afh.asso.fr; Plug et al., 2006).

Tableau IX : Les différentes formes de I’'hémophilie A.

Forme de I'hémophilie Taux de FVIII Symptomes

Saignements anormaux suite a des blessures
Mineure 5% a 40% mineures, chirurgies, extraction dentaire. Pas
de saignements spontanés.

Saignements anormaux suite a des blessures
mineures, chirurgies, extraction dentaire.

Modérée 1% a 5% . , . .
Rares saignements spontanés, articulaire et
musculaire.

Saignements anormaux suite a des blessures
Sévere < 1% mineures, chirurgies, extraction dentaire.
(o]

Saignements spontanés tres fréquents,
articulaire et musculaire.

D’aprés Carcao, 2012; https://afh.asso.fr; Plug et al., 2006; Srivastava et al., 2013

2) Anomalies génétiques entrainant 'hémophilie A

Les anomalies génétiques du gene £8 a l'origine de la pathologie sont extrémement variées,
expliguant I’hétérogénéité phénotypique retrouvée chez les patients. Ces anomalies peuvent
toucher une partie plus ou moins importante du gene F8, au niveau des exons et des introns.
La base de données des facteurs de coagulation EAHAD (European Association for Haemophilia
and Allied Disorders) recense 3052 variants uniques du gene F8, correspondant a 10 144 cas

d’hémophilie A dans le monde (Figure 8) (McVey et al., 2020).
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Figure 8 : Fréquence des types de mutation du gene F8. Graphique issu de la base de données EAHAD
(http://f8-db.eahad.org/statistics.html.php) montrant les statistiques des types de mutations du gene
F8 responsables de I'hémophilie A.

Les mutations ponctuelles du géene F8 dans I'hémophilie A sont les anomalies les plus
fréquentes, comprenant des mutations faux-sens, non-sens, ainsi que des mutations altérant
I"épissage (Figure 9). Les mutations faux-sens semi-conservatrices (ou le nouvel acide aminé et
I"acide aminé normal sont similaires) sont le plus souvent associées a une forme mineure, sauf
si elles se trouvent dans une région structurellement ou fonctionnellement importante. Les
mutations faux-sens non-conservatrices sont plutot associées a une forme modérée a sévere,
en fonction de la région touchée. Les mutations non-sens, a l'origine d’un codon stop
prématuré, impliguent que la protéine est tronquée et donc le plus souvent non-fonctionnelle.
Ces mutations sont donc retrouvées dans les formes séveres de la pathologie. Les
conséquences des mutations créant ou supprimant un site d’épissage sont variables. Si le
transcrit peut-étre correctement produit, cela conduira a une forme modérée a mineure ; si ce
n’est pas le cas, cela conduira plutét a une forme sévere (Bhopale and Nanda, 2003; Bowen,

2002).

La deuxieme anomalie la plus fréquente dans I'hémophilie A est la délétion, incluant une
délétion totale ou partielle (plus ou moins conséquente) du géne. Les délétions peuvent
concerner les parties non codantes ou codantes du géne, pouvant créer un décalage dans le
cadre de lecture. Les délétions, éliminant un pan entier du gene, sont généralement associées

a une forme sévere de la maladie (Bowen, 2002).
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Mutation faux-sens semi conservatrice

— AAG — Lysine
:
— AGG — Arginine

La Lysine et I’Arginine sont structurellement proches

Forme mineure
(Sauf dans une région importante comme a3)

Mutation faux-sens non conservatrice

— CCU — Proline
v
— ACU —  Thréonine

La Proline et la Thréonine sont structurellement
différentes

f ¥

Forme sévere
(Dans une région
importante comme a3)

Forme modérée

Mutation non-sens

— UGG — Tryptophane
v
— U A G — STOP

Forme sévere
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Protéine suffisamment
intégre

I 3

Forme
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Protéine tronquée
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Figure 9 : Conséquence des mutations ponctuelles dans I’hémophilie A.
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Néanmoins, la base de données EAHAD ne prend pas en compte les réarrangements géniques,
plus rares a I'exception de l'inversion de I'intron 22 (Inv22) et de I'intron 1 (Invl) du géne F8.
L'Inv22 résulte d’une recombinaison intra-chromosomique responsable de prés de la moitié
des cas de formes séveres de I'hémophilie A. L'intron 22 contient une séquence riche en
nucléotides GC de 9.5 kb (int22h-1), pouvant interagir avec 2 séquences homologues : int22h-
2 et int22h-3. Ces 2 copies sont orientées dans le sens opposé a int22h-1. Il existe 2 types
d’Inv22 : le type 1 (Inv22-1) impliquant int22h-1 et int22h-3, et le type 2 (Inv22-2), impliquant
int22h-1 et int22h-2, apres une inversion préalable entre int22h-2 et int22h-3. Ces 2 types
d’Inv22 entrainent le déplacement des exons 1 a 22 en direction du télomere, les séparant des
exons 23 a 26. Deux ARNm seront alors transcrits : le premier contient les exons de 1 a 22, une
partie de 'intron 22 ainsi que 2 exons non-FVIII (sous le contrdle du promoteur du géne F8) ; le
deuxieme est le transcrit de F8B (Figure 10A) (De Brasi and Bowen, 2008; Graw et al., 2005;
Sauna et al.,, 2015).

L'Inv1 est plus rare, environ 1 a 5% des cas séveres d’hémophilie A. L'intron 1 contient une
séquence d’environ 1 kb nommée int1h-1. En amont de I'exon 1, il existe une région homologue
nommeée int1h-2, différente d’un seul nucléotide et orientée dans le sens inverse de I'int1h-1.
Cette inversion entraine la séparation de I'exon 1 du reste du géne. Deux ARNm chimériques
en résultent : le premier contient I'exon 1 suivi par des exons facultatifs, ainsi que les exons de
2 a 6 du géne VBPI (sous le contréle du promoteur F8) ; le deuxieme est transcrit sous le
controle du promoteur C6.1A, contient tous les exons (sauf le dernier) du géne C6.1A suivi par
des exons facultatifs, ainsi que les exons 2 a 26 du gene F8 (Figure 10B) (Bagnall et al., 2002;
Graw et al., 2005).
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Figure 10 : Inversion intra-chromosomique de F8 responsable de forme sévere d’hémophilie A. A) Inv1 :
recombinaison homologue entre intlhl présent dans I'intron 1 et int1h2 extragénique de séquence
identique (a I'exception d’un nucléotide), conduisant a la production de deux ARNm chimérigues B)
Inv22 de type 1: recombinaison homologue entre int22h1 présent dans l'intron 22 et int22h3
extragénique de séquence similaire, conduisant a la production d’un ARNm chimérique et de la protéine
F8B. Les fleches représentent l'orientation des séquences homologues, et les fleches « +1 »
représentent les promoteurs et le sens de transcription. (Bagnall et al., 2002; De Brasi and Bowen, 2008;
Graw et al.,, 2005; Sauna et al., 2015).
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Il. Manifestations cliniques

La symptomatologie clinique de I'hémophilie A est inversement corrélée a I'activité FVIII:C
(Tableau IX). Les formes mineures d’hémophilie sont le plus souvent asymptomatiques, les
hémorragies survenant lors de traumatismes ou d’interventions chirurgicales. Les patients
atteints de formes modérées souffrent d’hémorragies parfois spontanées, mais le plus souvent
a la suite de légers traumatismes. Enfin, pour les formes sévéeres, des saignements fréquents et
spontanés au niveau musculaire sont communs, mais la marque de I’hémophilie A sévere est
I"hémarthrose (Mingot-Castellano, 2019; Zimmerman and Valentino, 2013). En plus des
troubles hémorragiques, certains patients souffrant d’hémophilie A présentent une densité
minérale osseuse affaiblie ; un statut immunitaire différent des patients sains, caractérisé par
un profil pro-inflammatoire ; ainsi qu'une augmentation de |'angiogenése dans le cas
d’arthropathie hémophilique (Bhat et al., 2015; Gamal Andrawes et al., 2020a; Goldscheitter et
al., 2020; Jardim et al., 2017; Zetterberg et al., 2014). Jusqu’a récemment, ces troubles associés
a I’hémophilie A étaient attribués a la sédentarité prolongée et aux hémorragies répétées chez
les patients. Toutefois, le développement et la disponibilité de traitement prophylactique, ainsi
que des études in vitro et in vivo sur les potentiels réles extra-coagulants du FVIII remettent
ceci en question (Valentino and Khair, 2020). Dans tous les cas, la prise en charge des
saignements est essentielle a la qualité de vie des patients, ainsi que pour limiter le

développement de pathologies associées.

1) Troubles hémorragiques

Les premiers symptémes hémorragiques de I"hémophilie A apparaissent le plus souvent dans
I’enfance. Dans 90% des cas de forme sévere, ces symptdmes apparaissent lors de la premiere
année de vie, souvent au moment de I"apprentissage de la marche. Chez les enfants porteurs
d’hémophilie sévere dont le déficit a été identifié avant I'age de 2 ans, 81% d’entre eux ont eu
au moins un épisode hémorragique, 56% un hématome superficiel, 41% un saignement ORL
(cavité orale/épistaxis), 37% un traumatisme cranien, 28% une hémarthrose, 22% un
hématome musculaire, et 8% une hémorragie intracérébrale associée a des séquelles dans 75%
des cas. Dans de rares cas, des saignements in utero sont observés (les facteurs de coagulation
ne pouvant pas passer la barriere placentaire) (Kulkarni et al., 2017; Zimmerman and Valentino,

2013).
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L’hémarthrose est un épanchement intra-articulaire sanguin. Ces saighements sont
fréguemment observés chez les enfants atteints d’hémophilie sévere, les premiers surviennent
généralement avant I'dge de deux ans, le plus souvent lors de I'apprentissage de la marche. Les
hémarthroses sont moins fréquentes en cas d’hémophilie modérée ou mineure, et surviennent
le plus souvent aprés un traumatisme, parfois minime. En cas de saignements répétés, la
membrane synoviale s’enflamme et s’hypertrophie, entrainant a long terme, le développement
d’arthropathies hémophiliques. Les articulations les plus touchées, du plus fréquent au moins
fréquent, sont les genoux, les coudes, les chevilles, les épaules, les poignets et les hanches

(Mingot-Castellano, 2019; Zimmerman and Valentino, 2013).

La gravité des manifestations hémorragiques dépend de leur localisation, du risque vital
encouru et du risque de complications fonctionnelles secondaires. Il existe 3 types de
saignements mettant en jeu le pronostic vital des hémophiles :
- les hémorragies intracraniennes. Elles doivent étre traitées en urgence absolue avant
méme le diagnostic, afin d’éviter la mort cérébrale du patient a court terme ;
- les hémorragies de la région cervicale. Les hémorragies de I'espace rétro-pharyngial
peuvent conduire a I'obstruction des voies aériennes supérieures, |étale a court terme ;
- leshémorragies du muscle iliopsoas. Ce type de saignement entraine une accumulation
d’un grand volume de sang au niveau du rétro-péritoine, pouvant conduire a une

déglobulisation et hypovolémie mortelle (Zimmerman and Valentino, 2013).

2) Troubles osseux

Chez les patients souffrant d’"hémophilie A modérée et sévere, il est fréequemment observé une
diminution de la densité minérale osseuse chez I'enfant et l'adulte, associée a une
augmentation du risque de fracture (Caviglia et al., 2015; Gay et al., 2015; lorio et al., 2010;
Ulivieri et al., 2018). Parmi eux, 27% présentent un phénotype ostéoporotique et 43% une
ostéopénie associée a un taux anormal de marqueurs du métabolisme osseux (Gerstner et al.,
2009; Goldscheitter et al., 2020; Rodriguez-Merchan and Valentino, 2019). Initialement,
I’étiologie de cette baisse de densité minérale osseuse était attribuée a la sédentarité et a la
récurrence des hémarthroses chez les patients. Toutefois, I'avancée des traitements, et
notamment la prophylaxie résulte en une protection hémostatique plus slre, modifiant

durablement le mode de vie des patients. Or, ces traitements de substitution préservent en
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partie la densité minérale osseuse, sans toutefois I'abroger (Gamal Andrawes et al., 2020a;

Khawaji et al., 2009).

3) Troubles vasculaires

Chez les patients souffrant d’arthropathie hémophilique, des études montrent une
augmentation de I'angiogenese, qui semble jouer un réle important dans le développement de
cette pathologie (Acharya et al.,, 2011; Zetterberg et al., 2014). En 2011, Acharya et al,,
montrent une augmentation de facteurs pro-angiogéniques (VEGF, stromal cell-derived factor-
1, et matrix metalloprotease-9) ainsi que de monocytes/macrophages pro-angiogéniques, a la
fois au niveau de I'articulation touchée et au niveau systémique (Acharya et al., 2011). En 2013,
Zetterberg et al., montrent une augmentation de 'angiogenése au niveau de la membrane
synoviale de patients souffrant d’arthropathie hémophilique, associé a une augmentation de

I'expression de VEGF au niveau articulaire (Zetterberg et al., 2014).

4) Troubles inflammatoires

De récentes études montrent une altération de I'inflammation, et plus particulierement de la
polarisation macrophagique chez les patients hémophiles. En 2017, Jardim et al., montrent un
profil immunologique distinct chez les patients hémophiles, avec une tendance pro-
inflammatoire (Jardim et al., 2017). En 2019, Knowles et al. montrent que les monocytes des
patients hémophiles ont un taux de polarisation plus faible par rapport aux donneurs sains.
Toutefois, cette étude a été réalisée chez des patients hémophiles A et B sans distinction

(Knowles et al., 2019).
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[ll.  Prise en charge de I’lhémophilie A
1) Diagnostic

Le diagnostic d’une hémophilie A repose sur la mise en évidence d’un déficit isolé en FVIII. Les
hémophilies (A et B) sont suspectées dans 3 contextes principaux : 1) en cas d’antécédents
familiaux ; 2) en cas d’accidents hémorragiques inexpliqués ; 3) lors d’un bilan de coagulation
de routine (découverte fortuite). Une symptomatologie hémorragique est la raison principale
du diagnostic de I'hémophilie, qu’il s’agisse d’une forme familiale ou sporadique (Chambost et

al., 2002).

a. Dépistage par mesure TCA

Lors d’un bilan de coagulation, ’hémophilie est suspectée devant un allongement isolé du
temps de céphaline avec activateur (TCA). Le profil typiqgue compatible avec le diagnostic
d’hémophilie est un allongement du TCA, avec un ratio TCA malade / témoin supérieur a 1,2 et
un taux de prothrombine normal. Toutefois, I'allongement du TCA peut également étre observé
dans d’autres situations cliniques ou thérapeutiques, il est donc recommandé de doser le taux

de FVIII sanguin (Bowyer et al., 2011; Peyvandi et al., 2016b; Srivastava et al., 2013).

b. Evaluation du type d’hémophilie A

Le diagnostic phénotypique de I'hémophilie A repose sur un dosage fonctionnel du FVIII
inférieur a 40%. Il peut étre réalisé selon deux méthodes : une méthode « chronométrique » et
une méthode « chromogénique ». Le dosage chronométrique du FVIII est effectué sur le plasma
du patient dilué et mélangé a un plasma déficient en FVIII, et repose sur la mesure d’un TCA.
Le dosage chromogénique du FVIII est fondé sur la mesure de son activité enzymatique sur un
substrat chromogéne. Une mesure de la densité optique permet d’évaluer la concentration en
FVIII. Ces deux méthodes sont complémentaires. Par ailleurs, il est important de distinguer
I’'hnémophilie A de la maladie de von Willebrand, en analysant I'affinité du VWF du patient avec

un FVIII (Bowyer et al., 2011; Peyvandi et al., 2016b; Srivastava et al., 2013).

Suite a ces analyses (méthode chronométrique, chromogénique, ou les deux), le classement du

type de la maladie est réalisé en fonction du taux de FVIII (Tableau IX). Cette classification est
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nécessaire et suffisante pour proposer une prise en charge adaptée au patient et lui établir |a
carte d’hémophile. Il est recommandé de compléter ce diagnostic par une analyse génétique
moléculaire quel que soit le degré de sévérité de I"hémophilie, afin d’optimiser la prise en

charge a long terme (Peyvandi et al., 2016b; Srivastava et al., 2013).

c. Diagnostic génétigue

Le génotypage confirme le diagnostic, et peut présenter un intérét pronostic sur le risque
d’apparition d’inhibiteurs, I'efficacité de I'induction de tolérance immune et sur la réponse au

traitement par la desmopressine (Peyvandi et al., 2016b).

2) Outils thérapeutiques

Parmi les outils thérapeutiques utilisés dans 'hémophilie A, on distingue la protéine FVIII
employée a visée substitutive, et les agents by-passant, contournant / mimant I'action du FVIII.
Les traitements hémostatiques dits non spécifiques tels que I'acide tranexamique, la
desmopressine sont également utilisés (voir Tableau X| dans la partie « Traitement a I’étude »)

(Franchini et al., 2013; Peyvandi et al., 2016b).

a. Facteurs VIl de substitutions

Le traitement de substitution est le traitement principal de I'hnémophilie A (Peyvandi et al.,
2016b). Les FVIII de substitution peuvent étre d’origine plasmatique (élaboré a partir de sang

de patient sain), ou issus de la biotechnologie (recombinants).

Lors de I'utilisation de FVIII dérivé de sang de patients, il existe un risque de transmission
d’agents infectieux comme le VIH, le VHC (virus de I’"hépatite C) ou le VHB (virus de I'hépatite
B), y compris ceux dont la nature est encore inconnue. Néanmoins, aprés le drame du sang
contaminé des années 1980, ces risques sont limités par des controles stricts lors de la sélection
des dons et la réalisation de tests de dépistage (Raso and Hermans, 2018). En outre, une
recherche du matériel génomique des différents virus sur les pools de plasma est effectuée, et
le traitement inclut des étapes d’élimination et d’inactivation virale (Chtourou et al., 2007).

Malgré cela, depuis les années 1990, [utilisation de FVIII recombinant augmente
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progressivement, jusqu’a quasiment remplacer les FVIII dérivés du sang dans les pays

économiguement riches (Hermans et al., 2012).

Parmi les FVIII recombinants, on distingue ceux a demi-vie « classique », et ceux a demi-vie
« allongée ». Les FVIIl recombinants (FVIIIr) a demi-vie classique peuvent étre composés de la
protéine compléete, ou de la protéine délétée de son domaine B (Raso and Hermans, 2018).
Toutefois, afin d’alléger le traitement substitutif en limitant le nombre d’injections, différentes

technologies ont été développées pour allonger la demi-vie du FVIII recombinant :

- La fusion d’un fragment Fc d'immunoglobuline G ou d’albumine avec le FVIlIr, inhibant
sa dégradation lysosomale (Powell, 2015),

- La PEGylation du FVIlIr par liaison a une ou plusieurs chaines Poly Ethylene Glycol (PEG),
inhibant sa dégradation enzymatique et bloquant son interaction avec les récepteurs
de clairance (Veronese and Pasut, 2005),

- La modification de la séquence protéique du FVIlIr, alors composée d’une chaine
polypeptidique unique avec un domaine B tronqué, permettant une liaison covalente
entre les chaines lourdes et légeres. Cette forme est plus stable et a une meilleure

affinité avec le VWF (Schmidbauer et al., 2015).

b. Agent by-passant

Chez certains patients, le traitement de substitution ne fonctionne pas, en raison du
développement d’inhibiteurs. Dans ces cas, les agents by-passants tels que le FVlla d’origine
recombinante et les concentrés de facteurs du complexe prothrombique activés d’origine
plasmatique sont utilisés. Ces deux produits sont équivalents en termes d’efficacité et d’effets
indésirables thrombotiques mais la réponse a I'un ou a l'autre de ces traitements est variable

en fonction des patients (Franchini et al., 2013).

c. Traitement non spécifique

La desmopressine est un analogue de la vasopressine, stimulant la sécrétion de VWF et de FVIII
par les cellules endothéliales, via son effet agoniste sur le récepteur vasopressine V2. Ce
traitement est indiqué chez les patients souffrant d’hémophilie A mineure (Hews-Girard et al.,

2018; Loomans et al., 2018).
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’acide tranexamique est un anti-fibrinolytique particulierement efficace sur les hémorragies
des muqueuses (ménorragies, métrorragies, épistaxis, chirurgie bucco-dentaire), en inhibant

I"activité de la plasmine (Chauncey and Wieters, 2020; Sheu, 2018).

Depuis 2018, un nouveau traitement non spécifique est développé (Mahlangu et al., 2018;
Young et al., 2017). L'emicizumab est un anticorps monoclonal bi-spécifique, humanisé et
recombinant, mimant la fonction du FVIIl en se liant au FIXa et au facteur X, et exprimant une
activité cofacteur équivalente au FVIII. L'emicizumab est structurellement différent du FVIII, et
ne présente pas d’"homologie de séquence avec lui, permettant de ne pas étre neutralisé par
les inhibiteurs. C’est une nouvelle alternative thérapeutique, présentant la caractéristique
d’étre administrée par voie sous cutanée de maniére prophylactique une fois par semaine

(Blair, 2019).

3) Modalité de traitement

a. Traitement a la demande

Le traitement a la demande consiste a traiter un épisode hémorragique déclaré en administrant
le FVIII de substitution. Il permet de stopper le saignement sans agir directement sur la
résorption de ’lhématome ou de ’hémarthrose déja constitué. Le principe est de traiter le plus
tot possible apres le traumatisme ou I'apparition des premiers symptémes évocateurs d’un
saignement. La dose appropriée et la fréquence d’injection dépendent de la forme de la
pathologie et du type de saignement. La mise a disposition des traitements a domicile, la
formation a I'auto-traitement et les stages d’éducation thérapeutique ont pour objectif de
permettre une prise en charge rapide et donc optimale (Meunier et al., 2017; Polack et al.,

2015; Srivastava et al., 2013).

Bien que le traitement de substitution soit le traitement de base de I’hémophilie A, pour les
patients hémophiles A mineurs bon répondeur a la desmopressine, celle-ci est a privilégier

lorsgu’elle n’est pas contre-indiquée (Castaman, 2008).
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b. Prophylaxie

La prophylaxie dans I’'hnémophilie A consiste en des injections intraveineuses de FVIII de
substitution, systématiquement répétées a intervalle régulier sur une longue durée. La
prophylaxie est recommandée précocement chez les patients souffrant d’une forme sévere,
pour prévenir les saignements spontanés, les hémarthroses et le développement
d’arthropathies, avec I'objectif de préserver les fonctions musculo-squelettiques (Fischer et al.,
2001; Peyvandi et al., 2016b). Elle n’est pas recommandée pour les patients souffrant d’'une

forme mineure ou modérée, sauf exception.

La prophylaxie dite primaire débute au plus tard a la 26™ hémarthrose (qu’elle soit spontanée
ou post-traumatique), ou avant les 3 ans chez les hémophiles séveres, ou modérés répondant
a ces criteres. La mise en place d’une prophylaxie secondaire (aprés plus de 2 hémarthroses ou
au-dela de 3 ans) ou tertiaire (aprés apparition d’une arthropathie) concerne tous les enfants
hémophiles séveres n"ayant pas bénéficié d’une prophylaxie primaire (Manco-Johnson et al.,

2017).

Le traitement est débuté a raison d’une injection hebdomadaire de FVIII (50 Ul/kg). L’ évaluation
et I'adaptation du traitement sont réalisées a un rythme au moins trimestriel a I’occasion des
consultations médicales systématiques, avec consignes d’anticipation des visites en cas
d’hémarthrose(s) survenant dans l'intervalle. En cas de survenue d’une hémarthrose, le
traitement est augmenté au palier suivant et ainsi de suite (Tableau X). Il est également
conseillé de vérifier les valeurs résiduelles de FVIII afin de s’assurer que le schéma posologique
permet d’obtenir un taux de FVIII supérieur a 1 %. Des objectifs de taux résiduels plus élevés
peuvent a I’heure actuelle étre visés avec l'utilisation des médicaments a demi-vie allongée

(Giangrande et al., 2017; Meunier et al., 2009).

Tableau X : Schéma thérapeutique de la prophylaxie précoce et progressivement intensifié

Paliers Posologie

Palier 1 50 Ul/kg 1 fois par semaine

Palier 2 30 Ul/kg 2 fois par semaine

Palier 3 30 Ul/kg 3 fois par semaine ou toutes les 72h
Palier 4 25 a 30 Ul/kg toutes les 48h

D’aprés Meunier et al., 2009.
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c. Apparition d’inhibiteur

La complication majeure du traitement de I’'hémophilie A est le développement d’anticorps
neutralisants anti-FVIII, qui touche environ 30% des patients hémophiles A sévere et modérée
(DiMichele, 2000). Chez I'hémophile sévere ayant développé un inhibiteur, les saignements, les
douleurs et les hospitalisations sont plus fréquentes. Dans le cas d’hémophilie modérée et
mineure, I'inhibiteur peut neutraliser |le facteur de coagulation exogéne et endogéne, pouvant
donner au patient une symptomatologie d’hémophilie sévere. L'apparition d’un inhibiteur
spécifique vis-a-vis du traitement anti-hémophilique rend le traitement conventionnel
inefficace et augmente la morbi-mortalité (Peyvandi et al., 2017; Salek et al., 2017; Walsh et

al., 2016).

Une individualisation du traitement reste la meilleure approche thérapeutique. Le choix du
traitement entre la substitution conventionnelle par FVIII ou I'utilisation d’un agent by-passant
doit prendre en compte le titre de I'inhibiteur, son évolution et les expériences de traitement
des épisodes hémorragiques préalables (Bhardwaj et al., 2018; Hay et al., 2006; Teitel et al.,
2007):

- Lorsque le patient présente un faible taux d’inhibiteur, le traitement par FVIII prescrit
au moment de I"apparition de I'inhibiteur peut étre maintenu a plus forte dose, pour a
la fois neutraliser I'inhibiteur et permettre une activité coagulante,

- Lorsque le patient présente un fort taux d’inhibiteur, le traitement devient inefficace.
Dans ce cas, la mise en place de I'induction de tolérance immune (ITl) est effectuée,

- Lorsque le patient présente un faible taux d’inhibiteur, et que I'ITI est inefficace,

I"utilisation de médicament by-passant est alors indispensable.

Induction de tolérance immune

Le but des traitements d’induction de tolérance immune (ITl) est de restaurer la tolérance au
FVIII chez les patients présentant un taux d’inhibiteur élevé. Il consiste en l'injection de forte
dose de FVIII sur plusieurs mois. Bien que I'ITl soit un traitement lourd, prolongé et co(teus, il
est efficace chez 65 a 70% des patients (Hay et al., 2012; Schep et al., 2018). Il est alors
souhaitable d’essayer d’éradiquer I'inhibiteur afin de restaurer la possibilité de traitement par

FVIIL. Il existe différents protocoles pour la mise en place d’une ITl, soit a base de faibles doses
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sur plusieurs années, soit de fortes doses sur plusieurs mois, jusqu’a récupération d’'une demi-
vie normale du FVIII injecté. Le protocole d’ITI a faibles doses utilise des injections de 25 a 50
Ul/kg toutes les 48h (Mauser-Bunschoten et al., 1995). Le protocole d’ITl a fortes doses utilise
des doses de 100 a 200 Ul/kg une a deux fois par jour jusqu’a ce que le taux d’'inhibiteur soit

inférieur a 0.6 UB (Brackmann et al., 1996; Mancuso et al., 2017).

Traitement avec des agents by-passants

Pendant longtemps, les agents by-passants (FVlla recombinant et concentré de facteurs du
complexe prothrombique activés) ont été la seule possibilité pour envisager un traitement

prophylactique.

Concernant la prophylaxie par concentré de facteurs du complexe prothrombique activés, des
études ont démontré que son administration 3 fois par semaine permettait de réduire
I'incidence des saignements de plus de 60%, certains patients ne déclarant plus aucun épisode
de saignement sur la période de prophylaxie. La qualité de vie s’est améliorée de maniere
significative. Toutefois, ce traitement n’a pas empéché la progression de la détérioration
articulaire de patients atteints d’arthropathie avant le début du traitement, bien gu’il soit utile
pour prévenir les |ésions articulaires dans les articulations saines auparavant (Antunes et al.,

2014; Leissinger et al., 2011; Valentino, 2010).

Concernant la prophylaxie par FVlla recombinant, des études ont montré une réduction des
saignements d’environ 50%. La qualité de vie ne s'est pas améliorée de facon statistiquement

significative (Konkle et al., 2007; Young et al., 2012).

A partir des années 2010, la prophylaxie par agents by-passants chez les patients avec

inhibiteurs s’est développée (Lopez-Fernandez et al., 2016; Young et al., 2011).

