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Mutants du facteur X

La présente invention concerne des mutants du facteur X, et leur utilisation pour le

traitement des troubles de la coagulation sanguine.

Le facteur X est une protéine présente dans le sang. Cette protéine joue un role
important dans la cascade de la coagulation. La coagulation du sang est un processus
complexe qui permet d’éviter I’écoulement du sang par les vaisseaux endommagés.
Aussitdt qu’un vaisseau est brisé, les éléments responsables de la coagulation
interagissent entre eux pour former un bouchon, le clou plaquettaire, a I’endroit ou le
vaisseau est brisé. Les facteurs de la coagulation sont requis pour tenir le clou

plaquettaire en place et stabiliser le caillot.

La formation d’un caillot normal s’effectue en quatre étapes :

Etape 1 Le vaisseau sanguin est endommaggé.

Etape 2 Le vaisseau sanguin se contracte de facon a restreindre I’apport de sang vers la
zone 1ésée.

Etape 3 Les plaquettes adherent a I’espace sous-endothélial exposé lors de la 1ésion du
vaisseau ainsi qu’aux parois des vaisseaux sanguins stimulées. Les plaquettes s’étalent,
c’est ce que I’on appelle «1’adhésion plaquettaire ». Ces plaquettes €talées liberent des
substances qui activent d’autres plaquettes avoisinantes de sorte qu’elles s’agglomerent
au sicge de la lésion afin de former le clou plaquettaire. C’est ce que 1’on appelle
« I’agrégation plaquettaire ».

Etape 4 La surface des plaquettes activées constitue ainsi une surface sur laquelle la
coagulation du sang peut s’effectuer. Les protéines de la coagulation qui circulent dans
le sang (dont le facteur X) sont activées a la surface des plaquettes et forment un caillot

de fibrine.

Ces protéines de la coagulation (c’est-a-dire, les facteurs I, 11, V, VIIL, IX, X, XI, XII et
X111, ainsi que le facteur de Von Willebrand) fonctionnent en une réaction en chaine,

i.e. la cascade de la coagulation.
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Le facteur X sous forme activée (Xa) intervient plus particulierement dans 1’activation
de la prothrombine (facteur II) en thrombine (facteur Ila), notamment lorsqu’il est
complexé avec le co-facteur V activé pour former le complexe prothrombinase. Ce

facteur est un élément essentiel dans la cascade de la coagulation.

Lorsque ce facteur fait défaut, des saignements se manifestent, comme une épistaxis
(saignements de nez), une hémarthrose (épanchement de sang dans une cavité
articulaire) ou des saignements gastro-intestinaux. La déficience en facteur X est
extrémement rare. Sa transmission est autosomique récessive, et sa prévalence est de 1/1

000 000.

L’activation du FX intervient :

- soit tres précocement lors de 1’étape d’initiation de la cascade de la coagulation
par le complexe facteur VIla/facteur tissulaire, dans une réaction peu efficace qui
conduit a la formation de trace de thrombine ;

- soit lors de I’étape d’amplification de la cascade de la coagulation issue d’un
rétrocontrole positif effectué par les traces de thrombine conduisant a I’activation des
facteurs VIII et IX.

Ces deux derniers facteurs sont manquants chez les hémophiles A et B, causant ainsi un
trouble hémorragique qui peut étre fatal sans traitement. L’absence de ces facteurs ne
permet pas de générer des quantités suffisantes de facteur X activé, pour juguler
I’hémorragie.

Ainsi il existe un besoin pour un facteur X modifi€é pouvant €tre activé par la thrombine,
qui permettrait d’avoir une coagulation efficace en absence de facteur VIII et/ou de
facteur IX, par I'utilisation directe des traces de thrombine générées lors de I’initiation

de la coagulation.

Les inventeurs ont identifié des mutants spécifiques du facteur X (appelés également
facteurs X variants), qui sont efficacement activés par la thrombine, permettant ainsi de
restaurer la coagulation en absence de facteur VIII, de facteur IX et méme de facteur X.

En effet, comme démontré en exemples, ces mutants du facteur X peuvent €tre activés
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par la thrombine, et permettent une coagulation efficace, et ce, méme en absence de

facteur VIII et/ou de facteur IX et/ou de facteur X endogene.

Les sites de clivage du peptide d’activation générés dans ces facteurs X variants peuvent
aussi €tre la cible d’autres protéases de la coagulation, telles que le facteur Vlla, le
facteur IXa, le facteur Xa, le facteur XIa, le facteur XIla ou la kallicréine.

Par ailleurs, une modification du peptide d’activation du facteur X peut conduire a une
modification additionnelle de ses propriétés pharmacologiques, différentes de la seule
reconnaissance par la thrombine. Cette modification peut conférer au facteur X variant
une amélioration de l’activité spécifique, de la stabilité, ou de la résistance aux
protéases, ou encore une augmentation de la pharmacocinétique. En outre, la présence
de glycosylations et phosphorylations additionnelles, ou au contraire 1’absence de ces
modifications par rapport a la molécule de type sauvage, pourront étre causées par les

modifications introduites dans le peptide d’activation.

La présente invention concerne donc une protéine comprenant une séquence mutée de
SEQ ID NO:1, ladite séquence mutée de SEQ ID NO:1 comprenant au moins une
mutation A, A’, B, C ou C’, dans laquelle :

la mutation A consiste en la substitution des acides aminés 43 a 52 de la séquence SEQ
ID NO:1 par une séquence choisie parmi DFLAEGLTPR, KATN*ATLSPR et
KATXATLSPR,

la mutation A’ consiste en la substitution des acides aminés 47 a 52 de la séquence SEQ
ID NO :1 par une séquence choisie parmi TSKLTR, FNDFTR, LSSMTR, PPSLTR et
LSCGQR,

la mutation B consiste en I’insertion d’une séquence choisie parmi DFLAEGLTPR,
KATN*ATLSPR, KATXATLSPR, TSKLTR, FNDFTR, LSSMTR, PPSLTR et
LSCGQR, entre les acides aminés 52 et 53 de la séquence SEQ ID NO :1,

la mutation C consiste en I’insertion d’une séquence choisie parmi DFLAEGLTPR,
KATN*ATLSPR et KATXATLSPR, entre les acides aminés 52 et 53 de la séquence
SEQ ID NO :1, et en la délétion des acides aminés 4 a 13 de la séquence SEQ ID NO :1,
la mutation C’ consiste en l'insertion d’une séquence choisie parmi TSKLTR,

FNDFTR, LSSMTR, PPSLTR et LSCGQR, entre les acides aminés 52 et 53 de la
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séquence SEQ ID NO :1, et en la délétion des acides aminés 4 a 9 de la séquence SEQ
ID NO :1,

ot N* est une asparagine éventuellement glycosylée.

Un autre objet de l'invention est un polynucléotide codant pour ladite protéine.

Un autre objet de l'invention est un vecteur d'expression comprenant ledit
polynucléotide.

Un autre objet de l'invention est une cellule hote comprenant ledit vecteur d'expression
ou ledit polynucléotide.

Un autre objet de l'invention est l'utilisation de ladite protéine comme médicament. En
particulier, ladite protéine peut €tre utilisée pour le traitement des troubles de la
coagulation sanguine, notamment les troubles hémorragiques, tels que les hémophilies
A, B et C (déficit en facteur XI), les déficits en facteur X voire des besoins en
coagulation d’urgence pour se substituer au