Emicizumab

La prévention des accidents hémorragiques chez les patients avec inhibiteur a été transformée
par la mise sur le marché en 2018 de I'emicizumab. Des études ouvertes, multicentriques et
randomisées (HAVEN 1 et HAVEN 2), chez des adultes, des adolescents et des enfants atteints

d'hémophilie A avec inhibiteurs ont montré une forte efficacité de ce traitement dans la
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prévention des saignements. Une réduction de 87 % et de 79 % a été respectivement
démontrée par rapport au traitement a la demande et aux traitements prophylactiques par
agents by-passants (Oldenburg et al.,, 2017; Young et al.,, 2017). Ces résultats cliniques
indiquent que I'emicizumab permet de répondre aux besoins actuels de prophylaxie qui
n’étaient jusqu’a lors que partiellement résolus avec les agents by-passants chez les patients
hémophiles A avec inhibiteurs. En 2019, il constitue probablement le traitement de premiere
intention dans cette indication, et possede une AMM (autorisation de mise sur le marché) en
France pour son utilisation dans le cas de patients hémophiles avec inhibiteur

(http://www.omedit-idf.fr/, 2020).

En plus de son intérét pour traiter les patients avec inhibiteur, I'étude HAVEN 3 montre les
mémes résultats en prophylaxie chez les patients hémophiles A n’ayant pas développé
d’inhibiteur (Mahlangu et al., 2018). En France, '’AMM pour I'emicizumab a été étendue le 11
mars 2020, afin d’étre utilisé pour les patients hémophiles A sévére sans inhibiteur

(www.legifrance.gouv.fr/).

4) Traitements a I'étude

Les traitements de I"hémophilie A sont en pleine évolution pour répondre au mieux aux
problématiques des patients. Un large panel de traitements sont actuellement a I’étude, qu’ils

soient substitutifs ou non (Tableau XI).

a. Traitement substitutif

Protéine de fusion

L'allongement de la demi-vie des FVIlIr a permis dans un premier temps de réduire la fréquence
d’injection, de 3 a 4 fois par semaine a 2 fois par semaine chez les patients souffrant d’'une
forme sévere d’hémophilie A (Mahlangu et al., 2014; Shah et al., 2018). Récemment, une
nouvelle protéine de fusion rFVIIFc-VWF-XTEN (BIVV001) est entrée en phase 3 d’étude
clinique, ayant une demi-vie d’environ 37h (Konkle et al., 2020). Cette protéine de fusion est
composée d’un FVIII couplé a un fragment Fc d’immunoglobuline, sur lequel est couplé le

domaine D’D3 du VWF avec des linkers XTEN (Konkle et al., 2020; Seth Chhabra et al., 2020).
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La thérapie génique

La thérapie génique est une technique ayant connu des succes dans la correction a long terme
de différentes maladies génétiques (Aiuti et al.,, 2017; Sessa et al., 2016). L'utilisation de
vecteurs de la famille adénovirus (AAV) a été testée dans le cadre d’hémophilie B sévéere, avec
succes malgré une expression faible de FIX (Nathwani et al., 2011, 2014). Toutefois, la limite
majeure pour I'utilisation de vecteur AAV dans I'hémophilie A est la taille du gene F8, qui excede
de 4 kb la capacité d’empaquetage, ainsi que l'inefficacité de I'expression du FVIII (Ohmori,
2020). Pour pallier ce probléeme, Mcintosh et al., en 2013 utilisent une construction du gene F8
plus petite, notamment avec une délétion du domaine B et contenant un promoteur hépatique,
empagueté dans un vecteur AAV, qu’ils testent chez la souris et le primate. Les résultats
montrent une bonne efficacité d’expression de FVIII (McIntosh et al., 2013). En 2017, une étude
clinique de phase 1-2 utilisant la méme construction est réalisée chez ’lhomme. Elle montre
une normalisation durable du taux de FVIII sur une période de 1 an, chez 6 patients sur 7 ayant

recu une forte dose (Rangarajan et al., 2017).

D’autres constructions et vectorisations sont étudiées en phase pré-clinique. En 2011, une
équipe utilise un vecteur lentiviral, permettant d’infecter un large éventail de cellules
différenciées. Les résultats chez la souris montrent une légére augmentation stable de
I"'expression de FVIII (Matsui et al., 2011). En 2014, Wang et al., ont co-transfecté deux vecteurs
AAV contenant chacun une partie du gene £8, et montrent chez la souris une sécrétion de FVIII
comparable a I'équipe de Mcintosh (Wang et al.,, 2014). De nombreux essais en cours
permettront de mieux stratifier les patients qui pourront bénéficier de ces approches et

d’améliorer la correction a long terme de la déficience en FVIII.

b. Traitement non substitutif

Le but des traitements non substitutifs est de restorer 'hémostase chez les patients
hémophiles, en mimant 'effet coagulant du FVIIl, ou en agissant sur les inhibiteurs de la

coagulation.
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Anticorps bi-spécifique nouvelle génération

Mim8 (NNC0365-3769 A) est une nouvelle génération d’anticorps bi-spécifique, actuellement
en étude clinique phase 2 (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04204408, 2021). Mim8,
comme I’'Emicizumab, a pour but de mimer le FVIII dans le complexe tenase FVllla / FIXa pour
permettre une production de FXa. Mim8 est capable de normaliser la génération de thrombine
et la formation du clou plaquettaire avec un effet 15 fois supérieur a I'Emicizumab (Kjellev et
al., 2019). Peu d’informations sont actuellement disponibles car I’étude clinique n’a pas encore

donné lieu a la publication de données dans la littérature.

Inhibiteur de I’'antithrombine :

Le Fitusiran (ALN-AT3SC) est un inhibiteur de I'antithrombine sous forme de siRNA (small
interfering RNA). C'est un petit ARN non codant, capable d’entrer dans les hépatocytes et
dégrader les ARNm de I'antithrombine (Sehgal et al., 2015). Le Fitusiran inhibe donc la synthese
de l'antithrombine, afin d’augmenter le niveau de la génération de thrombine et ainsi
promouvoir I'hémostase chez les patients hémophiles. Ce traitement est actuellement a I'étude
en phase 2 chez des patients hémophiles. (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03417102,
2020; Pasi et al., 2017).

Anti-TFPI

Le concizumab (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03196284, 2021) et le Marstacimab (PF-
06741086) (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03938792, 2021) sont deux inhibiteurs du
TFPI en étude clinique, respectivement en phase 2 et 3. Ces anticorps inhibent spécifiqguement
le domaine Kunitz-2 du TFPI, domaine de fixation du FXa. Par conséquent, ils empéchent
I'inhibition du FXa par le TFPI, permettant alors de restorer la génération de thrombine (Patel-

Hett et al., 2019; Waters et al., 2017).
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Tableau XI : Récapitulatif des traitements de ’hémophilie A

Therapeutic agents

Mechanism of action

Dosing frequency (prophylaxis)

Plasmatic FVIII concentrates
- Pure plasmatic FVIII
- Plasmatic FVIII with VWF

Replacement therapy with plasmatic FVIII

1 to 3 times/week (i.v.)
1 to 3 times/week (i.v.)

Recombinant FVIII concentrates)

- rFVIIl CHO
- rFVIII BHK
- rFVIII HEK

Replacement therapy with recombinant FVIII from
animal or human cells

1 to 3 times/week (i.v.)
1 to 3 times/week (i.v.)
1 to 3 times/week (i.v.)

Extended Half Life FVIIl concentrates

- rFVIII PEG (rurioctocog alpha pegol, turoctocog alpha
pegol, damoctocog alpha pegol)

- rFVIII-Fc (efmoroctocog alpha)

- rFVIII single chain

- rFVIIIFc-VWEF-XTEN (SOBI)

Replacement therapy with recombinant modified
FVIIlI (from CHO, BHK or HEK) which shows extended
half-life : Fc fusion, single chain factor VIl or
PEGylation

1 to 2 times/week (seldom 3 times/week) (i.v.)

1 to 2 times/week (seldom 3 times/week) (i.v.)
1 to 2 times/week (seldom 3 times/week) (i.v.)
1 to 2 times/week (seldom 3 times/week), ongoing clinical trial

(i.v.)

Bispecific antibodies
- Emicizumab
- Mim8 (NovoNordisk)

Bispecific antibodies mimicking the action of FVIIl and
allowing the activation of FX into FXa

Once a week or 1/2 weeks or once monthly (s.c.)
Ongoing clinical trial (s.c.)

RNA inhibitors (si RNA)
- RNAi therapeutic targeting antithrombin (Fitusiran)
(Sanofi Genzyme)

siRNA targeting the production of the most potent
physiological coagulation inhibitor

Once monthly, ongoing clinical trial (s.c.)

Anti-"Tissue Factor Pathway Inhibitor" antibodies
- Concizumab (NovoNordisk)
- Marstacimab (Pfizer)

Anti-TFPI monoclonal antibody that decreases the
inhibition of the FVIla/tissue factor complex after
interaction with FXa and thus partially restores
thrombin generation

Ongoing clinical trial (s.c.)
Ongoing clinical trial (s.c.)

Gene therapy

- ssAAV2/5-hFVllico-SQ (Biomarin)

- ssAAV2/LKO3-hFVllico-SQ (Sparks Therapeutics)
- ssAAV2/8-hFVIII-SQ (Shire)

- ssAAV2/8-hFVllico-V3 (UCL/St Jude)

Adeno-Associated Virus vectors providing the patient
liver with a cDNA sequence encoding a functional
FVIII

Ongoing clinical trial (i.v.)
Ongoing clinical trial (i.v.)
Ongoing clinical trial (i.v.)
Ongoing clinical trial (i.v.)
Ongoing clinical trial (i.v.)

FVIII : Factor VIII, VWF : von Willebrand Factor, BHK cells : Baby Hamster Kidney cells ; CHO cells : Chinese Hamster Ovary cells ; HEK : Human Embryo Kidney cells.

(Cadé et al., soumis pour publication)
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IV.  Cas particulier : I'hémophilie A acquise

L’hémophilie A acquise est une coagulopathie acquise rare, causée par le développement
d’auto-anticorps anti-FVIII neutralisants (Collins, 2012; Elezovi¢, 2010). Cette pathologie est
diagnostiquée le plus souvent chez les patients de plus de 65 ans, présentant brutalement une
symptomatologie hémorragique marquée, survenant chez un sujet indemne de toute
pathologie hémorragique antérieure. Elle peut également toucher les femmes entre 20 et 40
ans et les enfants. Chez la moitié des patients, la maladie est associée a une maladie auto-
immune, un cancer, une grossesse, une infection ou encore a un médicament. Pour l'autre
moitié des patients, elle est idiopathique (Collins et al., 2010; Franchini et al., 2010, 2017). Les
symptémes hémorragiques sont proches de I'hémophilie A conventionnelle, a la différence que
les hémarthroses sont rares (Elezovi¢, 2010; Franchini et al., 2017; Toschi and Baudo, 2010). Le
traitement de cette pathologie a deux objectifs : restaurer I’lhémostase, notamment avec des
agents by-passants, et éradiquer les inhibiteurs, notamment par des traitements

immunosuppresseurs ou une ITI (Charlebois et al., 2018).
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Objectifs de la these

L’emicizumab constitue a ce jour, un traitement novateur remédiant au probleme d’inhibiteur
et aux troubles de la coagulation chez les patients hémophiles A. Chez les patients développant
des inhibiteurs, il est fréquemment utilisé en prophylaxie (Oldenburg et al., 2017; Young et al.,
2019). Par ailleurs, I'étude HAVEN 3 montre qu’un traitement prophylaxique avec
I’emicizumab, chez les patients hémophiles A sévére n’ayant pas développé d’inhibiteur,
diminue les saignements et améliore la qualité de vie des patients (Mahlangu et al., 2018).
L’emicizumab est approuvé dans de nombreux pays, incluant les Etats-Unis, le Japon et la
France, pour la prophylaxie de routine chez les patients hémophiles A avec ou sans inhibiteur.
En France, 'AMM a été étendue le 11 mars 2020, afin d’en permettre 'utilisation pour les
patients hémophiles A séveres sans inhibiteur (www.legifrance.gouv.fr/). Par conséquent, chez
les cliniciens, la question de |'utilisation systématique de ce traitement se pose, pour les cas
séveres en présence ou en absence d’inhibiteur. En plus de I'Emicizumab, de nombreux
traitements non substitutifs sont actuellement en essai cliniqgue, amenant un bouleversement
dans la prise en charge de I'hémophilie. Or, en dehors du trouble de la coagulation, il est
observé chez les hémophiles A une ostéopénie, une sarcopénie, une altération de
I'inflammation et du systéeme vasculaire. Des observations a partir d’études cliniques sur
I"hémophilie A, ainsi que des études in vitro et in vivo révelent de potentiels roles extra-

coagulants du FVIII dans ces différents systemes (Samuelson Bannow et al., 2019).

L'objectif de ma thése a été d’étudier les fonctions biologiques du FVIII, sur des cellules
endothéliales et des monocytes, dans le but d’avoir une meilleure compréhension de son role
extra-coagulant, et mieux appréhender le traitement de I’hémophilie A. Une premiére partie
de ma these repose sur I'étude de I'effet d’un FVIIl recombinant (Advate®, Takeda) sur la cellule
endothéliale, et une deuxieme partie fait le lien entre le systéme immunitaire et le systéme
vasculaire. Les points suivants seront abordés :

1. Réponse transcriptomique des cellules endothéliales a I'exposition a du FVIlIr, comparé

a I'OPGr et au VWFr,
2. Réponse protéomique des cellules endothéliales a I'exposition a du FVIIr,
3. Les effets du FVIIIr sur la formation de tubes vasculaires, 'adhérence cellulaire et la

perméabilité vasculaire,
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4. L'impact du FVIlr sur 'adhérence des monocytes aux cellules endothéliales et leur

transmigration a travers un endothélium constitué.
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MATERIELS ET METHODES
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|.  Culture cellulaire

Deux types de cellules endothéliales ont été utilisés : des cellules ECFC (Endothelial Colony-
Forming Cells), et des cellules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells). Les cellules
ECFC ont été obtenues auprés du Dr Catherine Boisson-Vidal (Faculté de Pharmacie, Paris
Descartes, UMRS1140). Les HUVEC ont été obtenues aupres du Dr Catherine Boisson-Vidal et
de Lonza (CC-2519, Lonza). Les cellules ont été cultivées a 37°C dans une atmosphére saturée
en humidité, avec 5% de CO; et sans ajout d’antibiotique. Le milieu EGM2 (Endothelial Growth
Medium 2, Lonza) a été utilisé comme milieu de croissance (Tableau XlI). Lors de I'entretien des

cellules, la tryspine est utilisée pour les décoller (Gibco).

Pour les expérimentations, la Versene (EDTA-1%, Millipore) a été utilisé pour décoller les
cellules HUVEC, et I’Accutase® (Gibco) a été utilisée pour décoller les cellules ECFC. Ces deux
produits ont été utilisés dans le but de conserver au mieux I'intégrité des protéines de surface
lors du passage des cellules pour les expérimentations. Le milieu EBM2 (Endothelial Basal
Medium 2, Lonza) a été utilisé pour les traitements, avec des concentrations différentes de
sérum de veau foetal (SVF) en fonction des expérimentations (Tableau Xll). Le SVF (Eurobio,

CVFSVF 00-01, lot : 566809-0222/A) utilisé est le méme pour chaque expérimentation.

Le FVIIl recombinant (FVIlIr, Advate®) et le VWF recombinant (VWFr, VonVendi®) utilisé pour
toutes les expériences ont été fourni par I'entreprise pharmaceutique Takeda (USA). La
substance active du médicament Advate est la molécule octocog alfa, un FVIlir a demi-vie
classique composé de la protéine complete. Le produit utilisé est le médicament injecté aux
patients, il ne contient ni plasma ni albumine, et est présenté sous forme de poudre. La
reconstitution a été effectuée en condition stérile a 600 Ul/mL, avec de I'eau pure. Le FVIlIr est
alors aliquoté et stocké a -80°C. Son activité spécifique est de 4 000 a 10 000 Ul/mg de protéine.
Du FVIII natif (Creative Biomart) est également utilisé dans certaines expériences, dont I'activité

spécifique est de 150 Ul/mg de protéine.
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EGM2 EBM2

Milieu EBM2 SVF 2% ou 5%

SVF 2%

Hydrocortisone

hFGF-B (human fibroblast growth factor
basic)

VEGF

R3-1GF-1 (recombinant insulin-like growth
factor)

Acide ascorbique

hEGF (human epidermal growth factor)

Héparine

Tableau XII : Différence entre le milieu EGM2 et le milieu EBM2. L'EGM2 est composé du milieu basal
EBM2, auquel ont été ajoutés des facteurs de croissance pour favoriser la prolifération des cellules
endothéliales.

II.  Test d’adhérence via le systeme xCELLigence

Les tests de prolifération ont été effectués a I'aide du systeme xCELLigence real time cell
analyzer (RTCA) (ACEA Biosciences). Le principe de ce systéme est de mesurer, en temps réel,
les variations d’impédance électrique (c’est-a-dire la résistance au passage du courant
alternatif) générées par I'adhérence des cellules sur les électrodes présentes au fond de puits
de plagues micro-électriques (E-plate). Ainsi, plus le nombre de cellules adhérentes est
important, plus I'impédance sera élevée. L'impédance relative aux cellules est reflétée par la

mesure de '« Index Cellulaire » (IC) (Figure 11).
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Figure 11 : Le systeme xCELLigence RTCA. Les cellules ont été déposées dans des plaques 96 puis a fond
plat dans lesquelles se trouvent des électrodes en or. Un courant électrique de faible intensité passe
dans ces électrodes et les informations ont été collectées par I'appareil xCELLigence. Lorsque qu’une
cellule se dépose en fond de la plaque, elle va opposer une résistance au passage de I'intensité. La
mesure de cette résistance est I'impédance, qui sera reflétée par I'index cellulaire. Le premier pic de la
courbe correspond a 'adhérence des cellules, qui s’étalent avant de reprendre une conformation
normale et proliférer.

Deux protocoles ont été utilisés. Dans le premier, les cellules HUVEC ont été ensemencées a
15 000 cellules par puits de I'E-plate, dans du milieu EGM2, avec ou sans FVIII natif ou FVIIIr.
Dans le second, les cellules HUVEC ont été déprivées en facteurs de croissance une nuit, dans
du milieu EBM?2 avec 2% de SVF. Par la suite, 10 000 HUVEC ont été ensemencées dans I'E-

plate, en milieu EBM2 avec 5% de SVF, en présence ou non de différentes doses de FVIIIr.
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IIl.  Formation de tubes vasculaire in vitro

Les cellules ECFC sont déprivées en facteurs de croissance pendant une nuit, dans du milieu
EBM2 avec 2% de SVF. 30 000 cellules ont été par la suite ensemencées sur une matrice de
Geltrex™ (Gibco) dans du milieu EBM2 avec 5% de SVF en plaque 48 puits, traitées ou non avec
du FVIIIr (10 Ul/mL). Pour le controle positif, le milieu de croissance EGM2 a été utilisé. Aprées
18h, les tubes vasculaires formés dans le gel ont été fixés avec 1,1 % de glutaraldéhyde et 4
images par puits sont capturées a I'aide du microscope InCellis (Bertin). Les images ont été

analysées sur le logiciel FlJl a I'aide du plugin « Angiogenesis Analyzer ».

V. RNA-sequencing et miRNA microarray

Le RNA-sequencing (RNAseq) est une technique d’analyse transcriptomique, permettant de
capturer et d’identifier a un temps donné, I'ensemble des transcrits afin de les quantifier. Les
cellules HUVEC ont été déprivées en facteurs de croissances une nuit, dans du milieu EBM?2
avec 2% de SVF. Elles ont été par la suite ensemencées en milieu EBM2 avec 5% de SVF, traitées
ou non avec du FVIlIr (10 Ul/mL), du VWFr (50 ng/mL), ou de I'OPGr (100 ng/mL,) pendant 7h.
Les cellules ont été ensuite culotées, et les ARNs isolés a I'aide du kit « Qiagen RNeasy Midi

kit ». L’expérience a été réalisée trois fois de maniere indépendante.

Le RNAseq a été réalisé avec la technologie lllumina (Active Motif). Apres I'isolation des ARNS,
une sélection des ARNm est effectuée. Ces ARNm ont alors été fragmentés et leurs brins
complémentaires ont été synthétisés a I'aide d’une transcriptase inverse pour obtenir des ADN
complémentaire (ADNc). Ce sont ces ADNc, appelés « reads » qui ont été ensuite séquencés.
La premiere étape d’analyse d’un RNAseq est I'alighement de ces « reads » a un génome de
référence. Le génome de référence utilisé est le hg38. Selon le nombre de reads constituant
chague ARNm, on peut quantifier ces derniers. Le RNAseq permet donc de comparer des
échantillons et d’identifier les ARNs différentiellement exprimés. L'analyse différentielle est
effectuée par DESeq2. Pour chaque gene, le nombre de « reads » correspondant est évalué
pour toutes les conditions et comparés. Une p-value a été attribuée ainsi qu’un fold-change.

De par le nombre trés important de genes, la probabilité de trouver une différence liée au
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hasard est assez élevée. Pour éviter cela, un ajustement de la p-value en utilisant la procédure

de Benjamini-Hochberg a été effectué.

Le miARN microarray a été réalisé avec une puce GeneChip™ miRNA 4.0 Array (Affymetrix),

permettant d’analyser 6 631 ARN humain non codants.

Des analyses fonctionnelles visant a déterminer les fonctions biologiques enrichies a été
effectué a partir du logiciel Cytoscape. Cytoscape est un logiciel open source, permettant la
visualisation de réseaux complexes a partir de différentes bases de données, comme Gene
Ontology, String, KEGG ou Reactome, couramment utilisées pour I'analyse fonctionnelle des

données transcriptomiques.

V. Transmigration monocytaire a travers un endothélium de

cellules HUVEC

Les cellules HUVEC ont été ensemencées en EGM2 dans un insert de culture perméable
ThinCert™ (Greiner bio-one), ayant des pores de 8um et recouverts au collagéne de type I. Dans
un premier temps, aucun milieu n’a été ajouté dans le sous-compartiment afin de former une
monocouche d’endothélium et éviter les multicouches (Vandenhaute et al., 2016). Apres 3
jours d’incubation, des monocytes sont obtenus par purification indirect a I'aide du kit «
Classical monocyte isolation » (Milteny Biotec) a partir de sang frais, aprés isolation des PBMC
(Peripheral blood mononuclear cells) au Ficoll-Paque™ PLUS (GE Health Care). Les PBMC ont
été obtenus a partir de tubes de sang total prélevé sur EDTA et anonymisés, fournis par le
Centre de Ressource Biologique — Tumorotheque de I'Institut de Cancérologie de I'Ouest,
certifié NF S96-900 (référence DC-2018-3321) (Heymann et al., 2020). Les monocytes purifiés
ont été ajoutés dans la partie supérieure de l'insert, en présence ou non de FVIlir a 10 Ul/mL,
dans de 'EBM2 avec 2% de SVF. Le sous-compartiment contient des chémoattractants

monocytaires : 15 ng/mL de MCP1 et 5 ng/mL de RANTES (Peprotech).
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VI. Adhérence de monocytes sur un endothélium de cellules

HUVEC en condition de flux

Les cellules HUVEC ont été ensemencées a confluence sur une lame pendant 6 jours afin de
former un endothélium compact et adhérent. Les monocytes ont été obtenus par purification
indirecte a 'aide du kit « Monocyte isolation » (Milteny Biotec) a partir de sang frais de donneur
sain, apres purification des PBMC au Pancoll. Les monocytes ont été alors marqués a la calcéine
pendant 10 min. Trois conditions ont été testées : 1) une condition controle, sans traitement
au FVIlIr ; 2) une condition ou les monocytes sont traités 10 min au FVIlir a 10 Ul/mL; 3) une
condition ou I'endothélium est traité 24h au FVIlir a 10 Ul/mL. Pour chaque condition, trois
expériences indépendantes sont réalisées. La mise en place ainsi que le matériel nécessaire a
I'expérimentation sous flux, réalisée dans l'unité Inserm UMR_S 1140 avec |'aide du Dr
Catherine Boisson-Vidal et Madame Anna Lokajczyk, se trouve en Figure 12. Une fois la
chambre mise en place et la vérification de I'intégrité de I’endothélium au microscope, celui-ci
est activé par une perfusion de tampon d’adhérence (10 mM HEPES, 2 mg/mL Albumine bovine,
HBSS sans Ca?* ni Mg?*, 1 mM MgCly, 1 mM CaCly), pendant 30 min a un débit de 0,1 mL/min
(force de cisaillement de 50 sec). Puis, 1 million de monocytes dans 1mL de tampon
d’adhérence sont perfusé a un débit de 0,1 mL/min. Afin d’observer la cinétique d’adhérence,
le « roulement » et le « tethering », la perfusion des monocytes est filmée a raison d’'une image
par seconde, sur un champ au centre de la chambre (Objectif 10x). Le « tethering » correspond
aux cellules qui adherent faiblement et qui se décrochent, et le roulement correspond aux
cellules qui adhérent faiblement, et qui avancent sur I'endothélium grace a la force de
cisaillement. Lorsque la totalité des monocytes a été perfusée, I'endothélium est lavé pendant
20 min a un débit de 0,1 mL/min. Les images de la chambre sont capturées selon le schéma
représenté en Figure 12B. Enfin, la force d’adhérence des monocytes a été testée en
augmentant graduellement le débit e augmentant graduellement les forces de cisaillement :
50 sect, 260 sec-1 (0,5mL/min), 515 sec? (1 mL/min), 1030 sec® (2 mL/min), 1545 sec™ (3
mL/min) et 2575 sec (5 mL/min). Pour chaque force testée, une image est prise, sur un champ

au centre de la chambre avant et apres la perfusion, et celle-ci est réalisée pendant 1 min.

Concernant les analyses, les monocytes en roulement, en « tethering » et ayant adhéré ont été

comptés manuellement a I'aide de 'outil « Cell counter » du logiciel FlJl. Dans un premier
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temps, les monocytes en « roulement » ou en « tethering » ont été comptés, sur chaque image
pendant 1,5 min, a raison d’une image par seconde sur un champ unique se situant au centre
de la chambre. En paralléle, pour I'analyse de la cinétique d’adhérence, les monocytes adhérés
ont été comptés toutes les 30 secondes sur ce méme champ, pendant 7 min. Puis, suite au
lavage, le nombre total de monocytes adhérés a I’'endothélium a été compté, sur chacun des
28 champs capturés (suivant le schéma représenté en Figure 12B). Pour finir, pour I'analyse de
la force d’adhérence, un champ au centre de la chambre a été choisi, et les monocytes adhérés
ont été comptés sur ce champ avant le début du test. Puis la premiére force de cisaillement a
été émise pendant 1 min. A la fin de cette minute, une image du champ est capturée, et les
monocytes restés adhérés ont été comptés. Ensuite, la force suivante a été émise, et ainsi de

suite jusqu’a 2575 sec’™.
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Figure 12 : Montage de la chambre sous flux et champs microscopique. A) La lamelle contenant
I’endothélium est déposée sur la chambre. Pour maintenir la lamelle et la chambre hermétique et éviter
les fuites, la chambre est placée dans un systeme métallique (en gris et bronze sur la photo), ou les vis
entourées de caoutchouc permettent de compresser la chambre sur la lamelle (située en dessous) sans
la casser. La chambre est volontairement placée a I'envers (endothélium vers le bas), afin que les
monocytes soient en contact avec celui-ci. Nous pouvons alors perfuser les monocytes a I'aide d’un
pousse seringue adapté, afin d’avoir un flux constant. B) Représentation de la partie de I'endothélium
en contact avec la chambre. Les cadres noirs correspondent aux différents champs analysés lors du
compte des monocytes ayant adhéré.
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VII.  Profil protéique des cellules HUVEC

L"étude du profil protéique des cellules HUVEC a été réalisée en condition physiologique ou
inflammatoire. Pour cela, les cellules HUVEC ont été traitées pendant 48h en présence ou non
de 4 concentrations de FVIIIr (20, 10, 5 et 2,5 Ul/mL) ; ainsi qu’en présence ou non de 10 ng/mL
de TNFa ou de 20 ng/mL d’IFNy (Milteny Biotec) (conditions inflammatoires). Les cibles

analysées par cytométrie en flux sont listées dans le Tableau XIII.

Profil immunitaire Profil avancé
Fonctions Cibles Condition Fonctions Cibles Condition
ULBPs LDL-Deg
Présentation HLA-E LDL-UP
antigénique HLA-2 Métabolisme lipidique LDLR
HLA-1 LOX1
MICA/B N CD36
CDI37L | fICO”d't'Q” Cyrosquelette/ CD29
- inflammatoire et ytosquelette i
Inhlblteur.de check- HVEM non Migration / Adhérence cHll\E/IREZT
point GITRL inflammatoire
CD58 CD144
PD-L1 . , JAM-1
Jonctions serrées
) .| vcAam- Z0-1
MO|T|CT|? d acd:&smn ICAM-1 Claudin-1
cellulaire ( s) E-Sel MMP14
TLR4 Intégrité vasculaire / PAR1 Conditi
TNFR1 Condition non perméabilité S1RP1 . ondition nFm
Médiateur de inflammatoire
" . TGFBR2 inflammatoire CD109 uniguement
I'inflammation i q
ILIR1 uniquement CD31
IFNGR1 Intégrité vasculaire / Tie2
angiogenese VEGFR2
CD146
FT
o EPCR
Agrega‘uon\/ thrombose CD141
/ systéme du
. CD59
complément
CD55
CD39
PDGFRb
Toxicité / liférati Profil
oxicité / prolifération
P Tox_48h
Tox_24h

Tableau Xl : Listes des cibles analysées pour étudier le profil protéique des cellules HUVEC. Dans les
conditions inflammatoires, les cellules HUVEC ont été traitées avec 10 ng/mL de TNFa ou de 20 ng/mL
d’IFNy, avec ou sans FVIII. « Tox_48h », « Tox_24h » et « Prolif » correspondent a des tests de
prolifération a 24h et 48h, a différentes doses de FVIII.
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VIIl.  Test de permeéabilité d’un endothélium de cellules HUVEC

Afin de mesurer la perméabilité vasculaire, 70 000 cellules HUVEC ont été ensemencées dans
un insert de culture (BD, 353097) ayant des pores de 8 um, recouverts de fibronectine afin de
former une monocouche d’endothélium. Aprés 3h d’incubation, une fois I'endothélium formé,
différentes doses de FVIIIr (5 et 10 Ul/mL) ont été déposées dans la partie supérieure de I'insert,
avec une solution de 250 pg/mL de FITC-Dextran 70 kDa. Le controle positif de perméabilisation
a été réalisé avec du TNFa a 10 ng/mL. Une cinétique a été réalisée (1h, 2h, 3h, 4h, 5h et 20h).
Le sous-compartiment a été collecté tout au long de cette cinétique, et la fluorescence ayant

diffusé a été mesurée a l'aide d'un lecteur de fluorescence (Perkin Elmer, Victor3).

IX. Analyses du cytosquelette a |'aide d’'une puce Cytoo™

Crossbow

Pour analyser le cytosquelette d’actine et les adhésions focales, les cellules HUVEC ont été
ensemencées sur des puces Cytoo™ Crossbow. Ce sont des puces contenant des zones en
forme d’arc recouvert de fibronectine humaine, ou une cellule endothéliale peut se fixer, et
permettant sa polarisation. Les zones analysées dans cette expérience se trouvent en Figure 13.
Les cellules HUVEC ont été ensemencées a raison de 12 000 cellules par puits. Apres 18h
d’incubation avec différentes doses de FVIII (0,62, 5, 10 Ul/mL), les cellules ont été fixées avec
une solution de paraformaldéhyde a 4%. Une perméabilisation a été réalisée (PBS, BSA 1%,
Triton 0,3%), puis l'immunomarquage des filaments d’actines (F-actine, A12379,
ThermoFischer), ou de la paxilline phosphorylée (P-PAX, #2541, Cell Signaling) a été effectué.

Acquisition des images par microscopie confocale (Confocal Nikon, objectif 60x).
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Figure 13 : Analyses effectuées sur la puce Cytoo™ Crossbow. Ces puces servent a confiner dans un ou
plusieurs puits, des zones en forme de fléeche définies par un « coating » a la fibronectine humaine, ou
une cellule peut adhérer. Cette conformation permet de polariser des cellules immobiles. (A) Apercu du
sens de migration, de la zone de rétractation (arriere de la cellule) et de la zone de protrusion ou
lamelipode (front de migration). (B) Zone d’étude du marquage de la phospho-Paxilline (P-Pax). Zone
des adhérences focales matures (en rouge) et zone de front de migration ou « ruffling » (en bleu). (C)
Zones d’études du cytosquelette a partir du marquage de la F-actine. Les fibres de stress situées entre
les adhésions focales matures dans la zone de rétractation et le réseau d’actine dans la zone de
protrusion. (D) Exemple de marquage du noyau, (E) de la P-Pax et (F) de I'actine.
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X. Expression de ZO-1 a I'aide d’une puce Cytoo™ Arena

Pour analyser les jonctions serrées, les HUVEC ont été ensemencées sur des puces Cytoo™
Arena. Ce sont des puces contenant des zones en forme de cercle recouvertes de la
fibronectine humaine, ou plusieurs cellules endothéliales peuvent se fixer, et permettant le
confinement d’un endothélium sur une surface adhérente (image en Figure 14). Les cellules
HUVEC ont été ensemencées a raison de 12 000 cellules par puits. Aprés 48h d’incubation avec
différentes doses de FVIlir (5, 2,5, 10 Ul/mL), les cellules ont été fixées avec une solution de
paraformaldéhyde a 4%. Un immunomarquage de Zonula occludens -1 (ZO-1, #8193, Cell
Signaling) est effectué. Acquisition des images par microscopie confocale (Confocal Nikon,

objectif 60x).
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Figure 14 : Puces Cytoo™ Arena. Ces puces servent a confiner dans plusieurs puits, des zones circulaires
adhérentes plus ou moins grandes, recouvertes de fibronectine humaine. Le but est de former, sur
chaque zone circulaire, des endothéliums sur lesquels nous pourrons analyser les jonctions serrées.
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Xl.  Western Blot

Les cellules HUVEC ont été déprivées en facteurs de croissance une nuit, dans du milieu EBM?2
avec 1% de SVF. Elles ont ensuite été traitées avec différentes doses de FVIlIr pendant 2h, en
EBM2 avec 0% de SVF. Les protéines sont extraites avec du tampon RIPA supplémenté avec de
I'inhibiteur de phosphatase (Halt™ Phosphatase Inhibitor Cocktail, Thermofischer). Un Western
Blot a été réalisé en condition dénaturante. La protéine FAK (focal adhésion kinase)
phosphorylée a été révélée a I'aide de I'anticorps monoclonal anti-phospho-FAK Y397 (#3283S,
Cell Signalling). Pour révéler la protéine totale FAK, une deshybridation a été nécessaire (SDS,
Glycine, Tween, pH 2). Puis, apres vérification de I'efficacité de la déshybridation, FAK totale et
I'actine ont été révélées a I'aide de I'anticorps monoclonal anti-FAK total (#3285S, Cell
Signalling), et de I'anticorps monoclonal anti-actine (MAB1501R, Millipore). La révélation a été

effectuée a I'aide du ChemiDoc™ MP (Bio-rad).

XIl.  Cytométrie en flux : mesure de 'expression d’'ICAM-1

Les cellules HUVEC ont été déprivées en facteurs de croissance une nuit, dans du milieu EBM2
avec 2% de SVF. Elles ont ensuite été traitées avec 10 Ul/mL de FVIlIr pendant 24h, en EBM2
avec 5% de SVF. Puis, les cellules ont été marquées 30 min avec un anticorps primaire
monoclonal anti-ICAM1 (ab2213, Abcam) ou le contréle isotypique 1gG2a (ab18415, Abcam),
ainsi gqu’un anticorps secondaire couplé a I'Alexa Fluor 488 (4412S, Cell Signaling). L'intensité
de fluorescence a été mesurée avec le cytométre en flux BD Accury C6. La moyenne de
fluorescence corrigée est calculée en soustrayant la moyenne de fluorescence du contréle

isotypique de la moyenne de fluorescence du marquage ICAM1.

XIll.  Test de migration

Les cellules HUVEC ont été marquées avec 5 uM de Vybriant™ DiD (Thermofischer) pendant 20
min, puis ensemencées en milieu EGM?2 a raison de 100 000 cellules par puits d’une plaque 12

puits. Une fois les cellules a confluence, une blessure a été créée au centre du puits a 'aide
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d’un cone de pipetage. Le milieu a alors été changé pour un milieu EBM2 a 5% de SVF,
contenant 3,5 uM de mitomycine inhibant la prolifération cellulaire, avec ou sans FVIIIr aux
concentrations 0,62 et 10 Ul/mL. Toutes les 12h pendant 60h, des images de la blessure ont
été capturées par microscopie (Operetta CLS). La distance entre les deux bords de la blessure

(largeur de la plaie) a été mesurée a I'aide du logiciel FIJI.

XIV. Meéthodes d’analyses et tests statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism version 6. Les

valeurs de p-value inférieures a 0.05 sont considérées comme significatives.

Test d’adhérence via le systeme xCELLigence

Deux types d’expériences ont été réalisés avec le premier protocole, soit avec du FVIII natif soit
avec du FVIlIr. Trois expériences indépendantes ont été effectuées avec le FVIII natif pour
chaque concentration testée (1, 2 ou 5 Ul/mL), deux ont été réalisées en trois réplicas, et une
en deux réplicas. Quatre expériences indépendantes ont été effectuées avec le FVIIIr pour les
concentrations 1, 2 et 5 Ul/mL, trois ont été réalisées en trois réplicas, et une en deux réplicas.
Trois expériences indépendantes ont été effectuées avec la concentration 10 Ul/mL de FVIIr,
chacune a été réalisée en trois réplicas. Les résultats sont exposés sous forme de graphiques,
représentant la moyenne = SEM de I'index cellulaire. Un test Mann-Whitney est effectué pour

chaque condition testée, comparée au contrdle sans FVIII.

Concernant le deuxieme protocole, deux expériences indépendantes ont été réalisées en deux
réplicas par chaque concentration (1, 2, 5, 10 et 15 Ul/mL). Les résultats sont exposés sous
forme de graphiques, représentant la moyenne = SEM de l'index cellulaire. Un test Mann-

Whitney est effectué pour chaque condition testée, comparée au contrdle sans FVIII.
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Formation de tubes vasculaire in vitro

Deux expériences indépendantes ont été réalisées, une en un réplica, et une en 2 réplicas. Pour
chaque puits (trois par condition), 4 champs ont été capturés pour l'analyse (plugin
« Angiogenesis Analyzer » du logiciel FIJI). Les résultats représentent la longueur moyenne des

tubes par champs + SEM. Un test Mann-Whitney est effectué.

RNA-sequencing et miRNA microarray

Trois expériences indépendantes ont été réalisées, en un réplica. L'analyse différentielle est
effectuée par DESeq2. Pour chaque gene, le nombre de « reads » correspondant est évalué
pour toutes les conditions et comparés. Une p-value a été attribuée ainsi qu’un taux de
modification (fold-change). Un ajustement de la p-value en utilisant la procédure de Benjamini-

Hochberg a été effectué.

Transmigration monocytaire

Six expériences indépendantes ont été réalisées en simplicat, utilisant le sang de 6 donneurs
différents. Les résultats sont exposés sous forme de graphique, représentant le nombre total

de monocytes ayant transmigré par expérience (en fonction des différents donneurs).

Adhérence de monocytes sur un endothélium de cellules HUVEC en condition de

flux

Neuf expériences ont été réalisées de maniere indépendante : trois dans la condition contrdle ;
trois dans la condition ou les monocytes sont traités 10 min au FVIIir a 10 Ul/mL ; et trois dans
la condition ou I'endothélium est traité 24h au FVIlir a 10 Ul/mL. Cela signifie qu’une expérience

correspond a une condition : soit contrdle, soit monocytes traités, soit endothélium traité.
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« Roulement » et « tethering »

Pour I'analyse du « roulement », les monocytes en « roulement » ont été comptés, sur chaque
image pendant 1,5 min, a raison d’'une image par seconde sur un champ unique se situant au
centre de la chambre (environ 90 images par expérience, soit > 257 images par condition). Les
résultats sont exposés sous forme de graphique, représentant la moyenne = SEM du nombre
de monocyte en « roulement » par seconde. Un test ANOVA une voie couplé au test de Holm-

Sidak (comparaison des conditions traitées par rapport au controle) a été réalisé.

Pour I'analyse du « tethering », les monocytes en « tethering » ont été comptés, sur chaque
image pendant 1,5 min, a raison d’'une image par seconde sur un champ unique se situant au
centre de la chambre. Les résultats sont exposés sous forme de graphique, représentant la

moyenne + SEM du nombre total de monocyte en « tethering » sur 1,5 min.

Cinétique d’adhérence

Pour I'analyse de la cinétique d’adhérence, les monocytes adhérés ont été compté toutes les
30 secondes sur un champ unique se situant au centre de la chambre, pendant 7 min. Pour
simplifier la lecture du graphique, seulement 8 points temporels sont représentés. Les résultats
sont exposés sous forme de graphique, représentant la moyenne + SEM du nombre total de
monocytes adhérés a chaque temps. Un test de Kruskal-Wallis couplé au test de Dunn

(comparaison des conditions traitées par rapport au contrdle) est effectué pour chaque temps.

Pour I'analyse de la vitesse d’adhérence, la pente de la courbe représentant la cinétique de
chaque expérience (trois par condition) est calculée. Les résultats sont exposés sous forme de
graphique, représentant la moyenne + SEM des pentes. Un test de Kruskal-Wallis couplé au test
de Dunn (comparaison des conditions traitées par rapport au contrdle) est effectué pour

chaque temps.
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Adhérence des monocytes

Pour I'analyse de I'adhérence des monocytes a I'endothélium, le nombre total de monocytes
adhérés a I'endothélium a été compté, ce qui correspond a 28 champs par expérience (soit 84
images par condition). Les résultats sont exposés sous forme de graphique, représentant le
nombre moyen de monocytes par champ + SEM. Un test ANOVA une voie couplé au test de

Holm-Sidak (comparaison des conditions traitées par rapport au contrdle) a été réalisé.

Résistance aux forces de cisaillement

Pour I'analyse de la résistance aux forces de cisaillement, un champ au centre de la chambre a
été choisi, et les monocytes adhérés ont été comptés avant le début du test. Ce nombre est
rapporté a 100%. Puis, une image du champ est capturée apres chaque force de cisaillement
testée et les monocytes restés adhérés ont été comptés. Le pourcentage de monocytes restant
est calculé par rapport au nombre initial. Les résultats sont exposés sous forme de graphique,

représentant la moyenne + SEM de ces pourcentages.

Analyse du profil protéique

Le seuil de significativité a été arbitrairement fixé a 15%.

Perméabilité endothélium

Une expérience a été réalisée en six réplicas. Les résultats sont exposés sous forme de
graphigue, représentant les moyennes de la concentration en Dextran-FITC par condition *
SEM. Un test de Kruskal-Wallis couplé au test de Dunn (comparaison des conditions traitées

par rapport au controle) est effectué pour chaque temps et pour chaque concentration.
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Analyse du cytosquelette (puce Cytoo™ Crossbow)

Cytosquelette d’actine

Pour I'analyse du cytosquelette d’actine, une expérience a été réalisée. Pour chaque condition,
au moins 23 cellules HUVEC ont été prise en compte dans les analyses. Les fibres d’actines ont
été délimitées a I'aide du logiciel FlJI, aprés un seuillage. L'aire de marquage totale par cellule
correspond a la surface totale de I'ensemble des fibres d’actines de cette cellule. L'aire de
marqguage moyenne correspond a la surface moyenne d’une fibre d’actine de cette cellule. Ces
analyses ont été réalisées dans la zone de rétractation et dans la zone de protrusion
séparément. Les résultats sont exposés sous forme de graphique, représentant la moyenne de
ces aires + SEM. Un test ANOVA une voie couplé au test de Holm-Sidak (comparaison des

conditions traitées par rapport au controle) a été réalisé.

Phosphorylation de la Paxilline

Pour I'analyse de la phosphorylation de la Paxilline, une expérience a été réalisée. Pour chaque
condition, au moins 65 cellules HUVEC ont été prises en compte. Les adhérences focales ont
été délimitées a 'aide du logiciel FllI, apres un seuillage. L'aire de marquage totale par cellule
correspond a la surface totale de I'ensemble des points d’adhérences focale de cette cellule.
'aire de marquage moyenne correspond a la surface moyenne d’une adhérence focale d’'une
cellule. Le nombre d’évenements correspond au nombre de points d’adhérence focale d’une
cellule, et le périmetre des évenements correspond au périmétre de ces points. Ces analyses
ont été réalisées dans la zone de rétractation et dans la zone de protrusion. Les résultats sont
exposés sous forme de graphique, représentant soit la moyenne des aires + SEM, soit la
moyenne du nombre d’évenement + SEM, soit la moyenne des périmetres + SEM. Un test
ANOVA une voie couplé au test de Holm-Sidak (comparaison des conditions traitées par rapport

au controle) a été réalisé.
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Expression de la protéine ZO-1 (puce Cytoo™ Arena)

Pour 'analyse de I'expression de la protéine Z0-1, une expérience a été réalisée. Pour chaque
condition, 24 endothéliums de cellules HUVEC ont été pris en compte. Les jonctions marquées
par Z0-1 ont été délimitées a I'aide du logiciel FlJI, aprés un seuillage. L’aire de marquage totale
par cellule correspond a la surface totale de I'ensemble des jonctions marquées par ZO-1 de
cette cellule. L'aire de marquage moyenne correspond a la surface moyenne d’une jonction
marquée par ZO-1 de cette cellule. Le nombre d’évenement correspond au nombre de
jonctions marquées par ZO-1 dans une cellule. Les résultats sont exposés sous forme de
graphique, représentant soit la moyenne des aires = SEM, soit la moyenne du nombre
d’évenement + SEM. Un test de Kruskal-Wallis couplé au test de Dunn (comparaison des

conditions traitées par rapport au controle) a été réalisé.

Western blot

Tous les Western blots ont été répétés trois fois a partir d’expériences indépendantes. Les

résultats présentés sont représentatifs des données obtenues.

Expression ICAM1 par cytométrie en flux

Quatre expériences ont été réalisées en un réplica. La moyenne de fluorescence corrigée est
calculée en soustrayant la moyenne de fluorescence du contrdle isotypique de la moyenne de
fluorescence du marquage ICAM1. Puis, I'expression d’ICAM1 est exprimée en pourcentage de
fluorescence par rapport au contréle. Les résultats sont exposés sous forme de graphique,
représentant la moyenne de ces pourcentages + SEM. Un test de Kruskal-Wallis couplé au test
de Dunn (comparaison des conditions traitées par rapport au contrdle) est effectué pour

chaque temps.
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Test de migration

Pour chaque puits et pour chagque temps, 3 mesures ont été relevées pour mesurer la distance
entre les deux bords de la plaie (largeur de la plaie), et une moyenne est mesurée. Au temps
Oh, cette moyenne est rapportée a 100%. Puis, la largeur de la plaie a été mesurée toutes les
12h pendant 60h, et le pourcentage de la distance parcourue pour refermer la plaie ainsi que
la vitesse de migration en um/h ont été calculés. Apres 48h d’incubation, I'ensemble de la plaie
a été recouverte, par conséquent les résultats sont montrés sur 36h. Les résultats sont exposés
sous forme des graphiques. Le premier représente le pourcentage de fermeture de la blessure
par rapport a la largeur au temps Oh + SEM, le deuxiéme représente la vitesse de migration

pour chaque condition, en um/h + SEM.

142



RESULTATS

143



Chapitre 1 : Effets du FVIIIr sur les cellules endothéliales

l. Effet du FVIII sur I'adhérence des cellules endothéliales

A partir d’observations cliniques, et d’études in vivo et in vitro, des effets potentiels du FVIII sur
les cellules endothéliales sont suspectés (Samuelson Bannow et al., 2019). L'effet du FVIIIr sur
I'adhérence des cellules HUVEC a été étudié a l'aide du systeme xCELLigence RTCA (voir
Matériel et Méthode). Différentes conditions ont été testées, en utilisant du FVIIl natif ou
recombinant. Dans un premier temps, les cellules HUVEC ont été traitées avec différentes
concentrations de FVIII natif ou FVIllr, dans du milieu EGM2 contenant des facteurs de
croissance (Figure 15A et B). Les résultats obtenus en Figure 15A montre que le FVIII natif
augmente significativement (p < 0,05, p < 0,01) I'index cellulaire, reflétant I'adhérence des
cellules HUVEC a I'E-plate, quel que soit la concentration testée. Cette augmentation est
approximativement la méme en fonction des concentrations, puisque pour une dose de 1
Ul/mL on observe un index cellulaire supérieur de 3,22 (+0,2) ; pour une dose de 2 Ul/mL, celui-
ci est supérieur de 3,85 (+ 0.08) ; et pour 5 Ul/mL il est augmenté de 3,14 (+ 0.96). De facon
surprenante, le FVIlir aux mémes concentrations n’a pas d’effet sur 'adhérence des cellules
HUVEC (Figure 15B). A la concentration 10 Ul/mL de FVIlIr, I'impédance des cellules HUVEC est
significativement (p < 0,05) diminuée de 1,01 (+ 0,11) (Figure 15B).

Toutefois, le milieu EGM2 n’étant pas optimal afin de voir I'effet du FVIII seul (en raison de la
présence des facteurs de croissance), nous avons modifié le protocole. Les cellules HUVEC sont
déprivées en facteur de croissance une nuit en milieu basal (EBM2) avec 2% de SVF, puis les
cellules sont ensemencées et traitées en EBM2 avec 5% de SVF. Dans ces conditions et a chaque
concentration testée, le FVIlIr induit une diminution significative (p < 0,05) de I'impédance des
cellules HUVEC. Pour la doses 1 Ul/mL, on observe une diminution de 0,28 (+ 0,03) ; pour les
doses 2 et 5 Ul/mL on observe une diminution de 0,27 (+ 0,019 et 0,027 respectivement) ; pour
la dose 10 Ul/mL on observe une diminution de 0,33 (+ 0,013) ; et pour la dose 15 Ul/mL on

observe une diminution de 0,34 (+ 0,02) (Figure 15C).
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Figure 15 : Effet du FVIIIr ou natif sur 'adhérence des cellules HUVEC via le systeme xCELLigence. A) et
B) 15 000 cellules HUVEC ont été ensemencées en EGM2, en présence ou non de différentes
concentrations de FVIII natif (A) ou FVIIIr (B). Les graphiques représentent la moyenne + SEM de I'index
cellulaire de 3 ou 4 expériences indépendantes. Test Mann-Whitney * < 0,05, ** < 0,01. C) 10 000
HUVEC ont été ensemencées en EBM2 avec 5% de SVF, en présence ou non de différentes
concentrations de FVIIIr. Les graphiques représentent la moyenne + SEM de I'index cellulaire de 4 puits

indépendants). Test Mann-W

hitney * < 0,05.
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Ces résultats montrent que la dose 10 Ul/mL modifie I'impédance des cellules HUVEC en
condition basale et en présence de facteur de croissance, contrairement aux doses plus faibles
(Figure 15 B et C). Un effet maximal du FVIIl a été observé a 10 Ul/mL (Figure 15 C). Pour la
suite des expériences, la dose 10 Ul/mL sera systématiquement testée, avec ou sans
concentration supplémentaire en fonction des expérimentations. Par ailleurs, la pureté du FVIII

natif n’étant pas maitrisée, nous avons étudié I'effet du FVIII recombinant.

[I.  Le FVIllr modifie le transcriptome des cellules HUVEC, mais pas le miRome

L'étude de la réponse transcriptomique des cellules HUVEC a I'exposition a du FVIlIr a été
réalisée afin d’avoir une vue d’ensemble de ces effets potentiels. Une comparaison a été faite
avec le VWF, partenaire majeur du FVIII étant impliqué dans I'angiogenése ; ainsi qu’avec I'OPG,
partenaire du complexe FVII/VWF, également impliqué dans I'angiogenese (Benslimane-
Ahmim et al., 2011; Starke et al., 2011). Apres 7h de traitement des cellules HUVEC avec 10
Ul/mL de FVIlir, 100 ng/mL d’OPGr ou 50 ng/mL de VWFr, le transcriptome a été analysé par
RNAseq. Les concentrations d’OPGr et de VWFr, ainsi que le temps de traitement, ont été
choisis aprés des expériences de RTqPCR (résultats non montrés) sur des génes impliqués dans

I’angiogenese.

Les données obtenues montrent que le FVIllr modifie de maniere significative le profil
d’expression génique des cellules HUVEC contrairement a I’'OPGr et au VWFr (Figure 16). Il est
important de noter qu’il existe une variabilité inter-expérimentation qui reflete la variabilité
des lots de cellules HUVEC utilisées. Cette variabilité inter-expérimentation pourrait
potentiellement masquer un faible effet du VWFr et de I'OPGr sur ces cellules. Néanmoins,
I’analyse par composante principale (PCA plot) montre une modulation significative du

transcriptome des cellules HUVEC par le FVIIIr dans les conditions expérimentales utilisées.
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Figure 16 : Le FVIlIr, mais pas I’OPGr et le VWFr, modifie le transcriptome des cellules HUVEC. APC
plot des conditions contréle versus les différentes conditions testées. Les points rouges représentent
les conditions contrdles, les points verts représentent les conditions traitées avec 10 Ul/mL de FVIllr,
les points bleus représentent les conditions traitées avec 100 ng/mL d’OPGr, et les points violets
représentent les conditions traitées avec 50 ng/mL de VWFr. Ce PCA plot montre les résultats de 3
expériences réalisées indépendamment.

Apreés I'analyse différentielle par la méthode DESeq2, on observe 563 genes significativement
régulés par le FVIIIr, dont 395 sont sur-exprimés, et 168 sont sous-exprimés (Figure 17A). Le
volcano plot représente en vert et rouge, les génes au moins 2 fois plus ou moins exprimés
(taux d’augmentation de 2). Cette représentation permet de visualiser les génes ayant la plus
grande modulation d’expression, tels qu’/CAM1 (Figure 17B). Ces génes sont résumés dans le
Tableau XVI. Parmi les 28 génes les plus sur-exprimés en présence de FVIlIr, on retrouve des
génes impliqués dans le recrutement leucocytaire comme ICAM1, VCAM1 et SELE (E-selectine)
codant pour des molécules d’adhérence des leucocytes sur I'endothélium (Greenwood et al.,
1995; Jones et al., 2015; Lehmann et al., 2003) ; CCL2 (MCP-1) et CXCL8 (IL-8) codant pour deux
chemoattractants leucocytaires (Siddiqui and Partridge, 2017; Waugh and Wilson, 2008) ;
ESM1 codant pour I'Endecan, induisant I'expression d’'ICAM1 et VCAM1 (Leite et al., 2020; Sun
etal.,, 2019) ; et SERPINE1 codant pour PAI-1, qui joue un réle dans la migration des monocytes
(Yasar Yildiz et al., 2014). On retrouve également des génes codant pour des protéines
impliguées dans la voie NFKB comme TRAF1, IL32 et BIRC3 régulant positivement cette voie

(Conti et al., 2007; Edilova et al., 2018; Saleem et al., 2013) et TNFAIP3 (A20) la régulant

147



négativement (Soni et al., 2018) ; RELB et NFKB2 codant pour des facteurs de transcription de
cette voie (De Leo et al., 2020; Millet et al., 2013). Tous ces genes codent pour des protéines
impliguées dans I'immunité innée ou adaptative, ainsi que le géene /L4/1 impliqué dans la
réponse immunitaire adaptative et dont I'induction dépend de la voie NFkB (Molinier-Frenkel
et al., 2019). Parmi ces génes, certains sont également décrit comme codant pour des facteurs
pro-angiogenes, comme ESM1 (via le VEGF-A), TNFAIP3 et SERPINE1 (Leite et al., 2020; Liet al.,
2016; McCann et al., 2019). Par ailleurs, d’autres genes sur-exprimés code pour des protéines
impliquées dans ce processus, comme CTHRC1 codant pour un facteur pro-angiogéne (Lee et
al., 2016) ; CXCL8 codant pour IL-8, qui induit une néoangiogenese via la signalisation de son
récepteur CXCR2 (Waugh and Wilson, 2008) ; ITGAV dont la protéine est sur-exprimé pendant
I’'angiogenese, afin de promouvoir la croissance et la survie des cellules endothéliales (Weis and
Cheresh, 2011); ou encore SPOCD1 codant pour une protéine induisant I’expression de VEGF-
A (facteur pro-angiogenique) (Liang et al, 2018). Ce RNAseq montre également une
surexpression de genes dont les protéines sont impliqguées dans la perméabilité de
I’endothélium, comme ESM1 (Leite et al., 2020) ; CXCL8 via la signalisation de son récepteur
CXCR2 (Waugh and Wilson, 2008) ; TNFAIP3 dont la protéine régule 'expression de la VE-
cadhérine (protéine de jonctions serrées) (Soni et al., 2018) ; NEDD4L codant pour une protéine
dégradant 'occludine (protéine de jonctions serrées) (Goel et al., 2015) ; CTSS codant pour la
Cathepsine S, qui dégrade JAM-B et la E-cadhérine (protéines de jonctions serrées) ainsi que
par 'activation du récepteur PAR2 (Kumar Vr et al., 2016; Wilkinson et al., 2015). A ces facteurs,
le FVIlIr induit la sur-expression de genes codant pour des protéines impliquées dans la
réorganisation du cytosquelette et les adhérences focales, comme AKAP12 codant pour une
protéine d’échafaudage pour I'actine (Gelman, 2010); CXCL8 (IL-8) activant des protéines
d’adhérences focales comme la paxilline ou les FAK via la signalisation de CXCR2 (Waugh and
Wilson, 2008); TAGLN codant pour la Transgelin, stabilisant les filaments de stress
d’actine (Assinder et al., 2009) ; NEDD9, codant pour une protéine d’ancrage stabilisant les
adhérences focales (Bradbury et al., 2014) ; ou I'lTGAV dont la protéine régule I'adhérence

cellulaire (Weis and Cheresh, 2011).

Le gene le plus sous-exprimé est le gene METTL7A (methyltransferase 7A), codant pour une
protéine impliquée dans le métabolisme lipidique (Zhou et al., 2017). Le géne ADGRG6

(adhesion G protein-coupled receptor, GPR126) codant pour un récepteur suspecté comme
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étant impliqué dans la signalisation mécano-dépendante. Toutefois, il est majoritairement
étudié dans les cellules de Schwann (Musa et al.,, 2019). Pour finir, le géne NOS3 (ou eNOS,
endothelial nitric oxydase) codant pour une enzyme ayant pour réle la synthése de NO. Elle est
impliquée dans le contréle du tonus vasculaire, dans I'agrégation plaquettaire, mais aussi dans

I'adhérence des leucocytes a I’endothélium (Siragusa and Fleming, 2016).
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Figure 17 : Le FVIIIr modifie I'expression de 563 génes des cellules HUVEC. (A) Heat map des conditions
contrdles versus les conditions traitées au FVIlIr, représentant les 563 genes différentiellement
exprimés. En rouge sont représentés les genes sur-exprimés aprés un traitement au FVIlIr, en bleu sont
représentés les genes sous-exprimés apres un traitement au FVIlir. (B) Volcano plot de tous les génes
exprimés, comparant les conditions controles et les conditions traitées au FVIlIr. En abscisse est décrit
le log fold change corrigé, et en ordonné la p-value ajustée en -logl10. Les genes colorés représentent
les genes différentiellement exprimés avec un fold change de 2 (log2(2) = 1). En rouge sont représentés
les genes au moins 2 fois moins exprimés et en vert les genes au moins deux fois plus exprimés.
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modification d’au moins 2.

Génes sur-

Génes sous-

i Fold change
NOS3 -2

ADGRG6 21

METTL7A 21

e Fold change
ICAM1 9,6
VCAM1 5,6
TRAF1 4,6

SELE 4,2
IL411 4,1
CCL2 4
IL32 3,4
RELB 31

AKAP12 3

BIRC3 2,9

FST 2,6
NFKB2 2,6
ESM1 2,5
CXCL8 2,5
LOC101926963 2,4
GPR176 2,3
LOC100126784 2,3
TAGLN 2,2
NEDD9 2,2

CTHRC1 2,1
TNFAIP3 2,1

SERPINB2 2,1
ITGAV 2,1
PMCH 2

SERPINE1 2
NEDDA4L 2

CTSS 2

SPOCD1 2

Tableau XIV : Liste des génes sur-exprimés et sous-exprimés apres traitement au FVIlIr avec un taux de
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Des analyses fonctionnelles visant a déterminer les fonctions biologiques enrichies ont été
effectuées a partir du logiciel Cytoscape. L'analyse de I'ensemble des 563 genes
différentiellement exprimés a été réalisée, afin d’avoir une vue d’ensemble des fonctions
enrichies par ces génes apres un traitement au FVIlIr. Les fonctions enrichies correspondent a
la formation de tubes vasculaires (contenant des genes comme SERPINE1, ITGAV, CXCLS,
CTHRC1 ou ESM1), au cytosquelette d’actine ainsi qu’a la migration (dont des génes comme
ICAM1, VCAM1, SERPINE1, CCL2, ITGAV ou CXCL8), impliquant un réle potentiel du FVIIir sur la
migration et I'angiogenese. Les fonctions « réponse a un stimulus », « réponse a une substance
organique », ainsi que la « fixation protéique » sont également observées (contenant des genes
comme RELB, CCL2, ITGAV, CXCL8, SELE ou CTSS), impliquant la fixation potentielle du FVIIIr a
un récepteur de surface, pouvant induire une signalisation intracellulaire. La fonction « systéme
immunitaire » est également enrichie, contenant des génes comme CCL2, IL32, FST, ICAM1,

VCAM1 ou SELE (Figure 18).
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150 GO Process Response to organic substance 2.35E-12
133 GO Process Immune system process 2.87E-12

Figure 18 : Analyse fonctionnelle de I'impact du FVIIIr sur les cellules HUVEC. (A) Vue du réseau
protéique correspondant aux genes 563 différentiellement exprimés apres traitement des HUVEC au
FVIlir, générée par Cytoscape. Chaque point correspond a une protéine, et les lignes correspondent aux
interactions entre les protéines. En rouge sont représentées les protéines correspondant aux genes sur-
exprimés et en bleu sont représentées les protéines correspondant aux genes sous-exprimés (B)
Tableau résumant les 10 premieres fonctions ou voies métabolique enrichies aprés un traitement au
FVIIIr. Analyses générées par Cytoscape, réalisées avec les 563 génes différentiellement exprimés.
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Une analyse des clusters, représentant le plus souvent des complexes protéiques, a également
été réalisée (Figure 19, 20, 21, 22, 23). Les fonctions enrichies par ces clusters correspondent
a l'ubiquitination (Figure 19), au systeme immunitaire (TNF, NFkB, Interferon, Interleukine 4 et

13) (Figure 21, 22, 23), les adhésions focales ou encore les jonctions adhérentes (Figure 20).

Nombre de
génes Base de donnée Fonctions enrichies p-value
impliqués
Antigen processing:
8 Reactome Ubiquitination & Proteasome | 9.66E-14
Pathways .
degradation
8 UniProt Keywords| Ubl conjugation pathway 8.55E-11
8 GO Process protein ubiquitination 6.93E-10
6 GO Function ublqmtln-prot.m.n transferase 7.33E-8
activity
4 KEGG Pathways Ubiquitin mediated 1.13E-6
proteolysis

Figure 19 : Analyse fonctionnelle du cluster 1. (A) Vue du cluster n°1 isolé. En rouge sont représentées
les protéines correspondant aux génes surexprimés et en bleu sont représentées les protéines
correspondant aux genes sous-exprimés. (B) Tableau résumant les 5 premiéres fonctions ou voies
métaboliques enrichies apres un traitement au FVIlIr, associé a ce cluster.

L'ubiguitination est un systeme de modification protéique induisant la dégradation, la
stabilisation ou la relocalisation de la protéine ciblée (Rieser et al., 2013). Dans le cluster 1
(Figure 19) on retrouve notamment le géne codant pour la protéine NEDD4L (taux
d’augmentation de 2 en présence de FVIlr), une ubiquitin protein ligase se fixant a de
nombreuses protéines membranaires pour aider a leur internalisation, comme des canaux
sodique voltage dépendant (Nays) essentiels a la génération de potentiels d’actions de cellules
excitables comme les neurones ganglionnaires (Cachemaille et al., 2012). Dans les cellules
endothéliales, il est décrit que la protéine c-Src activée par le récepteur PAR1, active NEDDAL
qui va induire 'activation de p38, entrainant alors une augmentation de la perméabilité de

I’endothélium (Goel et al., 2015; Grimsey et al., 2018).
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Nombre de
B genes Base de donnée Fonctions enrichies p.value
impliqués
12 KEGG Pathways TNF signaling pathway 3.15E-19
12 GO Process __ Response to 6.62E-13
lipopolysaccharide
9 Reactome TNFR2 non-canonical NF-kB 7 83E-13
Pathways pathway
12 GO Process regulation of response to 7.99E-12
external stimulus
8 KEGG Pathways |NF-kappa B signaling pathway| 1.01E-11

Figure 20 : Analyse fonctionnelle du cluster 2. (A) Vue du cluster n°2 isolé. En rouge sont représentées
les protéines correspondant aux génes surexprimés et en bleu sont représentées les protéines
correspondant aux genes sous-exprimés. (B) Tableau résumant les 5 premiéres fonctions ou voies
métaboliques enrichies associées a ce cluster apres un traitement au FVIIIr.

La signalisation TNF a un impact majeur dans la cellule endothéliale pendant I'inflammation,
conduisant a I'expression de protéines impliquées dans I'adhérence leucocytaire (via ICAM1,
VCAM1 et I'E-selectine notamment), "activation leucocytaire (via IL-8 ou MCP1 notamment) et
la coagulation (via le facteur tissulaire ou PAI-1). La voie TNF peut aussi inhiber I'expression de
protéine comme eNOQOS, et est médiée par différentes voies, dont la voie NFkB (Madge and
Pober, 2001). Dans le cluster 2 (Figure 20), on retrouve une sur-expression de génes codant
pour des protéines impliquées dans la voie du TNF : TRAF1 (taux d’augmentation de 4,6),
TNFAIP3 (taux d’augmentation de 2,1) ou TRAF3 (taux d’augmentation de 1,5). Toutefois, il est
intéressant de constater une sous-expression des genes TNFRSF1A (taux de diminution de -1,3)
et TNFRSF1B (taux de diminution de -1,5), codant pour les récepteurs TNFR1 et TNFR2. La
protéine TRAF1, activée par le TNF (dont le récepteur TNFR2), est décrite comme activant la
voie NFkB, et JNK (Edilova et al., 2018). Toutefois, la protéine TNFAIP3 inhibe la voie NFkB (Soni
et al., 2018). On retrouve également une sur-expression de genes codant pour des protéines
de la voie NFkB dont NFKB2 (taux d’augmentation de 2,6) codant pour un facteur de
transcription de la voie NFkB ; mais aussi NFKBIB (taux d’augmentation de 1,3) et NFKBIE (taux
d’augmentation de 1,7) codant pour des inhibiteurs de NFkB (Hayden and Ghosh, 2008).
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Nombre de

B génes Base de donnée Fonctions enrichies p.value
impliqués

7 KEGG Pathways Focal adhesion 1.49E-8

6 KEGG Pathways Prostate cancer 1.49E-8

7 KEGG Pathways HTLV-I infection 2.49E-8

5 KEGG Pathways Adherens junction 7.66E-8

8 KEGG Pathways Pathways in cancer 7.66E-8

Figure 21 : Analyse fonctionnelle du cluster 3. (A) Vue du cluster n°3 isolé. En rouge sont représentées
les protéines correspondant aux génes surexprimés et en bleu sont représentées les protéines
correspondant aux genes sous-exprimés. (B) Tableau résumant les 5 premiéres fonctions ou voies
métaboliques enrichies associées au cluster 3 apres un traitement au FVIlIr.

Dans le cluster 3 (Figure 21), on retrouve des génes codant pour des protéines du cytosquelette
d’actine comme ACTN1I et ACTN4 (taux d’augmentation de 1,4), ou [’ACTB (taux
d’augmentation de 1,3). ACTB code pour la B-actine, une isoforme de 'actine présente dans les
cellules non musculaires ; ACTN1 et 4 codent pour les protéines a-actinine 1 et 4 également
présentes dans les cellules non musculaires, étant impliquées dans la formation des fibres de
stress d’actine (structures contractiles retrouvées dans des types cellulaires non musculaires).
Les fibres de stress sont ancrées a la membrane plasmique au niveau des adhérences focales,
liees a la matrice extracellulaire (impactant la morphologie cellulaire), ainsi qu’aux jonctions
adhérentes, impliqguées dans I'adhérence cellules-cellules (importante au contrdéle de la
perméabilité de I'endothélium) (Natale et al., 2019; Pollard, 2016; Sjéblom et al., 2008; Svitkina,
2018).
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A %PZ B Nombre de
e génes Base de donnée Fonctions enrichies p.value
RV impliqués
6 ?,‘:iﬁtﬁg: Interferan Signaling 1.63E-11
5 ';‘:iﬁx:;: Interferon gamma signaling | 1.05E-10
5 GO Process |nterfe.ron-iga mma-mediated 1.71E-9
signaling pathway
6 GO Process cytokine-mediated signaling 1.54E-7
pathway
6 GO Process innate immune response 1.54E-7

Figure 22 : Analyse fonctionnelle du cluster 4. (A) Vue du cluster n°4 isolé. En rouge sont représentées
les protéines correspondant aux génes surexprimés et en bleu sont représentées les protéines
correspondant aux genes sous-exprimés. (B) Tableau résumant les 5 premiéres fonctions ou voies
métaboliques enrichies associées a ce cluster apres un traitement au FVIIIr.

Le cluster 4 montre une sur-expression de genes codant pour des protéines impliquées dans la
signalisation interféron en présence de FVIlIr, comme GBP1 et GBP2 (taux d’augmentation de
1,9 et 1,5) (Guanylate binding protein 1 et 2) (Figure 22). La signalisation interféron, et
notamment 'interferon-y, a un impact important sur la cellule endothéliale dans un contexte
inflammatoire. L'activation de cette voie, via notamment linterféron-y, induit une
augmentation de I'expression de protéines du complexe majeur d’histocompatibilité comme
HLA-E, dont le géne est retrouvé sur-exprimé en présence de FVIIIr (taux d’augmentation de
1,2). La signalisation interféron dans les cellules endothéliales induit également le recrutement
de cellules immunitaires, et diminue I'expression de protéines de jonctions comme la VE-
cadhérine ou I'occludine (Chrobak et al., 2013; Minagar et al., 2003; Tellides George and Pober
Jordan S., 2007).
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A Q B Nombre de
0 STAT1 génes Base de donnée Fonctions enrichies p.value
%RCM impliqués
e’ 5 KEGG Pathways | “CERAGE signaling pathway |, ¢ o
in diabetic complications
cellular response to tumor
VCAM1 > GO Process necrosis factor 6.18-7
4 Reactome Interleukin-4 and Interleukin- 1.336-6
Pathways 13 signaling )
3 KEGG Pathways Malaria 9.36E-6
’% "~ THBD
U 4 GO Process response to ionizing radiation| 1.63E-5
- P ¢

Figure 23 : Analyse fonctionnelle du cluster 5. (A) Vue du cluster n°5 isolé. En rouge sont représentées
les protéines correspondant aux genes surexprimés et en bleu sont représentées les protéines
correspondant aux genes sous-exprimés. (B) Tableau résumant les 5 premiéres fonctions ou voies
métaboliques enrichies associées a ce cluster aprés un traitement au FVIIr.

Dans le cluster 5, on retrouve des genes fortement sur-exprimés comme ICAM1, VCAM1 et
CXCL8 (Tableau XIV et Figure 23). Comme décrit précédemment, ces génes sont décrits comme
codant pour des protéines sur-exprimées en réponse au TNF (Madge and Pober, 2001), mais
également en réponse a l'interleukine-4 et 13, augmentant le recrutement leucocytaire ainsi
que I'angiogenése (Berger et al., 2002; Fukushi et al., 2000; May and Fung, 2015). La voie AGE-
RAGE est impliquée dans la calcification vasculaire dans un contexte diabétique, a travers
différentes protéines de signalisation dont le NFkB, et induit I'expression de VCAM1 et ICAM1
(Nonaka et al., 2018; Schmidt et al.,, 1995). Toutefois, on observe une sous-expression STAT1
(taux de diminution de -1,4), codant pour un facteur de transcription décrit comme étant activé
par 'interleukine-4 et 13 (Wang et al., 2004) ; ainsi qu’une sous-expression de THBD codant
pour la thrombomoduline (taux de baisse de -1,7). La thrombomoduline est un co-facteur de
la thrombine exprimée a la surface des cellules endothéliales et ayant un réle anti-coagulant.
Elle est sous-exprimée par le TNFa, mais cette sous-expression est contrebalancée par

I'interleukine-4 et 13 (Herbert et al., 1993)
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Suite aux résultats du RNAseq, nous avons analysé I'expression des miARN des cellules HUVEC
traitées ou non par 10 Ul/mL de FVIlIr pendant 7h. Pour cela, le logiciel Transriptome Analyses
Software (TAC) d’Affymetrix a été utilisé. Contrairement au RNAseq, le PCA plot ne montre pas
de modulation du miRome par le traitement au FVIlir (Figure 24). Toutefois, les conditions
cinétiques ne sont probablement pas optimales pour observer une modification du miRome,

différents temps de traitement mériteraient d’étre testés.
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Figure 24 : Le FVIII ne modifie pas le miRome sur les cellules HUVEC. Analyse par composante principale
(PCA plot) des conditions controles versus les conditions traitées avec 10 Ul/mL de FVIlIr. Les points
rouges représentent les conditions contréles et les points verts représentent les conditions traitées au
FVIlir.
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lll.  Le FVIlIr modifie profil protéique des cellules HUVEC

ICAM1 étant le gene le plus sur-exprimé par les cellules HUVEC en présence du FVllir a 10
Ul/mL, une analyse de son expression au niveau protéique a été réalisée par cytométrie en flux
apres 24h de traitement a 10 Ul/mL de FVIlIr. L'analyse par cytométrie en flux montre une
augmentation significative (p < 0,05) de 86,7% (+ 12,6%) de son expression apres 24h de

traitement, confirmant les résultats au niveau protéique du RNAseq (Figure 25B).
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Figure 25 : Le FVIlIr augmente I'expression d'ICAM1 a la surface des cellules HUVECs. Apres 24h de
traitement avec 10 Ul/mL de FVIIIr, la présence d’ICAM1 a la surface des cellules HUVEC a été mesurée
par cytométrie en flux. A) Histogramme représentant la fluorescence du contrdle isotypique (noir), des
marquages ICAM1 de la condition cellules non traitées (rouge) et de la condition cellules traitées au
FVIlIr (vert). B) L'expression d’ICAM1 des cellules traitées a été exprimée en pourcentage de
fluorescence par rapport au contréle non traité. Le graphique représente la moyenne de ces
pourcentages + SEM de 4 expériences réalisées indépendamment. Un test Mann-Whitney a été réalisé,
* p<0,05.
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Pour compléter ces résultats, une étude du profil protéique des cellules HUVEC a été réalisée
en condition physiologique ou inflammatoire, par cytométrie en flux. Les cellules HUVEC ont
été traitées pendant 48h en présence ou non de 4 concentrations de FVIlIr (20, 10, 5 et 2,5
Ul/mL) ; ainsi gu’en présence ou non de 10 ng/mL de TNFa ou de 20 ng/mL d’IFNy (conditions
inflammatoires) (Madge and Pober, 2001; Tellides George and Pober Jordan S., 2007). Les cibles
analysées par cytométrie en flux sont listées dans le Tableau Xl (voir Matériel et Méthode), et

le schéma explicatif pour la lecture des résultats se trouve en Figure 26.
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Figure 26 : Schéma expliquant la lecture des résultats obtenus lors de I'analyse du profil protéique.
L’échelle est logarithmique. Seules les cibles dont les variations sont les plus significatives ont été écrites
en gras, le seuil de significativité ayant été arbitrairement fixé a 15%. En rouge sont représentées les
cibles testées en condition inflammatoire, et en gris celles testées en condition physiologique.
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FVIII 20 Ul/mL
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Figure 27 : Le FVIIl & 20 Ul/mL modifie le profil protéique des cellules HUVEC.

Le FVIIIr, a la concentration 20 IU/ml, démontre une activité sur les inhibiteurs de point de
contréle (immune check point) en condition basale, avec une augmentation de 19,2% de
I'expression membranaire de MICA/B; ainsi qu’en condition inflammatoire, avec une
augmentation de 16,4% d’HVEM. En conditions inflammatoire et basale, on observe une
augmentation respective de 32% et 16,2% de |‘expression d’'ICAM1. Le FVIlIr a 20 Ul/mL montre
également une modulation des protéines c-MET (augmentation de 15,2%) et CD29
(augmentation de 38,3%), impliquées dans la réorganisation du cytosquelette, de la migration
ou de la prolifération cellulaire. Une augmentation de 36,1% de I'EPCR, ayant un rdle anti-
coagulant, a la surface de I'endothélium est observée. Enfin, le FVIlIr pourrait jouer un réle dans
la régulation du métabolisme lipidique, en augmentant la récupération des LDL par la cellule
endothéliale (LDL uptake augmenté de 37,9%, LDL degradation augmenté de 26,9%) (Figure
27).
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FVIII 10 Ul/mL
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Figure 28 : Le FVIIl a 10 Ul/mL modifie le profil protéique des cellules HUVEC.

Aprés un traitement des cellules HUVEC a 10 Ul/mL de FVIlir, nous observons un effet sur les

inhibiteurs de point de contréle immunitaire, avec une augmentation de 22,6% et 16,5% du

CD137L et d’HVEM ; ainsi que sur la présentation antigénique (HLA-1 augmenté de 24,2%) en

condition inflammatoire. Le FVIIir a 10 Ul/mL augmente |'expression des molécules

d’adhérence cellulaire en condition basale : E-selectine augmentée de 22,9%, ICAM1 accrue de

15,9% et VCAM1 accrue de 20,3%, confirmant les résultats obtenus précédemment. Ces

résultats sont en accord avec les données du RNAseq, ICAM1 étant le gene le plus sur-exprimé

apres traitement au FVIlIr, VCAM1 le deuxieme et SELE le quatrieme. Le FVIlIr a 10 IU/ml montre

également une modulation de la protéine CD29 (augmentation de 16,9%), impliquée dans la

réorganisation du cytosquelette, de la migration ou de la prolifération cellulaire (Figure 28).
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Figure 29 : Le FVIIl a 5 Ul/mL modifie le profil protéique des cellules HUVEC.

A une concentration a 5 IU/ml de FVIIIr, les effets obtenus sur les molécules d’adhérence
cellulaire a la concentration 10 IU/ml se confirment, avec une augmentation de 26,9% de I'E-
selectine et 20,3% de VCAM1 en condition basale. La modulation de CD29 est également
conservée, avec une augmentation de 24%. Toutefois, quelques différences sur les inhibiteurs
de point de controle et la présentation antigénique sont observées. En effet, a cette
concentration les récepteurs impliqués dans la présentation antigénique reste augmentée via
I'augmentation de 15,5% d'HLA-E en condition basale; mais diminue en condition
inflammatoire via une baisse de 24,8% de I'expression d’HLA-1. Concernant les inhibiteurs de
point de controdle, ils restent surexprimés en condition inflammatoire (augmentation de 33,4%
de I'expression de CD137, et de HVEM de 17,4%), mais pas en condition basale (GITRL diminué
de 16,3%). Par ailleurs, le FVIlir a 5 lU/ml diminue I'expression de protéines de jonctions serrées
(ZO-1 diminué de 15,7%, Claudin-1 diminué de 20,8%), pouvant probablement augmenter la
permeéabilité vasculaire. La coagulation se retrouve aussi impactée avec une augmentation de

17% de CD141 connu pour avoir une activité anti-coagulante (Figure 29).
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Figure 30 : Le FVIII & 2,5 Ul/mL modifie le profil protéique des cellules HUVEC.

L'effet sur les molécules d’adhérence cellulaire persiste a une dose en FVIlir a 2,5 IU/ml via une

augmentation de 18,2% de I'E-selectine en condition basale. On constate également une

surexpression du TNFR1 et du TLR4 (respectivement 27,3% et 18,8%), propre a renforcer

I'immunité innée. L'effet d’une diminution de la présentation antigénique est accentué en

condition inflammatoire via une diminution de 48,3% de I'expression d’HLA-1 et de 25,4%

d’HLA-2. On observe également une augmentation de 18,5% de c-MET, qui pourrait étre

associée ici a son role anti-inflammatoire plutét qu’a son réle dans la migration et la

prolifération cellulaire (Figure 30).
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Sur les 4 concentrations testées, le rble indirect du FVIlir sur le systéme immunitaire via

I’endothélium peut étre suspecté, notamment via :

- l'augmentation du niveau d’expression des molécules d’adhérence cellulaire (ICAM1,
VCAM1, E-selectine) impliquées dans le recrutement leucocytaire,

- la modulation d’inhibiteurs de point de contréle immunitaire (HVEM, CD137L) impliqués
dans le signal de co-stimulation des cellules immunitaires,

- la modulation des récepteurs de la présentation antigénique en condition basale ou
inflammatoire (HLA-1, HLA-2, HLA-E),

- le renforcement de I'immunité innée via I'augmentation de médiateurs de I'inflammation

(TLR4 et TNFR1).

Le FVIllr présente également d’autres effets potentiels a la surface de I'endothélium,
notamment avec la modulation des jonctions serrées (Claudin-1 et ZO-1) et du cytosquelette
(CD29), pouvant impacter la perméabilité de la barriere endothéliale. Un effet potentiel sur le
métabolisme lipidique est également observé, en captant et dégradant davantage de LDL (LDL-
Deg, LDL-UP); ainsi que sur les protéines endothéliales impliquées dans la modulation du

thrombus, pouvant alors contrebalancer I'effet pro-coagulant du FVIlir (EPCR, CD141).
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Chapitre 2 : Impact fonctionnel du FVIlir sur les cellules endothéliales

IV.  Le FVIlIr induit la tubulogenese des ECFC

Les données RNAseq montrent un impact du FVIlIr sur 73 genes codant pour des protéines
impliquées dans la tubulogenése, dont ESM1 (autrement nommé Endecan), CTHRCI (collagen
triple-helix repeat-containing 1), ou encore SERPINE1, respectivement 2,5, 2,1 et 2 fois plus
exprimés aprés traitement au FVIlIr (Lee et al., 2016; Leite et al., 2020; McCann et al., 2019).
Nous avons alors analysé la capacité des progéniteurs endothéliaux ECFCs (endothelial colony
forming cells) a former des tubes vasculaires in vitro sur une matrice Geltrex™. Apres 18h de
traitement avec ou sans FVIlIr, la taille moyenne des tubules formées par les ECFC dans la
matrice est significativement (p < 0,01) augmenté de 34,64 % en présence de FVIlIr (54 418 +

1939 um en présence de FVIlIr, contre 40 418 + 5 509 um sans traitement) (Figure 31).
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Figure 31 : Le FVIlIr induit la tubulogenése des ECFC in vitro. Apres avoir déprivé les ECFC en facteurs de
croissance pendant une nuit, celles-ci sont ensemencées sur une matrice Geltrex™ dans du milieu EBM?2
avec 5% de SVF, traitées ou non 10 Ul/mL deFVliir. A) Images de microscopie des réseaux de tubules
formées par les ECFC dans le Geltrex™ en présence ou non de FVIlIr. B) La taille des réseaux de tubules
est mesurée sur le logiciel Fiji, a I'aide du plugin « Angiogenesis Analyzer ». Les résultats représentent la
longueur moyenne des tubes par champs + SEM. n = 12 champs par condition, test Mann-Whitney ** <
0,01.
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V.  Effet du FVIlIr sur la migration des cellules endothéliales

La migration des cellules endothéliales est nécessaire dans le processus de néo-angiogenése.
Afin d’étudier I'impact du FVIIIr sur les cellules HUVEC, un test de migration a été effectué, en
présence ou non de 0,62 ou 10 Ul/mL de FVIiIr. Aprés 12h d’incubation, aucune différence de
migration n’est observée en présence de FVIlir par rapport au contréle sans traitement (22,57
+ 2,54 % de la blessure ont été refermé sans traitement, contre 28,85+ 4,71 % et 22,89 + 3,72
% en présence de 0,62 et 10 Ul/mL de FVIIItr) (Figure 32B). Aprés 24h d’incubation, la blessure
est 1,46 fois plus refermée en présence de 0,62 Ul/mL de FVIlir par rapport au contrdle sans
traitement (31,43 + 1,09 % de fermeture sans traitement, contre 45,63 + 0,52 % avec 0,62
Ul/mL de FVIIIr). Une faible augmentation de la migration est observée en présence de 10
Ul/mL de FVIlir, avec une fermeture de 37,79 * 4,43 %. Enfin, aprés 36h d’incubation, la
fermeture de la blessure est plus importante en présence de 0,62 et 10 Ul/mL de FVIlIr, avec
respectivement 49,33 +0,7 % et 44,33 + 2,13 % de fermeture, contre 32,14+ 1,8 % en I'absence
de traitement. La vitesse de migration des cellules HUVEC est augmentée de 52,3 % en
présence de 0,62 Ul/mLde FVIlIr, et de 30,1 % en présence de 10 Ul/mL par rapport au controle.
En effet, avec un traitement a 0,62 et 10 Ul/mL, la vitesse de migration est de respectivement
15,43 + 0,16 um/h et 13,18 + 0,18 um/h, contre 10,13 + 0,85 um/h sans traitement (Figure
32B).
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Figure 32 : Effet du FVIIIr sur la migration des cellules HUVEC. Les cellules HUVEC ont été marquées au
Dil et ensemencées dans une plaque. Une fois la confluence obtenue, une blessure a été créée au centre
du puits et le milieu EBM2 avec 5 % de SVF contenant 3,5 uM de mitomycine, avec ou sans 0,62 ou 10
Ul/mL de FVIIr a été ajouté. A) Une image est capturée toutes les 12h pendant 36h pour chaque
condition. B) Le pourcentage de fermeture de la blessure a été calculé pour chaque condition, par
rapport au temps Oh. Le graphique représente la moyenne de la fermeture des blessures en
pourcentage + SEM de deux réplicas d’une expérience. C) La vitesse de migration en um/h a été calculée
pour chaque condition, a partir de la distance parcourue par les cellules HUVEC en 36h. Le graphique
représente la moyenne des vitesses de migration + SEM de deux réplicas d’une expérience.
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VI.  Effets du FVIlIr sur le cytosquelette

Les filaments ou fibres d’actine (F-actine) sont un réseau dynamique dont le mouvement est
souvent comparé a un tapis roulant (dépolymérisation a |'extrémité négative et polymérisation
a l'extrémité positive). Ce réseau est situé sous la membrane plasmique, il définit la forme
globale de la cellule et sa plasticité, gérant notamment les mécanismes de migration,
d’endocytose, de division et de phagocytose (Pollard and Borisy, 2003; Svitkina, 2018). Ce
cytosquelette est relié a la matrice extracellulaire par les adhérences focales, complexes
protéiques permettant la signalisation et I'adhérence cellulaire. Ces structures sont souvent
composées d’intégrines faisant le lien entre la matrice extracellulaire et le compartiment
intracellulaire, composé de protéines comme la PAX (paxilline) ou les FAK (focal adhesion
kinase). Les FAK sont des protéines intracellulaires a activité tyrosine-kinase, impliquées dans
la signalisation médiée par les intégrines, et dont I'activation se caractérise notamment par la
phosphorylation de sa tyrosine 397 (Quadri, 2012). Les PAX et les FAK sont étroitement liées
dans les adhésions focales, puisque les PAX sont activées par les FAK. Comme les FAK,

I’activation des PAX se caractérise par une phosphorylation (Bellis et al., 1995).

Dans un premier temps, pour analyser I'activité des FAK, les cellules HUVEC ont été traitées 2h
avec deux doses de FVIIIr (5 et 10 Ul/mL) et une analyse par Western Blot a été réalisée, ciblant
la phosphorylation Y397 des FAK (FAK-Y397). Aprés 2h de traitement, le FVIlir induit une
phosphorylation de la protéine FAK sur sa tyrosine 397, de maniére dépendante de la dose
(Figure 33).

FVIlr FVIlIr
Controle  5Ul/mL  10UI/mL

FAK-Y307 —> "N s 125 kDa
FAK —» g B R 125 kDa

Actine —p  ae— S — 40 kDa

Figure 33 : Le FVIlIr induit la phosphorylation de FAK des cellules HUVEC. Les cellules HUVEC ont été
déprivées en facteur de croissance une nuit en EBM2 1% de SVF, puis traitées 2h avec 5 ou 10 Ul/mL de
FVIlIr. Présentation d’une expérience représentative de trois, réalisées de maniere indépendante.
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Dans un deuxieme temps, pour analyser le cytosquelette d’actine et I'activité des PAX, les
cellules HUVEC ont été ensemencées sur des puces Cytoo™ Crossbow, permettant la
polarisation des cellules (voir Matériel et Méthode). Apres 18h d’incubation avec différentes
doses de FVIIIr (0,62, 2,5 et 10 Ul/mL), les cellules ont été fixées et un marquage des filaments

d’actines (F-actine) et de la PAX phosphorylée (P-PAX) a été effectué.

Concernant le cytosquelette d’actine, nous observons une diminution significative de l'aire
totale de marquage de la F-actine par cellule, au niveau de la zone de rétractation (fibres de
stress). Cette diminution est de I'ordre de 20 % pour les doses 0,62 et 10 Ul/mL de FVIIir (p <
0,01), avec une aire de marquage totale de 737,8 + 53 um? et 721,6 + 32,6 um? respectivement,
contre 930,8 + 55,7 um? sans traitement. A la dose 2,5 Ul/mL, une diminution significative (p <
0,05) de 15,6 % est également observée (785,5 + 29,8 um? apres traitement) (Figure 34B
graphique de gauche). Un effet plus marqué est constaté pour cette méme concentration
lorsque I'on observe l'aire de marquage moyenne par fibre. En effet, on constate une
diminution de la surface moyenne d’une fibre de F-actine de 63,5 % aprés traitement a 2,5
Ul/mL (p < 0,001) (81,8 + 6,7 um? apres traitement, contre 224,4 + 41,1 um? sans traitement).
Concernant les doses 0,62 et 10 Ul/mL, une baisse de I'ordre de 45 % est observée apres
traitement, avec une aire de marquage de 126,2 +28,7 um? et 122,7 + 21,6 um? respectivement

(p < 0,05) (Figure 34B, graphique de droite).

Au niveau de la zone de protrusion ou se forment les lamellipodes, I'aire totale de marquage
de la F-actine par cellule est significativement diminuée, de maniere plus importante a la
concentration a 0,62 Ul/mL de FVIlIr (p < 0,001). En effet, la dose 0,62 Ul/mL induit une
diminution significative de 33,7% (885,4 + 97 um? apres traitement, contre 1335,8 + 101 um?
sans traitement), tandis que les doses 2,5 et 10 Ul/mL induisent une diminution significative (p
< 0,05) d’environ 18 %, (1119,8 + 50,9 um? et 1071,7 + 54,7 um? respectivement) (Figure 34C,
graphigue de gauche). Lorsque l'on s’intéresse a |'aire de marquage moyenne par fibre de cette
zone, on observe une diminution significative (p < 0,01, et p < 0,001) de la surface d’une fibre
d’actine d’environ 60% quel que soit la concentration testée, avec une aire de marquage de
155,9 + 49,9 um? sans traitement, contre de 57,9 £ 9,7 um?, 60,2 + 11,1 et 63,7 + 11,8 apres

traitement par respectivement 0,62, 2,5 et 10 Ul/mL de FVIlIr (Figure 34C, graphique de droite).
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Figure 34 : Le FVIIIr modifie I'organisation du cytosquelette d’actine. A) Schéma explicatif des zones
analysées. B) Graphiques correspondant a I'analyse de la zone de rétractation, ou se forment les fibres
de stress et C) graphiques correspondant a 'analyse de la zone de rétractation, ou se forment les
lamellipodes. Quantification de I'aire de marquage des F-actines par cellule : aire de I'ensemble des
fibres mesurées par cellules (aire totale), et aire par fibre en pum?. Les graphiques représentent les
moyennes de ces aires + SEM. n > 23 cellules par condition, ANOVA une voie * < 0,05, ** < 0,01, *** <
0,001. D) Images normalisées du marquage des fibres d’actine en fonction des différentes doses de
FVIlIr, visualisation de I'intensité de marquage moyenne.
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Concernant la phosphorylation de la PAX, nous remarquons une diminution significative (p <
0,01) de 26,2 % de l'aire totale de P-PAX dans la zone de rétractation, apres traitement avec 10
Ul/mL de FVIlIr (aire totale de P-PAX de 89,7 + 4,8 um? sans traitement, contre 66,2 + 3,6 um?
aprés traitement par 10 Ul/mL de FVIlIr). L’aire moyenne, le nombre et le périmetre de P-PAX
diminue légérement (de maniere non significative) aprés traitement a cette concentration, ce
qui contribue a diminuer significativement I'aire totale (Figure 35B). A la concentration 0,62
Ul/mL, le nombre d’évenements phosphorylés est significativement (p < 0,05) diminué de 20,6
% (nombre d’évenement de 32 + 1,6 sans traitement, contre 25,4 + 1,4 apres traitement par
0,62 Ul/mL de FVIlIr) (Figure 35B).

Dans la zone de protrusion, a I'inverse de la zone de rétractation, nous remarquons une
augmentation significative (p < 0,0001) de 141 % du nombre d’événements phosphorylés pour
la condition 0,62 Ul/mL FVIlIr en comparaison au controle sans FVIlir (nombre d’évenement de
35,3 + 1,9 sans traitement, contre 85,2 + 5 apreés traitement par 0,62 Ul/mL de FVIlir) (Figure
35C). Cette augmentation est associée a une baisse significative (p < 0,05) de 62,5% de 'aire
moyenne des évenements phosphorylés (12 + 1,7 um? sans traitement, contre 4,5 + 0,5 um?
apres traitement a 0,62 Ul/mL de FVIlIr) (Figure 35C), ce qui rend difficile la mise en évidence
de 'effet sur I'image de référence associée en Figure 35E. Pour les autres concentrations

testées, aucune différence significative n’est observée.
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Figure 35 : Le FVIIIr modifie la phosphorylation de la paxilline. A) Schéma explicatif des zones analysées.
B) Graphiques correspondant a I'analyse de la zone de rétractation, ol se forment les adhésions focales
matures et C) graphiques correspondant a I'analyse de la zone de protrusion. Quantification de I'aire du
marquage P-PAX par cellules : aire de I'ensemble des évenements phosphorylés par cellules (aire totale),
aire par événement en um?, nombre d’événement comptés, et leur périmeétre en um. Quantification de
I"aire du marquage P-PAX (aire totale et aire moyenne en um?), du nombre d’événement comptés, et
leur périmétre en um. Les graphiques représentent les moyennes de ces aires + SEM. n > 65 cellules
par condition, ANOVA une voie * < 0,05, ** < 0,01, **** < 0,0001. D) et E) Images normalisées du
marquage de la P-PAX en fonction des différentes doses de FVIlIr et de la zone analysée (rétractation en
rouge, protrusion en bleu). Visualisation de I'intensité de marquage moyenne.
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Chapitre 3: Effets du FVIlIr sur le systeme immunitaire (via

I'endothélium)

'analyse du RNAseq et du profil protéique montre que le FVIlir augmente I'expression de
molécule d’adhérence cellulaire comme ICAM1, VCAM1 et I'E-selectine, impliquées dans la
transmigration leucocytaire. L'E-selectine est impliquée dans les processus de « roulement » et
« tethering », c’est-a-dire qu’elle permet de ralentir la vélocité des leucocytes a la surface des
cellules endothéliales et d’augmenter leur adhérence (Jones et al., 2015). ICAM1 et VCAM1
vont permettre aux leucocytes activés d’adhérer fortement a I'endothélium, et favorisent leur

transmigration paracellulaire (Greenwood et al., 1995; Lehmann et al., 2003).

Afin d’étudier le phénomeéne de transmigration, nous avons analysé les effets du FVIlIr sur
I’'adhérence de monocytes a un endothélium d’"HUVEC en condition de flux, la transmigration
des monocytes a travers un endothélium d’"HUVEC en condition statique et la perméabilité de

cet endothélium.

I.  Le FVIlIr augmente le « roulement » et I'adhérence des monocytes sur

un endothélium de cellules HUVEC en condition de flux

Dans ces expériences sous flux physiologique, trois conditions ont été testées : 1) une condition
contrdle, sans traitement au FVIIIr ; 2) une condition ou les monocytes ont été traités au FVIlir

a 10 Ul/mL; 3) une condition ou I’'endothélium a été traité au FVIIIr a 10 Ul/mL.

Dans un premier temps, nous avons analysé le phénomene de « roulement » et de « tethering »
de monocytes sur un endothélium d’HUVEC. Cette analyse a été effectuée lors de la premiere
minute et demi de perfusion des monocytes, et sur un champ au centre de la chambre. Apres
24h de traitement de I'endothélium avec 10 Ul/mL de FVIlir, une augmentation significative (p
<0,0001) de 125 % du nombre de monocytes en « roulement » sur un champ par seconde est
observée (6,8 + 0,2 monocytes / sec en I'absence de traitement, contre 15,3 + 0,24 aprés
traitement de I'endothélium). Une augmentation significative (p < 0,0001) de 108,8 % est
également observée aprés 10min de traitement des monocytes au FVIlr (14,2 + 0,22

monocytes / sec) (Figure 36A). Concernant le phénomene de « tethering », le FVIlIr a tendance
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aaugmenter ce phénomeéne bien que les analyses statistiques ne montrent pas de significativité

(Figure 36A).
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Figure 36 : Le FVIlIr augmente le « roulement » des monocytes sur un endothélium de cellules HUVEC.
Apres traitement ou non des monocytes ou de I'endothélium de cellules HUVEC, les monocytes ont été
perfusés sur I'endothélium a 0,1mL/min. Une image par seconde a été capturée pendant 1,5min sur un
champ central. A) Images des monocytes en « roulement » aprés 45 sec de perfusion dans les
différentes conditions. Les fleches montrent les monocytes en « roulement ». B) Le nombre de
monocytes adhérés par seconde sur ce champ a été compté. Le graphique représente la moyenne +
SEM de > 257 images par condition. Test ANOVA une voie, **** < 0,0001. C) Le nombre total de
monocytes en « tethering » sur ce champ pendant 1,5min a été compté. Ce graphique représente la

moyenne + SEM.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons analysé I'adhérence des monocytes pendant 8min de
perfusion sur I'endothélium, et sur un champ au centre de la chambre. L’'endothélium traité
24h avec 10 Ul/mL de FVIIIr ne permet pas d’augmenter significativement I'adhérence des
monocytes pendant la cinétique (Figure 37A), ni la vitesse d’adhérence (Figure 37B).
L’adhérence des monocytes a la fin de la cinétique est 4,5 fois plus importante (p < 0,05) apres
leur traitement au FVIlIr, par rapport a la condition sans traitement (486,7 + 36,5 monocytes
adhérés apres traitement, contre 109 + 51,8 en I'absence de FVIliIr) (Figure 37A). De méme, la
vitesse d’adhérence est 4,2 fois plus importante (p < 0,05) apres traitement des monocytes au

FVIIIr (pente de 84,5 + 6,6 aprés traitement, contre 20,1 + 9,1 sans traitement) (Figure 378
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Figure 37 : Le FVIIIr augmente |'adhérence et |a vitesse d’adhérence des monocytes sur un endothélium
de cellules HUVEC. Aprés traitement ou non des monocytes ou de l'endothélium d’HUVEC, les
monocytes ont été perfusés sur I'endothélium a 0,1mL/min. Des images ont été régulierement
capturées pendant 7 min sur un champ central. A) Le nombre total de monocytes adhérés sur ce champ
est compté a chaque temps. Ce graphique expose la cinétique d’adhérence, représenté par la moyenne
+ SEM du nombre de monocytes adhérés. Un test de Kruskal-Wallis est effectué pour chaque temps, *
< 0,05. B) La pente correspondant a la cinétique d’adhérence est calculée pour chaque expérience
réalisée. Ce graphique représente la moyenne + SEM des pentes.
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Une fois la perfusion terminée, 28 images ont été capturées, représentant I'ensemble de la
chambre (voir Matériel et Méthode, Figure 12). Le nombre de monocytes ayant adhérés a été
compté. Le FVIlr induit une augmentation significative (p < 0,0001) de I'adhérence des
monocytes par champ (Figure 38B). En effet, apres 24h de traitement de I'endothélium au
FVIlIr, 1,8 fois plus de monocytes ont adhéré a cette endothélium (279,2 + 17,9 monocytes
adhérés par champ apres traitement, contre 151,5 + 10,5 sans traitement). Dans une plus
grande mesure, 3,5 fois plus de monocytes ont adhéré a I'endothélium lorsque ceux-ci ont été

traités au FVIIIr (535,9 + 26,8 monocytes adhérés par champ apres traitement).
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Figure 38 : Le FVIlir augmente I'adhérence des monocytes sur un endothélium de cellules HUVEC. Aprés
la perfusion des monocytes traités ou non au FVIlIr, sur un endothélium traités ou non au FVIlir, des
images ont été capturées sur 'ensemble de la chambre (28 champs). A) Image des monocytes adhérés
sur 'endothélium dans les différentes conditions, au centre de la chambre. B) Le nombre de monocytes
adhérés sur chaque champ a été compté (84 champs par condition). Ce graphique représente le nombre
moyen de monocytes adhérés par champs + SEM. Un test ANOVA une voie est effectué **** <0,0001.
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Pour finir, la force d’adhérence des monocytes a été testée par augmentation du débit, et donc
des forces de cisaillement. Une image a été capturée avant le début de I'expérience, au centre
de la chambre (méme positionnement que pour la cinétique d’adhérence). Puis un débit a été
généré pendant une minute, et une image a été capturée avant de passer au débit suivant. Les
résultats ne montrent pas de différence significative dans la résistance aux forces de
cisaillement, apres traitement de I'endothélium ou des monocytes avec 10 Ul/mL de FVIlIr

(Figure 39).
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Figure 39 : Le FVIlIr ne modifie pas la force d’adhérence des monocytes sur un endothélium de cellules
HUVEC. Résistance aux forces de cisaillement, représenté par le pourcentage de monocytes restés
adhérés sur I'endothélium aprés 1 min sous flux a différentes forces de cisaillement. Le nombre de
monocytes adhérés sur un champ au centre de la chambre, avant le test de résistance, correspond a
100%. Apres chaque débit testé, le nombre de monocytes adhérés restant a été compté, et le
pourcentage a été calculé par rapport au nombre initial. Le graphique représente la moyenne + SEM de
ces pourcentages.
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Il.  Le FVIlir semble augmenter la perméabilité vasculaire

Afin de mesurer la perméabilité vasculaire, nous avons analysé la diffusion du Dextran-FITC a
travers un endothélium d’"HUVEC, traité ou non avec 4 concentrations de FVIlir (2,5, 5, 10 et 20
Ul/mL) ou 10 ng/mL de TNFa (controle positif). Aux concentrations 2,5 et 5 Ul/mL, nous
n‘observons pas de différence de la perméabilité vasculaire par rapport au contréle sans
traitement (Figure 40A et B). Aux concentrations 10 et 20 Ul/mL, le FVIlIr augmente d’environ
75 % la perméabilité vasculaire par rapport au contrdle sans traitement, de maniere
équivalente au contrdle positif (10 ng/mL de TNFa). En effet, aprés 20h de traitement aux doses
10 et 20 Ul/mL, la concentration de Dextran-FITC dans le sous-compartiment est
respectivement de 93,1 + 9,5 ug/mL et 99,1 + 7,1 ug/mL ; lorsque cette concentration est de
54,4 + 10,1 pg/mL sans traitement et 109,1 + 16,4 ug/mL apres un traitement au TNFa (Figure
40C et D).
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Figure 40 : Le FVIlIr augmente la perméabilité d’'un endothélium d’"HUVEC. Les cellules HUVEC ont été
ensemencées sur un insert préalable recouvert de fibronectine. Une fois I'endothélium formé, les
différentes doses de FVIlir A) 2,5 Ul/mL, B) 5 Ul/mL, C) 10 Ul/mL, D) 20 Ul/mL ou 10 ng/mL de TNFa ont
été déposés dans la partie supérieure de I'insert, avec une solution de 250ug/mL de FITC-Dextran 70
kDa. Le sous-compartiment a été récupéré toutes les heures pendant 5h, puis apres une nuit (20h). La
fluorescence a été mesurée et la concentration en Dextran-FITC a été calculée. Les courbes

représentent les moyennes de la concentration en Dextran-FITC + SEM d’une expérience réalisée en 6
réplicats. Test Krukall-Wallis, * < 0,05
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La perméabilité vasculaire est contrélée notamment par les jonctions serrées, permettant le
maintien des cellules endothéliales entre elles, assurant ainsi leur réle de barriere, essentiel a
I"entrée et la sortie des molécules, des ions et des cellules immunitaires. Plusieurs protéines de
jonctions sont impliquées dans le maintien de la barriere endothéliale, dont les protéines ZO
(Zonula occludens). Nous avons alors analysé I'expression de la protéine ZO-1 a la jonction des
cellules endothéliales. Pour cela, les cellules HUVEC ont été ensemencées sur une puce Cytoo®
Arena (voir Matériel et Méthode) afin de former un endothélium. Aprés 48h de traitement a 5
Ul/mL de FVIIr, les résultats montrent une diminution significative (p < 0,0001) de 62,4 % de
I'aire de marquage totale de ZO-1 par disque d’endothélium comparativement au contréle (aire
de 394,16 + 20,35 um? apres traitement, contre 1049,14 + 43,29 um? sans traitement) (Figure
41B). Pour cette méme concentration, I'aire de marquage par événement est significativement
(p < 0,05) diminuée de 14,1 % (0,461 + 0,011 um? apres traitement, contre 0,537 + 0,016 um?
sans traitement) (Figure 41C). Ces résultats confirment ceux de I'analyse du profil protéique
(Figure 28). Le nombre d’évenement est également diminué en présence de 2,5 (p < 0,001) et
5 Ul/mL (p <0,0001) de FVIliIr, de 26,5 % et 57,2% respectivement (1465,5 + 85,02 et 853,67 +
37,28 évenements aprés 2,5 et 5 Ul/mL de traitement respectivement, contre 1994,79 + 98
évenements sans traitement) (Figure 41D). Le FVIlIr a 10 Ul/mL ne modifie pas I'expression de

Z0-1 dans ces conditions.
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Figure 41 : Le FVIlIr diminue I'expression de ZO-1 a la surface d’'HUVEC formant un endothélium. A)
Marquage ZO-1 dans les cellules endothéliales traitées ou non au FVIIIr, ZO-1 / noyau a gauche, ZO-1
seul au milieu, apercu du seuillage pour la quantification de la surface de ZO-1, en niveau de gris sur
fond rouge a droite. B) Quantification de I'aire de marquage totale de ZO-1 par disque (um?), C) l'aire
de marquage par événement (um?) et D) nombre d’événements. n = 24 disques par condition, test de
Kruskal-Wallis * < 0,05, ** < 0,01 et **** < 0,0001.
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lll.  Le FVIlIr augmente la transmigration des monocytes a travers un

endothélium d’"HUVEC

La transmigration des monocytes a travers un endothélium de cellule HUVEC a été étudiée en
présence ou non de 10 Ul/mL de FVIlIr, apres 4,5h ou 20h d’incubation. Les résultats sont
représentés par donneur, et seuls les monocytes du donneur 4 ont été testés au deux temps
d’incubation (Figure 42). Une hétérogénéité entre les donneurs est observée. Apres 4,5h de
traitement a la dose 0,62 Ul/mL, on constate soit une augmentation de la transmigration des
monocytes par rapport au contréle sans traitement (de 58 % et 14 % pour les donneurs 1 et 2
respectivement) ; soit une absence d’effet (taux d’augmentation de 1,08 et 0,96 pour les
donneurs 3 et 4). De laméme maniere, apres 4,5h de traitement a la dose 10 Ul/mL, on observe
soit une augmentation de la transmigration des monocytes par rapport au contréle (35 % et 34
% pour les donneur 2 et 4), soit une absence d’effet (taux modification de 0,93 et 1,05 pour le

donneur 1 et 3) (Figure 42A).

Aprés 20h d’incubation des monocytes du donneur 4 en présence de 0,62 Ul/mL de FVIIIr, leur
transmigration augmente 16,7 % par rapport a un temps d’'incubation plus court (taux
d’augmentation de 0,96 apres 4,5h de traitement, et 1,12 apres 20h). A cette méme dose, les
monocytes du donneur 5 transmigrent 2,8 fois plus par rapport au contréle ; et ceux du
donneur 6 transmigrent 1,16 fois plus par rapport contréle. Apres 20h d’incubation a la dose
10 Ul/mL, on constate une légere augmentation de la transmigration des monocytes chez
chaque donneur : taux d’augmentation de 1,38 pour le donneur 4 ; 1,25 pour le donneur 5 et

1,13 pour le donneur 6 (Figure 42B).
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Figure 42 : Le FVIIl augmente la transmigration monocytaire a travers un endothélium d’"HUVEC. Les
cellules HUVEC ont été ensemencées sur un insert recouvert de collagene. Une fois I'endothélium
formé, le FVIIIr a 10 Ul/mL ainsi que les monocytes ont été ajoutés dans le compartiment supérieur.
Apres 4h30 (A) ou 20h (B) d’incubation, le sous compartiment contenant les monocytes ayant
transmigré a été récupéré et les monocytes ont été comptés par cytométrie en flux. Le nombre de
monocyte ayant transmigré est exprimé en taux de modification par rapport au contréle. Les graphiques
représentent ces taux par expérience, en fonction des différents donneurs de monocytes
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L’objectif de ma thése a été d’étudier les fonctions biologiques du FVIII, sur des cellules
endothéliales et des monocytes, dans le but de mieux comprendre ses activités extra-

coagulantes.

Angiogenese, migration et adhérence cellulaire

L'analyse transcriptomique des cellules HUVEC par RNAseq montre une modulation de ce
transcriptome par le FVIlIr in vitro. L'analyse fonctionnelle de cette expérience révele un
enrichissement d’un certain nombre de fonctions biologiques : « morphogenése tubulaire » ou
« développement tubulaire », associées a un role potentiel du FVIlIir dans la formation de tubes
vasculaires ; « régulation de la migration cellulaire », en lien avec un réle possible du FVIlIr dans
la migration des cellules endothéliales ; ainsi que « cytosquelette d’actine » et « adhérence
focale ». Toutes ces fonctions apparaissent liées entre elles, puisque la migration, nécessaire a
la néo-angiogenese, est dépendante de la formation des adhérences focales et du

remaniement du cytosquelette d’actine (Hu et al., 2014; Yang et al., 2004).

Angiogenese et migration

Nous avons montré que le FVIlIr induit la formation de tubes vasculaires des cellules ECFC, ainsi

gue la migration des cellules HUVEC.

Chez les patients hémophiles A souffrant d’arthropathie hémophilique, une augmentation de
I'angiogenese a été observée au niveau des membranes synoviales. Cette néo-angiogenese a
été associée a une augmentation de facteurs pro-angiogenes, comme le VEGF-A, la MMP-9
(matrix metallopeptidase 9) et le SDF-1 (Acharya et al., 2011; Zetterberg et al., 2014). Acharya
et al, montrent également que les patients hémophiles n’ayant pas d’antécédents
d’hémarthrose ne présentent pas d’augmentation des taux sériques de VEGF-A, MMP-9 et SDF-
1, contrairement aux patients ayant des antécédents d’hémarthrose (Acharya et al., 2011).
Cette néo-angiogenese synoviale observée chez les patients hémophiles peut paraitre
contraire aux effets du FVIlir gue nous avons observés en faveur d’un effet pro-angiogene.
Cependant, les conditions expérimentales que nous avons utilisées ne miment pas le contexte

inflammatoire présent des articulations atteintes. Par ailleurs, les patients hémophiles
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présentent un déficit fonctionnel et/ou quantitatif de FVIII en lien avec des taux variables de
FVIII circulant qui sont en adéquation avec nos observations in vitro. Nos analyses montrent
une vitesse de migration plus importante a une concentration faible de FVIlir (0,62 Ul/mL). La
migration étant nécessaire a la néo-angiogenése (Yang et al., 2004), il serait intéressant
d’analyser l'effet de doses plus faibles de FVIlIr sur celle-ci. Le FVIlir pourrait également
renforcer |'effet pro-angiogene dépendant du VEGF. Le plasma de patients hémophiles
souffrant d’hémarthose induit une migration des cellules endothéliales, inhibée partiellement
par un anticorps bloguant dirigé contre le VEGF et/ou le SDF-1, indiquant que d’autres facteurs

sont impliqués dans cette migration cellulaire (Acharya et al.,, 2011).

Une néo-angiogenése synoviale est également observée chez les souris déficientes en FVIII.
Cette néo-angiogenése est associée a un remodelage vasculaire anormal, caractérisé par des
vaisseaux larges et irréguliers, retrouvés également chez les patients hémophiles (Bhat et al,,
2015; Kidder et al.,, 2016b). L’absence de FVIII pourrait donc étre responsable d’une néo-
angiogenese anormale, ce qui renforce I"hypothese d’une implication du FVIII dans la bonne

structuration des vaisseaux.

Adhérence cellulaire

L'adhérence cellulaire, comme la migration, est le résultat de la coopération des différents
acteurs permettant la formation des structures d’adhérence. La mise en place, le maintien et
la dynamique de ces structures au cours des étapes d’étalement ou de la migration cellulaire
sont extrémement régulés. L'étude de I'adhérence des cellules HUVEC par la technique
xCelligence apporte des informations sur la surface de contact entre les cellules et un support
lors de I'étalement cellulaire. L'étalement cellulaire s’effectue en plusieurs phases : la phase
initiale, la phase intermédiaire, et la phase de stabilisation (Giannone et al., 2004). Lors de la
phase initiale, la cellule entre en contact avec la matrice et une protrusion globale de la
membrane va se produire a un rythme rapide et constant. Cela se caractérise par un fort
dynamisme de la membrane plasmique, associé a une forte polymérisation de I'actine. Lors de
la phase intermédiaire, la vitesse d’expansion de la membrane ralentit. Les intégrines
interagissent avec les fibres de stress d’actine ventrale, générant des forces contractiles. Lors
de la phase de stabilisation, la cellule développe des adhérences plus fortes avec la matrice, et

teste la rigidité du microenvironnement par l'intermédiaire de cycles de contraction du
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cytosquelette au niveau des adhérences en cours de maturation. Elle va ensuite reprendre sa
forme normale avant de débuter sa migration puis proliférer (Débereiner et al., 2004; Giannone

et al., 2004, 2007).
’analyse de I'adhérence cellulaire par xCelligence révele plusieurs informations :

1. En milieu de croissance (EGM2), le FVIII natif augmente I'étalement des cellules HUVEC,
quelles que soient les concentrations testées (1, 2 et 5 Ul/mL).

2. En milieu de croissance, le FVIlIr ne modifie pas I'étalement des cellules HUVEC a ces
mémes concentrations. A une concentration plus élevée (10 Ul/mL), le FVIIIr diminue
I'adhérence cellulaire.

3. En milieu basal (EBM2 avec 5% de SVF), le FVIlIr diminue I'adhérence cellulaire, quelles

que soient les concentrations testées.

Il est intéressant de constater un effet opposé entre le FVIlir et le FVIII natif. Cette différence
fonctionnelle pourrait s’expliquer par la pureté des deux composés. En effet, le FVIII natif peut
étre purifié sous la forme de complexe avec le VWF, la thrombine, le FIX ou le FX. Il peut
également étre retrouvé sous forme active ou inactive. Par conséquent, il est impossible de
déterminer si I'effet observé est dépendant de la forme active ou inactive du FVIII, ou s'il est
dépendant de ses partenaires. A l'inverse, le FVIIIr utilisé est un produit recombinant, sous une
forme pure. Il correspond a la molécule compléte du FVIII (2332 acides aminés) et se présente
sous une forme inactive. En présence de facteurs de croissance, le FVIlir n’a pas d’effet sur
I’étalement, et a plus forte dose il diminue la surface d’étalement. Il est possible que dans ces
conditions, I'effet du FVIlIr soit masqué par l'effet des facteurs de croissance, puisqu’en

condition basale, chaque dose de FVIIIr testée montre une diminution de I'étalement cellulaire.

Adhérence focale et cytosquelette d’actine

L'intégrine B1, dont I'expression protéique est augmentée par le FVIlIr, est constitutivement
exprimée a la surface des cellules endothéliales, et permet de faire le lien entre les protéines
du cytosquelette et la MEC. Les protéines cytoplasmiques se fixant a cette intégrine sont
nombreuses. On recense notamment les a-actinines, impliquées dans la formation des fibres
de stress d’actine ; ou encore les facteurs PAX et les FAK, impliqués dans les adhérences focales

(AF) (van der Flier and Sonnenberg, 2001; Legate and Fassler, 2009; Quadri, 2012). La fixation
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d’une intégrine a la MEC résulte en la phosphorylation de PAX et de FAK, en la formation d’AF,
et en I'assemblage des fibres d’actines requises pour stabiliser et renforcer I'interaction entre
la cellule et la MEC. La régulation de I'attachement entre la F-actine et les intégrines, via les
protéines des AF, est critique dans le contrdle de la motilité cellulaire (Hu et al., 2014). Les AF
sont des complexes protéiques permettant I'adhérence cellulaire a la MEC, notamment via les
intégrines (Quadri, 2012). La maturation de ces AF s’effectue en plusieurs étapes. Tout d’abord,
il y a formation des adhérences naissantes, de petite taille (< 1 um de diamétre) et tres
dynamiques (durée de vie d’environ 60 seconde), pouvant maturer en complexes focaux. Les
complexes focaux sont de taille plus importante (1 a 2 um de diamétre) et moins dynamiques
(durée de vie de quelgues minutes), pouvant maturer en AF. Les AF sont des structures
d’environ 2 um de large et de 3 a 10 um de long, prolongées par des fibres de stress
d’actomyosine, et dont la durée de vie est longue (30 a 90 minutes) (Figure 43) (Choi et al.,
2008; Parsons et al.,, 2010). La dynamique d’assemblage / désassemblage des AF est un
processus complexe essentiel a la migration cellulaire, impliqué dans la coordination entre le
cytosquelette d’actine et les AF (Hu et al., 2014). Selon les résultats obtenus, le FVIIIr augmente
I'expression génique de la B-actine, ainsi que des a-actinines 1 et 4 impliquées dans

I"'organisation du cytosquelette d’actine.

Nous avons montré différents effets du FVIlIr sur le cytosquelette d’actine et I'adhérence.
D’apres nos résultats, le FVIIIr augmente la phosphorylation des FAK, protéines intracellulaires
a activité tyrosine-kinase, impliquées dans la signalisation médiée par les intégrines (Quadri,
2012). FAK est une protéine kinase régulatrice de I'assemblage / désassemblage des AF. Son
activité promeut la migration cellulaire par différents mécanismes : activation de différentes
voies de signalisation impliquant des kinases ; phosphorylation d’autres protéines composant
les AF, comme la PAX; réarrangement du cytosquelette d’actine (Hu et al., 2014; Sieg et al.,
2000). PAX est une autre protéine composant les AF, n’ayant pas d’activité enzymatique. Elle
est recrutée dans la zone de protrusion de la cellule au niveau des adhérences naissantes pour
I'assemblage des AF, mais également a l'arriere de la cellule (zone de rétractation) pour le
désassemblage des AF, induisant alors la migration. Toutefois, les mécanismes précis
contrblant I'assemblage / désassemblage des AF sont relativement mal connu (German et al.,

2014; Hu et al., 2014; Lopez-Colomé et al., 2017).
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Figure 43 : Eléments structuraux de la cellule en migration. D’aprés Parsons et al., 2010.

'analyse de 'activité des PAX dans la zone de rétractation montre que le FVIII diminue I'aire
de marquage totale, et le nombre d’évenements phosphorylés. Ces informations peuvent
traduire une activité de la PAX plus faible dans la zone de rétractation, auquel cas le

désassemblage des AF serait perturbé.

Au niveau de la zone de protrusion, il est intéressant de constater que le FVIIir augmente 2,4
fois le nombre d’évenements P-PAX, ayant une taille 2,7 fois plus petite par rapport au contrdle
sans traitement. Ces résultats peuvent traduire une augmentation de la formation d’adhérence

naissante au niveau de la zone de protrusion, ou se forment les lamellipodes et seraient en
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faveur de la migration. En effet, dans les cellules en migration, les adhérences naissantes se

forment a I'avant des cellules (Figure 43) (Parsons et al., 2010).

Les résultats obtenus sur l'activité de la paxilline semblent étre contradictoires. En effet,
I'activité PAX au niveau de la zone de rétractation semble étre en faveur d’une plus forte
adhérence cellulaire, tandis que son activité dans la zone de protrusion semble étre pro-
migratoire. Il est possible que les cellules se trouvent dans une étape précoce du cycle
migratoire, ce qui expliquerait ces résultats. Un cycle migratoire est découpé en 4 étapes : la
protrusion, I'adhérence, la contraction et la rétractation. L'étape de protrusion correspond a la
formation de fin lamellipode par le réseau d’actine. L'étape d’adhérence correspond au
moment ou le lamellipode adheére a la MEC, en formant des adhérences naissantes a I'avant de
ces structures, et des AF a la base arriere. Les fibres de stress d’actine s’organisent a partir de
ces AF et les connectent aux adhérences naissantes et aux AF de |'arriere. La maturation et la
croissance des complexes focaux en AF sont dépendantes des forces de traction de I'actine et
des contraintes extracellulaires (Figure 43). Puis, I'étape de contraction des fibres de stress
d’actine renforce les AF de I'avant de la cellule, et affaiblit celles de I’arriere. Cette contraction
entraine un déplacement du corps cellulaire vers I'avant. Pour finir, I'étape de rétractation
correspond au détachement des AF de I'arriere de la cellule, permettant la rétractation de la
membrane arriere (Figure 44) (Friedl and Wolf, 2003; Gupton and Waterman-Storer, 2006;
Mogilner and Keren, 2009; Parri and Chiarugi, 2010; Parsons et al., 2010). Il est possible que les
cellules HUVEC aient été fixées dans une étape entre la protrusion et I'adhérence lors de nos
expériences, expliquant alors la formation d’adhérences naissantes a I'avant, associées a une
plus forte adhérence a l'arriere. Il est important de noter que les supports utilisés sont
différents. Pour le test de migration et pour I'analyse de la phosphorylation des FAK, nous avons
utilisé un plastique rigide de culture standard, ou les cellules sont mobiles ; tandis que les puces
Cytoo™ Crossbow sont composées d’un plastique anti-adhérent recouvert de fibronectine en

forme d’arc, afin de polariser la cellule et de la maintenir immobile.
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1) Protrusion

2) L'adhérence

3) La contraction

4) La rétractation

Figure 44 : Schéma représentant le cycle migratoire. La cellule est représentée en rose, le noyau en gris,
le cytosquelette d’actine en bleu. Les points a la base des cellules correspondent aux adhérences : en
rouge les adhérence focales, en vert les complexes focaux et en jaune les adhérences naissantes.

En parallele, nous avons montré que le FVIlIr entraine un réarrangement du cytosquelette
d’actine. En effet, une diminution de la surface de marquage de I'ensemble des fibres de stress
d’actine et de la surface moyenne par fibre est observée apres traitement au FVIlIr, dans la
zone de protrusion et dans la zone de rétractation. Cela peut signifier que le réseau d’actine
est moins dense et avec des fibres plus petites. Ces informations corrélent avec une
augmentation de la formation d’adhérences naissantes en présence d’une faible dose de FVIlIr,

ou le réseau d’actine est en début de formation.

Pour conclure, le FVIIIr induit la formation de tubes vasculaires in vitro qui pourrait étre
expliguée par la modulation des propriétés migratoires des cellules endothéliales. Cette
migration pourrait étre induite par une augmentation de |'activité de FAK et la modulation de
I'activité de PAX, permettant la formation d’adhérences naissantes au niveau de la zone de

protrusion de la cellule et le réarrangement du cytosquelette d’actine. Le FVIlIr pourrait agir via
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les intégrines ayant la capacité d’activer FAK, notamment l'intégrine B1 sur-exprimée par le
FVIIIr. Afin d’étudier plus en détail la dynamique des AF, il serait intéressant de compléter ce
travail par des analyses de microscopie time-lapse confocale qui permettraient d’obtenir des
images de cellules endothéliales en migration exprimant FAK et PAX marquées par des
fluorochromes (Hu et al., 2014). Le test d’adhérence effectué par xCelligence montre une
surface d'étalement plus petite en présence de FVIlIr par rapport au contréle, pouvant signifier
une adhérence plus forte ou une polymérisation de I'actine plus faible. Cette expérience nous
montre également que les partenaires et/ou la forme active ou inactive du FVIII n’induisent pas
les mémes effets que le FVIlIr seul, soulignant I'impact fonctionnel des partenaires moléculaires
du FVIII. Il serait intéressant de confirmer in vivo les effets du VIII observées in vitro en étudiant
guantitativement et qualitativement, I'angiogenése dans des matrices supplémentées ou non
en FVIlIr et injectées en site sous cutanée chez des souris sauvages ou des souris déficientes en

FVIII, ou VWF par exemple (Benslimane-Ahmim et al., 2013b).
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Le systeme immunitaire : recrutement leucocytaire

La perméabilité de la barriere endothéliale permet de réguler le trafic leucocytaire et
moléculaire, depuis le sang vers les tissus et inversement. Il existe différentes techniques pour
mesurer la perméabilité vasculaire selon que I'on recherche un effet sur le passage de cellules
ou sur le passage de nutriments. On distingue d'ailleurs la perméabilité vasculaire de la
transmigration, dans la mesure ou la premiére est reliée au passage de grosses et petites
molécules, alors que la deuxieme n'analyse que le passage des cellules, notamment
leucocytaires, a travers cette paroi (Hubatsch et al., 2007; Justus et al., 2014; Muller, 2016;
Muller and Luscinskas, 2008). Nous avons analysé I'effet du FVIIIr sur la perméabilité vasculaire

ainsi que sur la transmigration leucocytaire.

Perméabilité de I'endothélium

L’analyse transcriptomique révele un enrichissement de la fonction « jonctions adhérentes »,
contenant des genes impliqués dans le cytosquelette d’actine (ACTB, ACTN1 et 4). En plus
d’étre ancrées au niveau des AF, les fibres de stress d’actine sont également ancrées au niveau
des jonctions adhérentes, impliquées dans I'adhérence cellules-cellules importante au controle
de la perméabilité de I'endothélium (Natale et al.,, 2019; Pollard, 2016; Sjoblom et al., 2008;
Svitkina, 2018). Le FVIlIr diminue I'expression protéique de Claudine-1 et ZO-1, protéines de
jonction serrée dont la sous-expression augmente la perméabilité vasculaire (Kang et al., 2019;
Yamamoto et al., 2008). L'inhibition de I'expression de ZO-1 par le FVIlIir est confirmée en
microscopie sur un endothélium de cellules HUVEC-En paralléle, nous avons analysé la diffusion
du Dextran-FITC a travers un endothélium d’"HUVEC. Le FVIlIr induit une augmentation de la

diffusion de la molécule, traduisant une augmentation de la perméabilité membranaire.

Adhérence et transmigration leucocytaire

ICAM1 (le plus sur-exprimé), VCAM1 (le deuxiéme) et SELE, codant pour I'E-sélectine (le
quatrieme) sont parmi les molécules les plus sur-exprimées en présence de FVIlIr, tant a un
niveau transcriptomique que protéique. Les molécules d’adhérence cellulaire E-sélectine,

ICAM1 et VCAM1 sont sur-exprimées a la surface des cellules endothéliales activées, suggérant
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un mécanisme d’activation des cellules HUVEC par le FVIIIr. Ces molécules sont impliquées dans
le processus de migration transendothéliale des leucocytes, qui s’effectue en plusieurs étapes :
1) le « tethering » et le « roulement » des leucocytes sur I'endothélium, 2) I'activation des
leucocytes, 3) I'arrét des leucocytes et 4) la migration des leucocytes a travers I’'endothélium
(Aird, 2007; Cerutti and Ridley, 2017). L'E-selectine est impliquée dans I'étape 1, tandis
qu’ICAM1 et VCAM1 sont préférentiellement impliquées dans I'étape 3 et 4 (Greenwood et al.,
1995; Jones et al.,, 2015; Lehmann et al., 2003).

D’aprés nos résultats, le FVIIIr augmente le « roulement » et I'adhérence des monocytes sur un
endothélium d’HUVEC en condition de flux physiologique. En effet, le traitement des
monocytes ou de I'endothélium par le FVIlir augmente le nombre de monocytes en
« roulement », ainsi que le nombre de monocytes adhérés. Le traitement des monocytes mais
pas le traitement de I'endothélium, augmente la vitesse d’adhérence des monocytes sur
I’endothélium. Plusieurs hypotheses peuvent étre émises a la lecture de ces résultats. Tout
d’abord, I"'augmentation du « roulement » et du nombre de monocytes adhérées mais pas de
la vitesse d’adhérence, suggere un effet du FVIllr au moment de I'étape 1 du processus
transmigratoire, lorsque I’'endothélium est traité. Ceci montre un réle prépondérant de I'E-
sélectine dans I'effet du FVIlIr. L'augmentation du nombre de monocytes adhérés suppose
également un effet du FVIlIr au moment de I'étape 3, via la sur-expression d’'ICAM1 et VCAM1.
Les effets du traitement des monocytes observés sur leur adhérence a I’endothélium
impliquent que le FVIIIr est capable de les activer. Il serait alors pertinent d’investiguer ses
effets sur I'activation et la polarisation macrophagique. Par ailleurs, il serait intéressant de
traiter a la fois les monocytes et I'endothélium, afin de voir si cela entraine un effet synergique
du FVIIr sur I'adhérence des monocytes a I’'endothélium. Ces résultats montrent que le FVIlir a

peu d’effet sur I'étape 4 du processus dans ces conditions.

Concernant la migration des monocytes a travers I'endothélium, nos résultats montrent un
effet du FVIlir dépendant des donneurs. On observe une augmentation de la migration
transendothéliale qui sera a confirmer avec un plus grand échantillonnage tenant compte de la
variabilité inter-individuelle. Cette variabilité peut étre liée aux taux de FVIII ou de VWF des

donneurs, a leur sexe ou leur age.

Dans un contexte d’hémarthrose chez les souris déficientes en FVIII, une augmentation de la

perméabilité des vaisseaux synoviaux, associée a une réponse pro-inflammatoire de type
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macrophage M1 dans un premier temps, suivi d’une réponse anti-inflammatoire de type M2,
favoriserait le développement d’autres hémarthroses. Ces résultats sont également observé au
niveau de l'articulation contrdle, dans une moindre mesure (Cooke et al., 2018). D’aprés nos
résultats, le FVIlIr augmente la perméabilité de I’'endothélium de cellule HUVEC, notamment en
diminuant l'expression de ZO-1 et Claudine-1. Nous avons montré que le FVIlIr active
I'endothélium et les monocytes, favorisant alors leur adhérence par I'augmentation de
I"'expression d'ICAM1, de VCAM1 et de I'E-sélectine. Le FVIlIr n’a pas d’'impact majeur sur la

transmigration monocytaire.
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Récepteurs potentiels induisant une signalisation

Le FVIIIr agit de maniere directe sur la cellule endothéliale sans avoir identifié cependant le(s)
récepteur(s) impliqué(s). L'analyse fonctionnelle révele un enrichissement des fonctions «
réponse a un stimulus » ou « réponse a une substance organique », impliquant la fixation
potentielle du FVIIIr a un récepteur de surface, pouvant induire une signalisation intracellulaire.
Or, dans la littérature, le FVIII n’est pas décrit comme un facteur induisant une signalisation
intracellulaire. La plupart des récepteurs connus pour le FVIII sont ceux impliqués dans sa
clairance : LRP1, ASGPR, Siglec-5, STAB-2, CLEC4M et SCARA-5 (Figure 45) (Bovenschen et al.,
2005b; Lenting et al., 1999; Pegon et al., 2012; Saenko et al., 1999b; Swystun et al., 2018,
2019a, 2019b). Ces récepteurs « scavengers » ont une grande diversité structurale, et sont
impligués dans la détection, I'internalisation et la dégradation d’un large éventail de ligands
endogénes ou exogenes (PrabhuDas et al., 2017). Outre leur réle « scavenger », ces récepteurs
contribuent a différentes fonctions biologiques, notamment au niveau des cellules
endothéliales. Il n’est donc pas exclu que le FVIII puisse induire une signalisation via I'un de ces

récepteurs.

LRP1 est le récepteur majeur de la clairance du FVIII, exprimé principalement par les
hépatocytes et les macrophages résidant dans le foie. Il est également mais faiblement exprimé
par les cellules endothéliales (Mao et al., 2016; Pi et al., 2012b). LRP1 est connu pour étre
impligué dans le métabolisme lipidique, ainsi que dans des processus patho-physiologiques
comme dans la maladie d’Alzheimer, 'athérosclérose ou la coagulation (Lillis et al., 2008).
Récemment, son implication dans des fonctions endothéliales comme dans la transcytose de
la barriere hémato-encéphalique, la perméabilité vasculaire et I'angiogenése a été mise en

évidence (Andras et al., 2010; Mao et al., 2016; Pflanzner et al., 2011; Storck et al., 2016).

CLEC4M est exprimé par les cellules endothéliales sinusoides du foie, du tissu lymphatique et
des cellules dendritiques (Khoo et al., 2008). Il est décrit comme un récepteur d’adhérence de
pathogéne comme le VIH, comme un récepteur de clairance pour le VWF (Bashirova et al.,
2001; Rydz et al., 2013). Plus récemment, il est suspecté comme étant impliqué dans I'entrée
du virus SARS-CoV-2 dans la cellule, par interaction avec la « Spike protein » du virus (Chen and

Zheng, 2020).
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SCARAS semble étre exprimé par un grand nombre de différents tissus, notamment par les
cellules endothéliales de la rétine humaine par exemple (Mendes-Jorge et al., 2014; Swystun
et al., 2019b). Il est décrit comme un récepteur de clairance du VWF et du complexe VWF-FVIII
(Swystun et al.,, 2019b). Dans le cadre du cancer du sein, SCARAS est décrit comme inhibant la

lymphangiogenese en réprimant VEGF-C (You et al., 2017).

STAB-2 est exprimé par les cellules endothéliales sinusoides du foie, de la rate, ainsi que par
des cellules immunitaires comme les macrophages (Lee et al., 2011; Swystun et al., 2018). Il est
principalement impliqué dans la clairance des glycosaminoglycanes, mais également dans
I"adhérence des lymphocytes a I'endothélium hépatique, via I'intégrine aMB2 (Jung et al., 2007;

Swystun et al., 2018).

Siglec-5 est exprimé par les monocytes / macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes B
(Pegon et al., 2012; van Schooten et al., 2008). C'est un récepteur impliqué dans la clairance
du FVIII et du VWF (Pegon et al.,, 2012). Dans la littérature, il n’existe pas d’informations

concernant son implication dans des fonctions endothéliales.

L’ASGPR est exprimé par les cellules parenchymateuse du foie, ainsi que les cellules
dendritiques (Bovenschen et al., 2005a; Gu et al., 2019). Il est également décrit comme étant
exprimé par les cellules endothéliales sinusoides porcins (Paris et al., 2011). Ce récepteur est
majoritairement impliqué dans la clairance de nombreuses glycoprotéines plasmatiques
(lgdoura, 2017; Mi et al., 2016). Il est également une cible privilégié des auto-anticorps dans le

cas d’hépatite auto-immune (Roggenbuck et al., 2012).
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Figure 45 : Les récepteurs de clairances du FVIII. (Cadé et al., soumis pour publication)

Parmi tous ces récepteurs, I'expression de Siglec-5 et ASGPR par les cellules endothéliales n’est
pas décrite par les cellules endothéliales humaines (Bovenschen et al., 2005a; Pegon et al.,
2012; van Schooten et al., 2008). Par ailleurs, contrairement aux récepteurs LRP1, ASGPR,
CLEC4M et Siglec-5, les récepteurs STAB-2 et SCARAS ne sont pas capables d’internaliser le FVIII
seul (Swystun et al., 2018, 2019b).

En plus des récepteurs de clairance, trois autres récepteurs fixant le FVIII ont été décrits : CD206
(MRC1), Galectine-1 et Galectine-3 (Dasgupta et al., 2007; O’Sullivan et al., 2016). Le récepteur
CD206 est incriminé dans le développement des anticorps neutralisant anti-FVIII, puisque la
fixation du FVIII sur ce récepteur permet son endocytose par les cellules dendritiques, et la
présentation de dérivés peptidiques du FVIII aux lymphocytes T CD4* (Dasgupta et al., 2007). Il
est décrit comme étant exprimé par les cellules endothéliales sinusoides du foie (Mi et al.,

2016). Les protéines Galectine-1 et 3 sont abondamment exprimées par les cellules
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endothéliales, et peuvent aussi circuler dans le plasma en complexe avec le VWF (Saint-Lu et
al., 2012; Thijssen et al., 2008). Récemment, les récepteurs Galectine-1 et 3 sont décrits comme
pouvant fixer le FVIII, et le récepteur Galectine-1 attenue son activité pro-coagulante

(O’Sullivan et al., 2016).

D’apres les analyses du RNAseq, seuls les récepteurs Galectine-1, Galectine-3, LRP1, ASGPR et
dans une moindre mesure CLEC4M sont exprimés par les cellules HUVEC (Tableau XV). Il est
possible que le FVIlIr agisse via I'un de ces récepteurs, notamment LRP1 qui semble étre un bon
candidat compte tenu de son rdle dans l'angiogenése, la perméabilité vasculaire et la
transmigration. Toutefois, il n’est pas exclu que le FVIII agisse via d’autres récepteurs comme
les intégrines, connues pour induire l'activation de FAK et PAX, et d’entrainer une
réorganisation du cytosquelette d’actine (van der Flier and Sonnenberg, 2001; Legate and

Fassler, 2009; Quadri, 2012).

Tableau XV : Les récepteurs interagissant avec le FVIII

LRP1 CLECAM SCARAS STAB2 Siglec-5 ASGPR CD206 Galectine-1 | Galectine-3
EI’;‘S"C":lfU:Zr ui Oui (Mg:c;es_ Oui Oui ui Oui
endothéliales (Maoetal., (Khoo et al., Jorge etal (Swystun et Non Non (Mietal., (Thijssen et (Thijssen et
(littérature) 2017) 2008) 2014) al,, 2018) 2016) al,, 2008) al,, 2008)
Interaction Qui Oui Dependante Dépendante Oui Oui Oui Oui Oui
. du VWF du VWF (Bovenschen . .
avec le FVIlI (Lenting et (Swystun et (Swystun et (Swystun et (Pegon et et al, 2005) (Dasguptaet | (O’Sullivan et | (O’Sullivan et
. . . v . 1., 2016 1, 2016
seul al,, 1999) al., 2019) al, 2019) al,, 2018) al, 2012) al., 2007) al, ) al, )
Exprimé par ) Trés . Oui .
Oui Qui R Oui
les cellules s faiblement Non Non Non s Non (61615a X
HUVEC [Srse:dssiz (1311 (0a1read) | (0adreads) | (0read) (i:;j? (Oadreads) | 85162 (Ssr:aé:)m
(RNAseq) reads) reads)
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Perspectives

Nos travaux montrent un réle extra-coagulant du FVIII sur les cellules endothéliales et les
monocytes in vitro, avec un effet sur I'angiogenese, la migration, I'adhérence et le recrutement
leucocytaire (Figure 46). La concentration 10 Ul/mL de FVIlIr a été choisie comme fil rouge pour
ces travaux, en raison des résultats obtenus lors des tests d'adhérence. Ce choix a été motivé
par : 1) I'effet maximal du FVIII a 10 Ul/mL observé sur I'adhérence ; 2) 10 Ul/mL induisait un
effet biologique significatif en présence de facteurs de croissance. Bien que la concentration de
1 Ul/mL de FVIII se rapproche des conditions physiologiques systémiques, en cas d'accident
hémorragique ou de saignement sub-clinique les concentrations en FVIII locaux sont tres
probablement plus élevées au méme titre que les protagonistes de I'inflammation. Ces points
de réflexion, nous ont amenés a privilégier initialement le taux de 10 Ul/mL (« concentration
dans un microenvironnement ») dans nos expérimentations et de comparer ses effets a des
concentrations inférieures a 1 Ul/mL (« concentrations systémiques »). Nos résultats montrent
un effet plus important du FVIlir a 10 Ul/mL dans certaines expériences (adhérence,
phosphorylation de FAK et perméabilité vasculaire), et un effet plus important du FVIII a plus
faibles doses dans les expériences de migration, d’expression de ZO-1 et phosphorylation de la
PAX. Il serait donc intéressant de ré-étudier les effets transcriptomiques du FVIII a des

concentrations plus faibles en comparaison des résultats obtenus avec 10 Ul/mL.

Pour compléter ces travaux, il est important de mettre en lumiére la ou les voie(s) de
signalisation(s) induite(s) par le FVIII. Cette analyse pourrait s’effectuer par Western Blot, en
étudiant la signalisation en aval de la protéine FAK par exemple. Afin d’identifier son ou ses
récepteur(s), une analyse des effets du FVIIl aprés neutralisation des récepteurs candidats, par
anticorps bloquants ou shRNA, pourrait étre réalisée. Si aucun de ces candidats n’est impliqué
dans les effets du FVIII, une analyse par spectrométrie de masse des partenaires du FVIII apres
co-immunoprécipitation apporterait de nouvelles pistes de recherche. L'effet du FVIII pourrait
alors étre analysé aprés blocage du ou des récepteur(s) co-immunoprécipités(s), ou bien en
développant des variants du FVIII n’interagissant pas avec ce(s) récepteur(s), sur le méme
principe que 'étude de Muczynski et al., qui utilise des variants du FVIII ayant une affinité
variable pour le VWF (Muczynski et al., 2018). La/les cible(s) du FVIII a la surface des cellules
peuvent varier en fonction de sa concentration, il serait alors intéressant de pouvoir varier les

doses étudiées. De plus, comme nos résultats montrent un effet du FVIlIr sur les monocytes, il
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serait intéressant d’étudier leur activation et leur polarisation, en analysant leur morphologie,
I’expression de marqueurs membranaires et leur secrétome (lvanova and Orekhov, 2016;

Knowles et al., 2019; Nieuwenhuizen et al., 2014; Shapouri-Moghaddam et al., 2018).

Pour mieux appréhender les fonctions extra-hémostatiques du FVIII, I"utilisation de modeles
animaux est indispensable afin de se rapprocher de la situation clinique. Afin de renforcer les
données obtenues in vitro, il pourrait étre envisagé de comparer le phénotype de souris FVIII7
a des souris exprimant un FVIIl muté a des positions abolissant completement son effet
hémostatique. Le phénotype de souris FVIII7- traitées avec un FVIlir muté ayant perdu ses
activités coagulantes, pourrait étre comparé a des souris traitées avec un FVIlir non muté et a

I’Emicizumab.
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Figure 46 : Schéma récapitulant I'ensemble des effets du FVIIIr résultant des travaux in vitro réalisés. Le
FVIII a un effet sur les cellules endothéliales et sur le recrutement des monocytes. || module la
tubulogenese et la migration, en régulant le niveau de phosphorylation de FAK et PAX; sur la
perméabilité vasculaire via ZO-1 et Claudine-1; et sur le recrutement monocytaire via I'E-selectine,
ICAM1 et VCAM1.
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Dans le contexte de I'hémophilie A

Les patients souffrant d’hémophilie A présentent, en plus des troubles hémorragiques, une
diminution de la densité minérale osseuse, une altération de l'inflammation, ainsi que des
troubles vasculaires notamment dans le cadre d’hémarthrose (Bhat et al., 2015; Gamal
Andrawes et al., 2020b; Goldscheitter et al., 2020; Jardim et al., 2017; Zetterberg et al., 2014).
Jusqu’a récemment, ces désordres étaient attribués a la sédentarité prolongée des patients, et
aux dommages articulaires associés aux hémorragies répétées. Grace au développement et la
disponibilité de traitement prophylactique, les patients souffrant d’"hémophilie A ont vu leurs
symptémes hémorragiques diminués, leur permettant d’adopter un mode de vie moins
sédentaire, ce qui remet en question I"hypothese précédente (Valentino and Khair, 2020). Les
observations cliniques et pré-cliniques révelent des roles potentiels du FVIII dans différents
processus biologiques. Toutefois, les effets observés in vivo peuvent dépendre de la thrombine
ou du FXa. En effet, 'une des conséquences majeures d’un déficit en FVIII est I'altération de la
génération de thrombine et de FXa, médiée en particulier par le complexe FVlila/FIXa (Negrier

et al., 2019; Samuelson Bannow et al., 2019)

Systéme osseux

Le développement d’'un phénotype ostéoporotique, en absence d’hémarthrose induite, est
observé chez des souris déficientes en FVIII et en FIX, mais pas chez des souris déficientes en
VWF (Taves et al., 2019). Les souris VWF/- présentent un taux de FVIII d’environ 20%,
impliquant une génération de thrombine possible, contrairement aux souris FVIII7- et FIX”". Ces
résultats supportent I'idée que le phénotype osseux observé chez les souris FVIII7- et FIX”- peut

étre le résultat d’'une absence compléte de thrombine et de I'activation de ses récepteurs.

Les récepteurs de la thrombine (PAR) sont composés de 4 membres (Mackie et al., 2008). Les
récepteurs PAR-1 et PAR-2 sont exprimés a la surface des précurseurs ostéoblastiques, des
précurseurs ostéoclastiques et des ostéoblastes. Il a été montré que la thrombine module
I'activité ostéoblastique par l'activation de PAR-1, et que la structure osseuse anormale
observée chez les souris déficientes en FVIII et en PAR-1 sont semblables (Aronovich et al.,
2013; Pagel et al., 2009). Toutefois, la contribution du couple thrombine/PAR-1 dans la biologie

osseuse reste controversée. En effet, Tudpor et al., montrent que les souris PAR-17"présentent
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une augmentation de la masse osseuse, expliquée par une diminution du ratio RANKL/OPG
(Tudpor et al., 2015). L'effet de la déficience en PAR-1 pourrait alors dépendre du sexe des
souris. En effet, Aronovich et al.,, décrivent une diminution de la masse osseuse de souris
femelle PAR-17", alors que Tudpor et al, montrent une augmentation de la masse osseuse de
souris male. Cet effet différentiel entre les souris males et femelles a été confirmé par
I"utilisation de dabigatran extexilate, un inhibiteur direct de la thrombine (Brent et al., 2018).
Leurs résultats montrent une augmentation de la masse minérale osseuse chez les souris
femelles, tandis qu’aucune différence n’est observée chez les males. Le rdle de la thrombine
dans le remodelage osseux dans I’hémophilie reste controversé. En effet, une approche de
siRNA anti-prothrombine in vivo, ne montre aucune modification des parametres
morphomeétriques osseux chez les souris traitées, et conclue que la déficience en thrombine
n'est pas impliquée dans la diminution de la masse minérale osseuse dans I"hémophilie A
(Taylor et al., 2018). Dans le processus de la génération de thrombine, le FXa est également
généré, et active le récepteur PAR-2 dans les cellules osseuses. Les souris PAR-27- présentent
un phénotype ostéopétrotique (Georgy et al., 2012). A l'inverse, in vitro, un inhibiteur de FXa
(rivaroxaban) inhibe les effets d’hormone de régulation osseuse comme |'cestrogene, sur des
ostéoblastes isolés de patientes en pré-ménopause et en post-ménopause (Somjen et al.,
2017). Tous ces résultats n’excluent pas un role potentiel du FVIII dans le métabolisme osseux.
En effet, un rdle direct du complexe FVIII/VWF sur la différenciation ostéoclastique a été
observé in vitro, et un réle direct du FVIII est suspecté dans le développement des ostéoblastes
(Baud’huin et al., 2009; Larson and Taylor, 2017). Un dimorphisme sexuel conduisant a une
perte osseuse est également observé chez les souris FVIII-. Weitzmann et al., décrivent un
phénotype ostéoporotique chez les souris males et femelles, associé a une diminution de la
formation osseuse chez les males, et a une augmentation de la résorption osseuse chez les

femelles (Weitzmann et al., 2019).

L’ensemble de ces données corrobore I'hypothese selon laquelle I'impact du FVIII, du FXa et de
la thrombine dans la biologie osseuse est associé a un dimorphisme sexuelle. Ces études
apportent également des informations en faveur d’un impact du FVIII sur la biologie osseuse,
indépendamment de ses propriétés hémostatiques. Les effets directs et/ou indirects du FVIII

dans le métabolisme osseux restent a explorer.

205



Systeme immunitaire

Le profil immunologique des patients hémophile A est distinct de celui des patients sains, avec
un tendance pro-inflammatoire (Jardim et al., 2017). Les monocytes/macrophages sont des
cellules médiatrices de I'inflammation, associées a I'hémarthrose dans I'hémophilie A. En effet,
leur polarisation est altérée chez les souris FVIII7-, ainsi que chez les patients (Knowles et al.,
2019; Nieuwenhuizen et al, 2014). Dans un contexte dhémarthrose, un infiltrat
macrophagique de type M1, puis M2, associé a une néo-vascularisation est observé dans
I"articulation (Cooke et al., 2018). Une étude analysant la localisation d’un FVIlIr administré chez
des souris FVIII7- montre qu’il est préférentiellement localisé dans la zone marginale de la rate,
sans co-localisation majeur avec le VWF endogene. Différents marqueurs macrophagiques sont
co-localisés avec ce FVIllr, comme MARCO (Macrophage-Associated Receptor With
Collagenous structure), Siglec-1 et SIGNR1 (Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing
Nonintegrin-Related 1 C-Type lectin). Par ailleurs, un profil transcriptomique pro-inflammatoire
a été observé dans la rate, 3h aprés I'administration du FVIIIr (Lai et al., 2018). Ces informations,
ainsi que l'effet du FVIlir observé sur les monocytes dans nos conditions, révele que les

monocytes/macrophages sont une cible potentielle du FVIII.

Le FVIII pourrait réguler indirectement ['activation des monocytes/macrophages, via la
génération de thrombine et de FXa, avec un impact fonctionnel sur I'inflammation et le tissu
osseux. En effet, la contribution de PAR-2 dans l'inflammation de différents organes a été
démontrée par I'utilisation d’inhibiteur de FXa (Ding et al., 2020; Ichikawa et al., 2019; Shi et
al., 2018). La fixation du FXa sur son récepteur PAR-2 induit la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme I'IL-6, I'lL-8 ou le TNFa, et la différenciation en macrophage pro-
inflammatoire de type M1 (Chen et al., 2019; Zuo et al., 2015). De méme, la thrombine via son
récepteur PAR-1 promeut la différenciation des macrophages pro-inflammatoires de type M1,
associée a I'expression des cytokines pro-inflammatoires (Lépez-Zambrano et al., 2020). Par la
régulation de la polarisation et de I'activation macrophagique, qui est fonctionnellement liée
au remodelage osseux, le FXa, la thrombine et indirectement le FVIII pourraient étre impliqués

dans les pathologies osseuses (Toni et al., 2020).

206



Systeme vasculaire

La néo-angiogenese et le remodelage vasculaire joue un réle important dans le développement
de l'arthropathie hémophilique (Acharya et al., 2011; Zetterberg et al., 2014). Bhat et al.
observent que cette néo-angiogenése se traduit par la formation de vaisseaux larges et
irréguliers, avec une augmentation de I'expression des marqueurs du remodelage vasculaire,
comme I'aSMA, I'endogline et le VEGF. L'équipe émet I’hypothése que ce sont des genes cibles
du FVIII, dont la signalisation est régie par des mécanismes inconnus. Par ailleurs, ce
remodelage vasculaire est maintenu plusieurs mois, et s’effectue également sur "articulation
contréle, n"ayant pas subi d’hémarthrose induite. Ce phénomeéne n’est pas observé chez les
souris souffrant d’arthrose ou d’arthrite rhumatoide, suggérant qu’il est spécifiquement lié a la

déficience en FVIII (Bhat et al., 2015).

En 2017, une étude montre que la thrombine diminue I'angiogenese de cellules endothéliales
endométriales in vitro (Shapiro et al., 2017). De méme, le FXa inhibe la formation de tube
vasculaire in vitro et in vivo dans un modeéle murin d’ischémie du membre inférieur, et
I'inhibition du FXa par le rivaroxaban restaure I'angiogenése (Sanada et al., 2016). Dans un
contexte d’hémophilie, I'absence de FXa et de thrombine causée par la déficience en FVIII

pourrait alors promouvoir cette angiogenése anormale.
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Conclusion

Au regard de toutes ces informations, provenant de nos résultats et de la littérature,
I"hypothése d’effets extra-hémostatiques du FVIII dans les systéemes vasculaires, osseux et
immunitaire est non négligeable. Nos travaux apportent des preuves d’effets directs du FVIIl in
vitro, avec un impact sur l'angiogenése et la migration des cellules endothéliales, la
perméabilité d’un endothélium, et sur I'adhérence des monocytes a celui-ci. Ces travaux
s’inscrivent dans un contexte ou la prise en charge de I'hémophilie A est bouleversée par la
mise sur le marché de 'Emicizumab, et également par de nouveaux traitements non substitutifs
en étude cliniqgue, comme Mim8, le Fitusiran, le Concizumab et le Marstacimab. Ces approches
non substitutives sont en compétition avec des approches substitutives également a I'étude,
comme la thérapie génique et la protéine de fusion rFVIIIFc-VWF-XTEN. Avec nos travaux et
I'arrivé de ces nouveaux traitements, de nouvelles questions se posent quant a la prise en
charge des patients. L'utilisation de traitements non substitutifs compensant uniquement les
effets coagulants du FVIII, notamment chez des patients hémophiles A n’ayant pas développé
d’anticorps anti-FVIII, permettra-t-il de prendre en compte les effets extra-hémostatiques du
FVIII ? Il est alors essentiel d'améliorer les connaissances sur les réles extra-coagulants du FVIII

afin de mieux appréhender la prise en charge des patients hémophiles.
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Abstract

Hemophilia A is an X-linked hereditary bleeding disorder related to the deficiency of coagulation factor
VI (FVII). Mild, moderate, or severe forms are recognized, leading to spontaneous bleeding episodes
particularly into joints and muscles. Recent insights have highlighted the extrahemostatic functions of
FVIIIL. FVIII deficiency has been associated with altered bone remodeling, dysregulated macrophage
polarization, and inflammatory processes that are combined with neoformation of abnormal blood
vessels that have modified permeability. Treatment based on FVIII can lead to the development of
inhibitors that render FVIII concentrate infusion ineffective. In this context, hemophilia has entered a
new therapeutic era with the availability of new drugs (e.g. Emicizumab) to restore the hemostatic
balance by bypassing pathologic acquired antibodies. The present review aims to summarize these main
extrahemostatic functions of FVIII which may be crucial information for defining the best orientation

of future therapies in hemophilia.

Introduction

Hemophilia A (HA) is an inherited bleeding
disorder related to a functional and/or
quantitative alteration in the expression of
coagulation factor (F) VIII (FVII). HA is a
rare genetic disease affecting approximately
1 in 5,000 males, with recessive inheritance
linked to the X chromosome. In about 2/3 of
cases, the mutation comes from family
inheritance, and in the remaining third,
there is sporadic onset of the disease.
Although males are preferentially affected,
rare cases of HA in females have been
reported. These cases may be due to
receiving two mutated X chromosomes (the

mother carrying hemophilia A and an
affected father), or inactivation of the X
chromosome carrying the healthy allele [1-
3].

The pivotal role played by FVIII in the
coagulation cascade is now well-established
[4] (Figure 1). The active form of FVIII
(FVIlla) acts as a cofactor in the tenase
complex (FIXa/FVIlla) which allows the
conversion of FX to its active form, FXa,
through the serine protease FIXa [5]. FXa
contributes to prothrombinase complex
with cofactor FVa, which catalyzes the
conversion of prothrombin into thrombin.
In fine, formed thrombin (Flla) induces the
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conversion of fibrinogen into fibrin,
resulting in clotting. Indeed, the thrombin
binds to Protease-Activated Receptor
(PAR)-1 and -4 expressed at the platelets
membrane and induced their activation and
aggregation [6]. Even if thrombin is the
main FVIII activator, FXa can also induce
the activation of FVIII in FVIlla. The
activation by Factor Xa cannot occur if
FVIII is linked to von Willebrand Factor
(VWEF). In HA, FVII1I deficiency is directly
associated with alteration to the coagulation
process. VWF binds to FVIII in a non-
covalent manner and is its main molecular
partner. VWF is a multimeric glycoprotein
essential for maintaining the integrity of
FVIII in the bloodstream. It serves as a
chaperone for FVIII and is therefore a
crucial element because it protects the FVIII
in the blood and increases both its half-life
and its bioavailability [7]. The FVIII-VWF
interaction is highly dynamic, with rapid
association and dissociation rates [7].

The clinical manifestations of HA depend
on the severity of the disease, which is
directly related to the coagulant activity of
FVIII, measured in plasma. Patients with
coagulant FVIII activity of less than 1%
have a severe form of the disease, while
coagulant FVIII activity between 1 and 5%
is observed in around 20% of patients and is
considered moderate disease. The mild
form then concerns 40% of patients, with
FVIII activity of up to 40%. The severe and
moderate forms of HA are associated with
recurrent and spontaneous bleeding, mainly
in the muscles and joints [4]. The recurrence
of hematomas and hemarthrosis can lead to
the development of disabling hemophilic
arthropathies, and in some cases can be life-
threatening, especially in case of cerebral
haemorrhage [7]. Until recent decades,
concern regarding the risk of causing

recurrent bleeding and the sequelae of
hemarthroses and other hemorrhages
resulted in a sedentary lifestyle for HA
patients. Fortunately, the development and
availability of prophylactic treatments has
allowed this to change [4]. However, if the
bleeding disorder is caused by deficient
activity of FVIII, and consequently by
severely deficient thrombin generation,
recent insights highlight various activities
of FVIII outside the scope of hemostasis.
The present review gives a brief overview
of the extrahemostatic activities of FVIII
and discusses their main impact in HA.

Hemophilia A Therapies
Substitutive therapies

Prior to the 1970s, the treatment of
haemophilia was based on the use of
cryoprecipitate and fresh frozen plasma [8].
At that time appeared highly purified
clotting  factor  concentrates  from
fractionated human plasma and then
synthesized by genetic engineering
(recombinant FV1I1) since the 1990s. These
products are produced in eukaryote systems
including Chinese hamster ovary; baby
hamster kidney; human embryonic kidney
cells (Table 1). These recombinant factors
have a half-life of 8-12h and require 1 to 3
intravenous injections per week for severe
haemophiliacs on prophylaxis [9].

Since 2010, technological advances have
made it possible to modify the structure of
these proteins, allowing to extend their half-
life. They have contributed, on the one
hand, for reducing the number of
prophylactic injections in patients and, on
the other hand, for preventing the
occurrence of bleeding, thanks to a higher
residual factor level. The main molecular
modification is based on the addition of a
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polyethylene glycol (PEG) group [10] on
the protein fusion linked to the Fc fragment
of an 1gG [11,12], or by the deletion of part
of the FVIII protein (FVIII single chain).
More recently, a promising novel fusion
protein was evaluated in a phase 3 clinical
trial. This drug consists of a recombinant
FVIII coupled to an Fc fragment of
immunoglobulin on which a fragment of
VWEF and two XTEN linkers have been
added. Such construct decreased the
clearance and degradation of the fusion
protein and had an extended half-life of 37
hours [13] (Table 1). Similarly,
recombinant factors have been also
proposed to treat hemophilia B patients with
a recombinant drug composed by a
recombinant FIX linked with recombinant
albumin [14]. The therapeutic regimen
proposed was : 40 IU/kg weekly and 75
IU/kg every 2 weeks. In this phase 3 clinical
trial, more 90% of bleeding episodes were
treated with a single injection. No patient
developed an inhibitor, and no side effects
were identified.

The major complication of FVIII
replacement therapies is the development of
anti-FVI1I alloantibodies (called inhibitor).
It occurs in 25-35% cases of severe
haemophilia A. These inhibitors are most
often polyclonal IgGs with high affinity that
interfere very rapidly with the endogenous
and injected factor and render substitution
treatments ineffective [15]. These clinically
complex situations to manage have oriented
research towards the development of non-
substitutive therapies, with the aim of
restoring the hemostatic balance.

Non substitutive therapies

Emicizumab is a bispecific humanized
monoclonal antibody used in HA with a

very long half-life (28 days) and is
administered subcutaneously at a rate of
once a week or even once a month. It binds
to FIXa and FX to restore the function of
cofactor VIlla necessary for effective
hemostasis [16]. Without any structural
relationship or sequence homology with
FVIIIL, it is not a target for anti-FVIII
antibodies. Initially developed to treat HA
patients with inhibitor, its very long half-
life and mode of injection route
(subcutaneous) have broadened its
prescription spectrum to include all severe
HA patients for prophylaxis (Table 1).

Other treatments modifying the hemostatic
balance are still being studied. These
include fitusiran, an antithrombin inhibitor
that is a small interfering RNA that
penetrates  hepatocytes and  inhibits
antithrombin  synthesis  [17].  Other
molecules target TFPI (Tissue Factor
Pathway Inhibitor), a glycoprotein that
represses clotting by inhibiting the tissue
factor-FVII-FXa complex [18]. These anti
TFPIs thus tend to restore the hemostatic
balance in HA patients.

Gene therapy

The goal of haemophilia gene therapy is to
introduce an operational copy of the gene
encoding the deficient antihemophilic
factor into hepatocytes via an adenovirus
that is not pathogenic to humans [19,20]. To
date, the efficacy and safety of gene therapy
has been established, but only for a short
period of time. Clinical trials are ongoing
but the fact that the vectors used are
common viruses, encountered by many
people, complicates the use of gene therapy
as antibodies to the vector are common
(Table 1).

213



The biological activities of FVIII in bone
remodeling

Multiple clinical studies have described the
risk of low bone mineral density (BMD) in
HA adult and pediatric populations (Table
2). These studies demonstrate the high
prevalence of low BMD in moderate and
severe HA patients, 27% of whom exhibit
an osteoporotic phenotype and 43% of
osteopenia associated with abnormal levels
of markers for bone metabolism and
circulating cytokines in blood [49-51]. Low
BMD markedly increases the risk of
fracture in HA patients [52,53]. The
etiology of the low BMD in HA patients
was initially and logically assumed to be
associated with a sedentary lifestyle along
with the development of hemarthrosis. New
prophylactic treatments based on FVIII
replacement result in more consistent
hemostatic protection and have durably
modified the lifestyle of HA patients,.
However, FVIII  replacement partly
prevents the loss of BMD in patients with a
severe form of the disease [54-56].

Bone remodeling is a regular cycle
composed of phases of bone formation and
resorption, mediated by osteoblasts and
osteoclasts respectively. Both bone cell
types communicate by using soluble factors
and, more particularly, a molecular triad
belonging to the TNF/TNF receptor
superfamilies ~ which  controls  the
differentiation and activation of osteoclasts.
This molecular triad includes: i) the
Receptor Activator of Nuclear Factor kappa
B (RANK) expressed at the surface of
osteoclasts; ii)) RANK ligand (RANKL);
and 1ii) Osteoprotegerin  (OPG), an
ubiquitinary soluble protein which acts as a
decoy receptor for RANKL. RANKL
expressed by osteoblasts and stromal cells
binds to RANK and induces the

differentiation and activation of osteoclasts.
OPG released by osteoblasts binds to
RANKL and blocks the binding of RANKL
to RANK and consequently interrupts the
associated NFxB signaling pathway. In
addition to being an inhibitor of osteoclast
formation and bone resorption, OPG is a
biological modulator of endothelial cells
(e.g. the promotion of vascular tubes) [57-
59]. Demonstrating that OPG was co-
localized and physically associated with
VWEF in the Weibel-Palade bodies was the
first evidence of a relationship between a
hemostatic factor and a bone remodeling
regulator [60]. OPG binds to A functional
link between the FVIII/VWF complex and
bone cell differentiation has been
demonstrated [61]. In 2009, Baud’huin et
al. revealed that FVII-VWF complex
inhibits the RANKL-induced
osteoclastogenesis and resorption activity
of osteoclasts in murine and human models.
FVII-VWF complex binds to OPG and this
interaction occurs through the A1 domain of
VWEF [62]. In contrast to FVIII the FVIII-
VWEF complex can bind to RANKL_[63].
This gave new evidence of extrahemostatic
activity of FVIII in bone biology (Figure 2).

More recently, the bone phenotype of
FVIII-, FIX or VWF-knockout mice has
been studied [62-65]. FVIII7- and FIX” but
not VWF’ male mice develop an
osteoporotic phenotype in the absence of
induced  hemarthrosis or  clinically
detectable bleeding [65]. This phenotype
was exacerbated after joint bleeding
induced by injury in FVIII" male mice
whereas VWF-/- did not display the same
characteristics, demonstrating that FVIII is
involved in the regulation of bone
remodeling after injury in contrast to an
intact FVIII/VWF complex which is not
required for bone remodeling post-injury
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[65,66]. A direct role for FVIII in osteoblast
development IS suspected [67].
Interestingly, Weitzmann et al. observed
sexual dimorphism in the mechanism
driving bone loss in FVIIIT mice [69].
Whether FVI117-males and females showed
osteoporotic phenotype, bone loss was
directly related to a decrease in bone
formation in males and an increase in bone
resorption in females [69]. These data may
potentially be related to a crucial role played
by thrombin generation and signaling for
the maintenance of a normal bone
phenotype. Indeed, thrombin is activated
during the coagulation cascade and the bone
phenotype observed in FVIII deficiency
mice may be the results of a complete
absence of thrombin formation and of
thrombin receptor activation.

Protease-activated receptors (PARs) belong
to family composed by 4 members that
mediate cellular responses to extracellular
proteases [70]. Osteoblast precursors (bone
marrow stromal cells), osteoblasts and
osteoclast precursors express PAR-1 and
PAR-2. Thrombin modulates osteoblast
activities through activation of the PAR-1
signaling pathway [71,72]. Bone structural
abnormalities appeared similar in mice with
a complete knockout of either FVIII or
PAR-1 [72]. However, the contribution of
the thrombin/PAR-1 couple in bone biology
remains controversial. Tudpor et al. studied
the phenotypic impact of thrombin receptor
deficiency in mice and revealed increased
bone mass in knockout mice, explained by
a decreasing RANKL/OPG ratio [72].
Cortical bone volume, as well as trabecular
thickness and connectivity, were increased
in males but not in females. In contrast, by
using the a-prothrombin siRNA approach in
mice, Taylor et al. did not observe any
modification to the bone morphometric

parameters in treated mice and concluded
that thrombin deficiency was not involved
in the mechanism of decreased BMD in HA
[73]. In the process of thrombin generation,
FXa is generated that may activate PAR-2
expressed in bone cells [70]. PAR-27 mice
were characterized by a mild osteopetrosis
phenotype in the growing mice. The higher
cortical and trabecular bone mass with
lower osteoblastic and  osteoclastic
parameters gave evidence of the implication
of PAR-2 in bone turnover but can not be
related to the bone phenotype observed in
HA mice [65,74]. The recent use of
dabigatran etexilate, a direct thrombin
inhibitor, revealed a slight increase in BMD
in C57BL/6 female mice in contrast to
males, in whom no significant difference
was observed [75] (Figure 1). Thrombin
(e.g. dabigatran) and FXa (e.g. Apixaban,
Rivaroxaban) inhibitors have also been
assessed in patients regards to the risk of
osteoporosis and compared to warfarin, a
vitamin antagonist [76]. Compared with
warfarin, thrombin and FXa inhibitors were
associated with a lower of osteoporosis in
females but not in males. This observation
was in agreement with in vitro observation
in  which rivaroxaban inhibited the
stimulatory effects of bone-modulating
hormones (e.g. estrogen) in both primary
osteoblasts isolated from premenopausal
and postmenopausal women [77]. In
addition, compared with dabigatran, both
FXa inhibitors were associated with a lower
risk of osteoporosis [76]. Overall, these data
strengthens the hypothesis that the impact
of the FVIII-thrombin axis in bone biology
is related to functional sexual dimorphism.
These studies also bring new clues in favor
of a biological impact of FVIII in bone
biology, independently of its hemostatic
properties. The indirect and/or direct
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mechanisms of FVIII in bone metabolism
need to be better explored.

FVIII regulates macrophage behavior: a
functional  relationship  with  the
inflammatory process

The immune status of HA patients differs
from that of healthy donors and is
characterized by a prominent pro-
inflammatory profile [78]. Macrophages are
major cell mediators in the inflammatory
process associated with HA hemarthrosis.
Their polarization is altered in FVI117- mice
[79]. In a physiological context after their
extravasation from blood, monocytes
differentiate into M1 and/or M2
macrophage subtypes depending on the
microenvironment. In the presence of Thl
cytokines such as IFN-y, TNF-a, or
bacterial LPS  (lipopolysaccharides),
monocytes  differentiate  into  pro-
inflammatory M1 macrophages. These
macrophages then secrete a large amount of
pro-inflammatory  cytokines, such as
interleukins IL-1p IL-6, IL-12, IL-23 or
TNF-0. M1 macrophages intervene in the
elimination of pathogens by generating
RQOS, antigen presentation or promoting the
response of Thl and Th17 lymphocytes
[80]. In the presence of interleukins IL-10,
IL-4, IL-13 or TGF-B, monocytes polarize
into type M2 subtype, anti-inflammatory
macrophages. M2 macrophages are
conventionally classified into 4 types: i)
M2a, which plays a key role in tissue
remodeling and wound healing, ii) M2b,
with an immunoregulatory function by
activating regulatory T cells and Th2
lymphocytes, iii) M2c, involved in the
phagocytosis of apoptotic bodies, and iv)
M2d, with pro-angiogenic activities [80].

Transient modifications of
monocyte/macrophage populations were
observed in FVIII mice after joint injury
[79]. These authors observed an increase in
M1 monocytes in circulating blood, and a
decrease in spleen, combined with a
decrease in the M2 subtype in the spleen. In
addition, a concomitant increase in M1 and
M2 macrophages was detectable in synovial
tissue  post-injury. In  contrast, no
modification in macrophage polarization
was observed in healthy joints. Similarly, a
recent study in HA patients also shows
deregulation of macrophage polarization
[81] (Figure 2). The differentiation
properties of purified monocytes isolated
from HA patients and healthy donors were
compared. Monocytes from HA patients
were characterized by a lower rate of
polarization compared to donor cells, with
polarization dysregulated in response to M-
CSF (M2 macrophages), and partially
dysregulated in response to GM-CSF (M1
macrophages). Monocytes from HA
patients expressed a lower number of M-
CSF and GM-CSF receptors compared to
healthy donors. This study supports the
biological function of coagulation factors in
macrophage  polarization. However,
hemophilia A and B patients were studied
without any distinction making it difficult to
obtain a clear conclusion on FVIII function
in macrophage differentiation. Kist-Toth et
al. compared the effects of recombinant
FVIII and FVIII-Fc (a fusion protein
composed of B domain deleted-FVII1I fused
to the Fc region of IgGl) on human
macrophages but did not observe any
regulation of macrophage polarization in
the presence of FVIII [82]. Similar results
were obtained on monocyte-derived
dendritic cells [83].
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Joint bleeding in FVIII" mice led to
synovial neovascularization, characterized
by large vessels with high a-SMA
expression  [84].  Inflammation  and
macrophage polarization cannot be
dissociated in HA. Proinflammatory M1
macrophage infiltration was observed
concomitantly with neovessels, followed by
a M2 macrophage response contributing to
tissue-reparative  actions. Owverall, an
inflammatory reaction was detectable in
close soft tissues at the same time as an
increase in permeability, and the formation
of new vessels that promotes re-bleeding
(Figure  2). These marked tissue
modifications were not prevented by short
term FVIIl  replacement [85]. The
localization ~ of  recombinant  FVIII
administered in FVIII" mice has recently
been studied [86]. Recombinant FVIII was
preferentially observed in the marginal zone
of the spleen with no major co-localization
of murine VWF with recombinant human
FVIII. Macrophage markers, including the
scavenger receptor Macrophage-Associated
Receptor with Collagenous structure
(MARCO), Sialic acid-binding-Ig-like
Lectin-1  (SIGLEC-1) and Specific
Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing
Nonintegrin-Related 1 C-type lectin
(SIGNR1) were co-localized with infused
FVIII [84]. Interestingly, a
proinflammatory transcriptional profile was
observed in the spleen and liver after
administration of recombinant FVIII
compared to the vehicle. A series of 33 and
12 upmodulated genes was identified in the
spleen and liver respectively, 3h after FVIII
infusion [84]. These investigations reveal
macrophages as a potential target of FVIII.

FVIII may indirectly regulate macrophage
activation with functional impact in
inflammation and bone tissue. By

modulating thrombin and FXa generation as
well as downstream signaling associated
with PARs, FVIII may modulate the
activation of macrophages and potentially
bone remodeling. Indeed, the literature is
rich in  manuscripts describing the
contribution of PAR-2 in inflammation in
various organs as demonstrated by the use
of FXa inhibitors [87-92]. The binding of
FXa to PAR-2 induced ERK1/2 signaling
and led in the expression of pro-
inflammatory cytokines (e.g. IL-6, IL-8,
TNF-0, IFN-y) and the differentiation of
macrophages toward pro-inflammatory M1
subtype [94-95]. However, the literature
remains nuanced and PAR2-mediated M2
skewing has also been reported in response
to Mycobacterium tuberculosis antigen
[96]. By regulating the differentiation and
activation of macrophages which are
functionally related to bone remodeling,
FXa and indirectly FVIII might be involved
in bone diseases [97] (Figure 2). Questions
regarding the direct or indirect impact of
FVIII and the molecular complexes related
to FVIII in macrophage differentiation and
their role in osteoimmunology remain open.

The molecular partners of FVIII: what
may be their relationship with the FVI1I-
associated inflammation and bone
remodeling?

Although VWF was the first partner of
FVIII to be described, several membrane
receptors controlling the bioavailability of
FVIII have been identified more recently.
Most FVIII is probably eliminated in a
VWEF-dependent manner. However, the
clearance mechanisms of inactivated FVIII,
degraded subunits, or the FVII-VWF
complex have only been partially
characterized [98]. Animal studies using
radiolabeled FVIII show that the liver and
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spleen are the major sites for clearance of
the FVIII-VWF complex, as well as
macrophages  [99,100]. Scavenger
receptors belong to a large family of
transmembrane  proteins  which  are
expressed predominantly by myeloid cells.
These receptors show a high structural
diversity and recognize numerous ligands
(e.g. soluble proteins, microbial pathogens)
[101]. They are involved in a wide range of
biological functions including sensing,
internalization and degradation of ligands.
During the last two decades, various
scavenger receptors involved in the
clearance of FVIII have been described and
may contribute to the biological function of
FVIII in inflammation and musculoskeletal
tissues (Figure 3).

Low density lipoprotein receptor -
related protein 1 (LRP-1)

LRP-1 is a member of the LDLR family
which recognizes numerous ligands. It is an
endocytic receptor abundantly expressed in
the liver, mainly in resident hepatocytes and
macrophages [102]. The property of LRP-1
to bind FVIII was initially reported by
Saenko et al. [103] and Lenting et al. [104].
LRP-1 appeared to be the major hepatic
receptor responsible for clearance of FVIII.
Their studies show a direct interaction
between FVIII and LRP-1 which was not
inhibited by the presence of VWF. Cells
expressing LRP-1 were able to internalize
radiolabeled FVIII unlike LRP1-deficient
cells. Furthermore, the internalization of
FVIII by LRP-1 was inhibited by 70% in the
presence of the Receptor-Associated
Protein (RAP) that prevented the binding of
FVIII  to LRP-1 [103,104]. The
internalization of the radiolabeled FVIII-
VWF complex was also made possible by
LRP-1 and appeared to be promoted by the

presence of heparan sulfate proteoglycans
(HSPG) expressed at the membrane surface.
Simultaneous inhibition of HSPG and LRP-
1 results in a longer half-life for FVI1I than
inhibition of LRP-1 alone [105]. In 2003,
Bovenschen et al. confirmed the importance
of the LRP-1 receptor in the clearance of
FVIII by using a genetically modified
mouse model in which LRP-1 was deleted
specifically from the liver [106]. This
deletion led to doubling of the FVIII plasma
concentration, a significant delay in its
clearance, and an increased half-life. LRP-1
cooperates with the LDL receptor in the
regulation of FVIII plasma levels, as
demonstrated in the LDL receptor and LRP-
1 double deficient mice [107]. Surface
plasmon resonance experiments revealed
that FVIIla bound clusters I, 1l of LRP-1.
Similarly to LPR chaperone, a2
macrogobulin receptor and RAP, FVllla
LRP-1 also binds cluster 111. [108]. Finaly,
Young et al. identified cluster 1V as the
major LRP1 binding site for FVIII [109].
LPR-1 contributes to the bone biology by
controlling the dialog between osteoblasts
and osteoclasts [110,11]. Indeed, LPR-1 is
a mitogenic effector in osteoblasts which in
turn control osteoclast activity [110-112]. In
this context LRP-1 protects against
osteoporosis [111]. LPR-1 expressed is also
expressed by young macrophages and
depleting Lrpl in macrophages abrogates
the benefit effects of macrophage in bone
repair [113]. In contrast, the treatment of old
mice with recombinant LRP-1 improves
fracture healing confirming the crucial role
of LRP-1 in bone remodeling and the
contribution of macrophages in LRP-1
functions. Consequently, FVIII may act as
bone regulator factor by regulating LRP-1
expression at the cell membrane and its
internalization [114].
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Asialoglycoprotein receptor
(ASGPR)
ASGPR is a member of the C-type (i.e.
calcium-dependent) lectin family,

abundantly expressed in hepatocytes as well
as in macrophages, and involved in binding
and endocytosis of glycoproteins in the
bloodstream. In 2005, Bovenschen et al.
showed that the B domain of FVIII
recognized ASGPR in a dose-dependent
manner and with high affinity (Kd = 2 nM)
[115]. Enzyme treatment with
endoglycosidase F completely abolished the
interactions between FVIII and ASGPR,
showing that the N-glycosylations of FVIII
were responsible for their interaction. The
half-life of FVIII in the bloodstream
increased in the presence of asialo-
orosomucoid (an ASGPR antagonist)
whereas the half-life of B domain-deleted
FVIII is comparable to the native FVIII in
treated HA patients. However, the
physiological  significance  of  this
interaction remains unknown. It has been
hypothesized that ASGPR may play a role
in quality control of secreted FVIII by
internalization of the FVIII incompletely N-
glycosylated [116]. ASGPR also mediate
the clearance of VWF and ASGPR-1
knockout mice had a reduced bleeding time
compared to WT littermates in contrast to
ASGPR-2 [117]. The control of VWF
bioavailability may impact FVIII level and
its interaction with bone related factor [60-
62]. Valladeau et al. showed the ASPGRs
expression by immature dendritic cells
which were localized to early endosome
highlighting their potential function in the
receptor recycling following internalization
ligand [118]. The control of FVIII and VWF
bioavailability as well as the recycling of
specific receptors in phagocytic cell types
and endothelial cells may regulate the

extrahemostatic ~ activities of  FVIIL.
Complementary investigations are required
to study the possible impact of ASPGR in
bone tissue and to better understand its
impact in immune cells.

Sialic acid binding
immunoglobulin-like lectin-5
(Siglec-5)

Siglec-5 belongs to a large family of
receptors composed of 14 members with
specific affinity to different types of sialic
acid structures and conformations. They are
mostly expressed by cells of hematopoietic
origin, such as neutrophils, B lymphocytes,
monocytes, dendritic cells, and
macrophages with specific distribution for
each member [119]. Siglec-5 is expressed
by monocytes/macrophages (including
lines such as THP-1 and U937), neutrophils
and B cells. VWF and FVIII bind to
recombinant Siglec-5 as well as to Siglec-5
expressing cells in vitro [120]. Treating
VWEF with sialidase resulted in a complete
loss of the interaction between VWF and
Siglec-5, suggesting that their interaction
was dependent on sialic acid. Conversely,
this treatment did not affect the interaction
between FVIII and Siglec-5. The co-
localization of VWF, FVIII and Siglec-5
with endosomal markers suggested that
their interaction was followed by their
endocytosis [120]. Finally, these authors
observed a significant decrease in FVIII-
VWEF levels in mice overexpressing Siglec-
5 in their hepatocytes. These results suggest
that FVIII and VWF may be ligands of
Siglec-5 and that the latter may contribute
to the regulation of the plasma levels of
VWEF, FVIII, FVII-VWF complex, and of
their biological activities [120]. If there no
data available on the potential involvement
of Siglec-5 in bone metabolism, its role in
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inflammation has been already established
[121]. Siglec-5 displays anti-inflammatory
activity by inhibiting leukocyte-rolling over
E- and P-selectins and reduces the basal
leukocyte rolling in vivo. In addition,
Siglec-5 prevents leukocyte recruitment in a
TNFa-induced inflammation model. The
control of FVIII bioavailability and its
impact in Siglec-5 mediated inflammatory
process must be investigated.

Stabilin-2 (STAB-2)

STAB-2 is a scavenger receptor member
belonging to the C-type lectin family.
STAB-2 is expressed by sinusoidal
endothelial cells of the liver (LSEC) and
spleen, as well as by immune cells such as
macrophages. It is a clearance receptor for
glycosaminoglycans such as hyaluronic
acid [122]. A mutated form of the STAB-2
receptor that affects its expression level was
associated with an approximately 30%
increase in FVIII and VWF in plasma,
suggesting that STAB-2 was involved in
regulating these proteins [123]. STAB-2
may modulate clearance of FVIIl ina VWF-
dependent manner. The affinity of STAB-2
to FVIII is relatively low in the absence of
VWEF [109]. STAB-2 contributes to the
internalization of VWF as well as that of the
FVII-VWF complex [109]. STAB-2 is
highly expressed in bone marrow, lymphoid
organs [124,125] and can be expressed by
bone derived cancer cells [126]. In contrast
to STAB-1 which reduces bone resorption
activity in vitro, no data are currently
available of the role of the contribution of
STAB-2 in bone remodeling [127]. STAB-
2 contributes to the clearance of apoptotic
cells [128] and FVIII/VWF complex blocks
the inhibitory effect of OPG on TNF
Related Apoptosis Inducing Ligand
(TRAIL) on osteoblast-like cells [61].

Stabilin-2 is involved in lymphocyte
adhesion to endothelial cells and by this
way could contribute to the inflammation
[129]. The functional link between STAB-2
and FVIII in the control of cell apoptosis
and  leukocyte  recruitment/activation
remains undetermined.

C-type lectin domain family 4
member M (CLEC4M)

CLEC4M is a member of the type-C lectin
family, expressed by sinusoidal endothelial
cells of the liver, lymphoid tissues, and
dendritic cells [130]. CLECM4 binds to N-
glycan residues of VWF and then controls
its internalization and clearance [131]. In
addition, FVIII binds to CLEC4M by its
mannose-exposed N-linked glycans
through VWEF-dependent and independent
mechanisms. FVIII also binds CLEC4M-
expressing HEK 293 cells and is
internalized via a clathrin-coated pit-
dependent mechanism leading to its
catabolism by lysosomes [131].
Unfortunately, there is no study vyet
available analyzing the expression/function
of CLEC4M in bone cells. Its role in the
control of inflammatory process is
suspected by its ability to bind to SARS-
CoV-2 spike protein [132].

Scavenger Receptor Class A
Member 5 (SCARA-5)

The Genome-Wide Association Studies
(GWAS) investigation identified the
scavenger receptor SCARA-5 as being
associated with plasma VWF and/or FVIII
[133]. SCARA-5 is a type Il membrane
protein that contains an extracellular spacer
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domain, a collagenous domain and a
scavenger receptor cysteine rich (SRCR)
domain at the N-terminus, and a
transmembrane domain. There is also a C-
terminus intracellular region. Forming a
trimer at the cell surface, SCARA-5 is
expressed by a large pattern of tissues
including the spleen, heart, and brain. It is
expressed by splenic sinusoidal endothelial
cells. SCARA-5 was co-localized with
VWEF and can bind and internalize this
factor alone or in a complex with FVI1II. The
binding and internalization of FVIII to
SCARA-5 cannot occur in the absence of
VWEF [134]. SCARA-5 is expressed by
osteoblastic like cells and inhibits their
proliferation [135]. SCARA-5 contributes
to adipogenesis by facilitating the
commitment of mesenchymal stem cells
toward adipocyte [136]. Interestingly, a
dysregulation of the balance adipogenesis
and osteoblastogenesis in favor of
adipogenesis led to a decreased bone
mineral density in osteoporotic patients
[137]. Overall, these data support a
potential involvement of SCARA-5 in
which FVIII may be associated.

Conclusions

Joint bleedings lead to local inflammation,
immune cell recruitment and the
differentiation of macrophages. The
treatments used in HA have hitherto been
based on supplying the FVIII missing from
plasma in either its original or recombinant
form [138]. Severe hemophiliacs with a
FVIII level of less than 1% can benefit from
prophylactic treatment for FVII1 to limit the
occurrence of hematomas and hemarthrosis
and to preserve their joints. Alternative
therapies are available, in particular
Emicizumab. Emicizumab is a bispecific
antibody mimicking the hemostatic activity

of FVIII that is available as a prophylactic
treatment for severe HA patients as a
replacement  for  exogenous  FVIII
[139,140]. This molecule mimics the ability
of FVIII to bring activated factor IX in
proximity to coagulation factor X to
catalyze the proteolytic generation of
activated factor X and continue the
coagulation cascade. Other molecules are
also being tested in the treatment of
hemophilia, by inhibiting coagulation
inhibitors [inhibitor of anti-tissue factor
pathways (TFPI), antithrombin inhibitors]
in order to restore the hemostatic balance to
a static balance. Such approaches can be
used in patients with severe hemophilia, and
they are interesting tools in the therapeutic
arsenal for treating hemophilia. However, it
is unknown whether they can restore the
non-hemostatic functions of FVIII or
whether they may have indirect adverse
effects in the long term. Clinical trials are
mandatory for comparing both therapeutic
approaches, and better understanding the
extrahemostatic functions of FVIII is a
prerequisite.

Additional information
Competing interests

- Prof. D. Heymann has received research
support from Baxter/Baxalta (now a part of
Shire)

- Prof. P.E. Monahan holds patents licensed
to Asklepios, for which he receives
royalties. He has received payment for
consultation, services, and for speaking for
Asklepios,  Chatham LLC, Baxter
Healthcare and Pfizer and has additionally
consulted for Bayer, Novo Nordisk, and
Biogen. He is now an employee of Spark
Therapeutics.

221



= 3 l' J A S = - Damage surface
& G
’ F FXu
Thrombus formation v\
Tissue Factor FXla FXI €
7y VN
Fvil F ] FiXa FIX
Fibrin clot > Tenase complex o, pL Tenase complex -

\Z ) ) FVIIa/TF g2 ca- FVIlla/FIXa  ~ ,\

J e ) ) {“Shape change J)

2 ~ 27 2 Granule secretion ‘ RADlxah.;n ‘ L

N , Integrin activation A oy T v -
== Lt 7 NIN
R FX FXa™{ ¥Fxa FX
-7 === . AT 7 VWF
Platelet activation and aggregation e $ ;
N/
Prothrombinase complex
Fai FXalFVa =3
Platolet Fibrinogen P N Fv e ‘
atele v
Platelet ‘/' Prothrombin (FIl) - \
allp3a allB3a PAR2 7| . Thrombin (Flla)
GPIb-XIV =i g ____---""‘H-;I;ma"an SRS
3 AR D ey Fibrinogen —* Fibrin clot
@L Common pathway

Complex 21

i [
E{)/df\)!lvellal ce/l:\ GPVI ‘ il
T 4“"§M,.. < Subendothelium

collagen

Platelet rolling and adhesion

Figure 1: The role of FVIII in the coagulation cascade. The coagulation cascade is dedicated to the formation
of fibrin clots. It plays a role in blocking local hemorrhage after vascular breaches. The cascade is articulated
around two pathways at the surface of the platelets: i) the intrinsic pathway, which is initiated by contact of the
blood with components of the subendothelium, ii) the extrinsic pathway, which is initiated by the tissue factor
(TF). After a first step of platelet adhesion to subendothelium components (e.g. a2p1 integrin or GPVI to collagen,
GPIIb-XI1-V complex to VWF), platelets are activated and their aggregation leads to the thrombus formation. The
activation of fibrinogen results in fibrin clots and enhances the platelet aggregation. Along the coagulation cascade,
platelets are also activated by thrombin and FXa through cell signaling associated to PAR-1 and PAR-2
respectively. Both pathways lead to activation of FX and the initiation of the common pathway which results in
the formation of fibrin clots. PL: phospholipids
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RANKL, the FVIII-VWF complex regulates osteoclast formation and bone resorption. FVIII appears to regulate
osteoblast activity via the thrombin and PAR-1 pathways. Sexual dimorphism can be associated with the
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Table 1 : Main hemophilia A therapies

Therapeutic agents

Mechanism of action

Dosing frequency (prophylaxis)

Plasmatic FVIII concentrates
- Pure plasmatic FVIII
- Plasmatic FVIII with VWF

Replacement therapy with plasmatic FVIII

1 to 3 times/week (i.v.)
1 to 3 times/week (i.v.)

Recombinant FVI1I concentrates)

- rFVIII CHO
- rEVIII BHK
- rEVIIT HEK

Replacement therapy with recombinant FVIII
from animal or human cells

1 to 3 times/week (i.v.)
1 to 3 times/week (i.v.)
1 to 3 times/week (i.v.)

Extended Half Life FVIII concentrates

- rEVIII PEG (rurioctocog alpha pegol, turoctocog
alpha pegol, damoctocog alpha pegol)

- rFVIII-Fc (efmoroctocog alpha)

- rFVIII single chain

- rFEVIIFc-VWF-XTEN (SOBI)

Replacement therapy with recombinant modified
FVII (from CHO, BHK or HEK) which shows

extended half-life : Fc fusion, single chain factor
VIII or PEGylation

1 to 2 times/week (seldom 3 times/week) (i.v.)

1 to 2 times/week (seldom 3 times/week) (i.v.)

1 to 2 times/week (seldom 3 times/week) (i.v.)

1 to 2 times/week (seldom 3 times/week), ongoing clinical
trial (i.v.)

Bispecific antibodies
- Emicizumab
- Mim8 (NovoNordisk)

Bispecific antibodies mimicking the action of
FVIII and allowing the activation of FX into FXa

Once a week or 1/2 weeks or once monthly (s.c.)
Ongoing clinical trial (s.c.)

RNA inhibitors (si RNA)
- RNAI therapeutic targeting antithrombin
(Fitusiran) (Sanofi Genzyme)

siRNA targeting the production of the most
potent physiological coagulation inhibitor

Once monthly, ongoing clinical trial (s.c.)

Anti-"Tissue Factor Pathway Inhibitor"
antibodies

- Concizumab (NovoNordisk)

- Befovacimab (Bayer)

- Marstacimab (Pfizer)

Anti-TFPI monoclonal antibody that decreases
the inhibition of the FVI1la/tissue factor complex
after interaction with FXa and thus partially
restores thrombin generation

Ongoing clinical trial (s.c.)
Once daily to once weekly, Ongoing clinical trial (s.c.)
Ongoing clinical trial (s.c.)
Ongoing clinical trial (s.c.)

Gene therapy

- s$SAAV2/5-hFVIllco-SQ (Biomarin)

- sSAAV2/LKO3-hFVIlIco-SQ (Sparks
Therapeutics)

- ssAAV2/8-hFVII11-SQ (Shire)

- ssAAV2/8-hFVIllco-V3 (UCL/St Jude)

Adeno-Associated Virus vectors providing the
patient liver with a cDNA sequence encoding a
functional FVII1I

Ongoing clinical trial (i.v.)
Ongoing clinical trial (i.v.)
Ongoing clinical trial (i.v.)
Ongoing clinical trial (i.v.)
Ongoing clinical trial (i.v.)

FVIII : Factor VIII, VWEF : von Willebrand Factor, BHK cells : Baby Hamster Kidney cells ; CHO cells : Chinese Hamster Ovary cells ; HEK : Human

Embryo Kidney cells
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Table 2: Clinical trials studying the impact of haemophilia on bone mineral density

Country Number of patients Ages (years) Bone parameters References
enrolled in HA patients
Australia 19HA A 5.73-18.5 - Lower BMD of lumbar spine [21]
215 age-matched (Mean: 12.2)
controls
Canada 18HA Aand B >18 - Vitamin D deficiency in 41% of [22]
36 age-matched patients
controls - Lower distal tibia and radius total
BMD
- Lower trabecular BMD
Colombia | 79 HA Aand 11 HAB >5 - Lower BMD of femoral neck and [23]
90 age-matched hips
controls - Elevated C-reactive protein levels in
44.1% of patients with low BMD
(14.8% in normal BMD)
Czech 56 HA Median: 12.7 - Lower BMD at distal radius in 4% [24]
Republic (6.6-19.2) of patients
- Lower BMC at the diaphysis (total
area and cortical thickness)
- HA patients significantly shorter as
compared to the national reference
data
- Sarcopenia in HA patients
Egypt 30 HA Mean: 4.97 - lower BMD of lumbar spine [25]
30 age-matched
controls
Egypt 40 HA A Children - higher serum sclerostin level in HA [26]
10 age-matched Low BMD in 37.5% of patients
controls
Finland 31HA Aand B 4-16 - Lower whole body BMD [27]
50 age-matched - Higher urine calcium secretion in
controls HA patients

- Urinary calcium excretion
correlated inversely with PTH and
positively with vitamin D

- No significant differences in the
bone turnover markers (PINP, ICTP,
ALP)

- Lower bone resorption marker U-
INTP in HA patients

- Higher serum Ca level in HA
patients

225




Greece 17 HA 4.94-18 Only a small number of children and [28]
young adults with hemophilia have
impaired bone properties
Greece 100 HA A and B Mean: 45.8 - Low BMD diagnosed in 26.9% and [29]
50 age-matched 20% of HA and control patients
g respectively
controls
- Lower BMD in total hip, femoral
neck and great trochanter in HA
patients
- Vitamin D deficiency in 50% of
patients
India 41 (vs 38 age-matched 2-18 - Lower BMC and BMD [30]
control patients) - High prevalence of low vitamin D
level
- Lower serum phosphorus was and
higher alkaline phosphatase levels
Iran 40HAAand B > 20 - Lower BMD in 58% of patients [31]
(osteopenia 50%, osteoporosis 8%)
Iran 42 HA A 18-72 (Mean - 45.2% of osteopenia and 28.6% of [32]
31.1) osteoporosis in the spine and/or
Age-matched controls femur
Iran 14 HAB 19-55 - Lower BMD in femur regions [33]
14 age-matched - Higher ALP and SGOT in HA
controls patients
Israel 27 HA 7-17.7 - Lower muscle strength (especially [34]
33 age-matched (Mean: 11.2) limb’s strength)
controls - No significant differences in bone
properties (evaluated by bone speed
of sound (SOS) measurement)
Italy 70 >18 - Low BMD [35]
of the femur (74.2%, >30,<71)
52 patients and of the lumbar spine
(54.2%,<30y or >71)
Italy HA A or B subdivided 20-73 - Lower bone mineral density and [36]
into three groups of 26 hypovitaminose D in co-infected
patients each (HIV- groups
HCV CO'.meCted’ HCV - Co-infection as comorbidity factor
mono-infected and
uninfected
Mexico 69 HA A 6-16 - Lower BMD in 34.7% of HA [37]

patients

- Lower osteocalcin concentration in
HA patients and no significant
difference in C-telopetide levels
compared to the reference data
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Sweden | 26 severe HA AorB 16 | > 18 and <65 - No BMD alteration [38]
mild HA A or B
. 40.2+/-3.3
(severe HA)
All patients received 33.6+/-2.1
prophylactic treatment (mild HA)
Sweden 39 HA Aand B Mean: 26 (HA - Group A : BMD similar to the [39]
Group A (started A), 42 (HA B) reference population
prophylaxis at age of <3 - Groupe B : lower BMD compared
years;n = 22); to the reference population
Group B (at age of >3
years;n = 15)
Turkey 41 HA A (vs 40 control 18-56 - Lower femoral neck and total hip [39]
) i AR
patients) (median: 26) BMD - Osteoporosis in 60% of cases
- Osteopenia in 20% of cases
- Vitamine D insufficiency or
deficiency in 60% of cases
Turkey 51 HA Aand 10 HA B 20-63 - Low BMD in 48% of patients [40]
(average : - No correlation between BMD and
37.8) S
vitamin levels
Turkey 39 Children - Low BMD in 78.4% of patients [41]
- Vitamin D deficiency in 87.2% of
patients
- Negative correlation between PTH
and Z-score
Turkey 29 HA Aand 6 HA B >18 - Lower BMD (34% decrease) [42]
- Lower levels of vitamin D, calcium
and testosterone
- Higher levels of PTH, PINP and
activated partila thromboplastin time
- No significant difference in NLR,
PLR, phosphorus, thyroid-stimulating
hormone, and UNTX levels
Turkey 39 HA Aand 10 HA B | average 36 + | - Lower BMD in 34.8% of patients of [43]
11.35 less than 50y
- Osteoporosis in 66.6% of patients
older than 50y
- Vitamin D deficiency in 77.5% of
patients with no correlation with
BMD
Turkey 44 HA 3-18 - lower BMD of lumbar spine [44]
40 age-matched - Higher levels of PTH levels in HA
controls patients

- Lower concentrations of vitamin D,
osteocalcin, calcitonin
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UK 37THAA >18

- 5% of osteoporosis [45]
- Lower BMD in 24% of patients

- Vitamin D deficiency in 91% of
patients similarly to the control group

USA 316 HA A
and 66 HA B

20 (HA A)
26 (HA B)

- Higher fracture incidence (24-8 [46]
fractures per 1000 patient-years, than
9-6 fractures per 1000 patient-years
in the control population)

USA 88 HA A and B

Median : 41

- <50y : low BMD (21%) and low [47]
normal BMD (39%)

The low BMD was independently
associated with increasing
hemophilic arthropathy

- > 50y : osteoporosis (38%),
osteopenia (42%)

USA 25HA A 18-66

5HAB (Median:
41.5)

- Lower BMD in the lumbar spine [48]
(20%), femoral neck (47%), hip
(20%)

- Osteopenia in HA patients (43%)
- Osteoporosis in HA patients (27%)

- No significant differences in ALP,
TSH, calcium, testosterone

- Correlation between vitamin D
levels and osteoporosis

HA : Hemophilia ; BMD : Bone Mineral Density ; SGOT : serum glutamic oxaloacetic transaminase
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Roles extra-coagulants du FVIII sur les cellules endothéliales et les monocytes dans un

contexte d’hémophilie A

Mots clés : Facteur VIII, Hémophilie A, cellule endothéliale, monocyte

Résumé : L’hémophilie A est un trouble de la
coagulation héréditaire, causé par une
altération fonctionnelle et/ou quantitative de
I'expression du facteur de coagulation VIII. Le
traitement de [I'hémophilie A consiste en
l'injection de FVIII de substitution. Toutefois, les

patients  développent fréguemment des
anticorps inhibiteurs, rendant le traitement
inefficace. Pour pallier ce probléeme, un

anticorps bispécifigue monoclonal, exprimant
une activité cofacteur équivalente au FVIII a été
développé. Ce traitement remédie au probléeme
lié a l'inhibiteur et au trouble de la coagulation.
En pratiques cliniques, la question de
I'utilisation systématique de ce traitement chez
'ensemble des cas sévéres se pose. Or, outre
le trouble de la coagulation, il est observé chez
les hémophiles A une perte osseuse, une

altération de linflammation et du systéme
vasculaire. Des observations a partir d’études
cliniques sur I'hémophilie A, ainsi que des
études in vitro et in vivo révélent un réle
potentiel extra-hémostatique du FVIII. Cette
thése étudie l'effet du FVIII recombinant sur
des cellules endothéliales et des monocytes
pour mieux appréhender son rbdle extra-
coagulant et affiner les approches
thérapeutiques dans I’hémophilie A. Une étude
transcriptomique et protéomique, suivie d’'une
analyse fonctionnelle a été réalisée sur les
cellules endothéliales. Puis, le lien entre le
systéme immunitaire et le systéme vasculaire
a été analysé, par I'étude de I'effet du FVIII sur
le recrutement, la perméabilité endothéliale et
la transmigration monocytaire.

Extra-coagulant roles of FVIII on endothelial cells and monocytes, in hemophilia A

Keywords : Factor VIII, Hemophilia A, endothelial cell, monocyte

Abstract: Hemophilia A is an inherited
bleeding disorder caused by deficient
activity/quantity of blood coagulation factor VIii
(FVI). Hemophilia A treatment consists of
substitution FVIII injections. However, patients
show circulating FVIII inhibitor, making treatment
ineffective. To bypass this problem, a bispecific
monoclonal antibody, mimicking FVIII coagulant
activity, has been recently developed. This
treatment partially fixes the problem related to
FVIII  inhibitor, and coagulation troubles.
Hemophilia patients and studies using animal
models have revealed that if the bleeding
disorder is caused by deficient activity of FVIII,
direct biological activities of FVIII are suspected

outside the scope of hemostasis as
angiogenesis, or bone remodeling. Indeed,
hemophilia A patients show osteopenia, altered
inflammation and vascular fragility. This thesis
study FVIII effects on endothelial cells and
monocytes to better understand its extra-
hemostatic functions, and to better define the
therapeutic options in  hemophilia A.
Transcriptomic and  proteomic  studies,
combined to functional analysis on endothelial
cells were carried out. The functional link
between immune and endothelial cells was
analyzed, by studying the FVIII effects on
endothelial permeability and on monocyte
rolling and transmigration.



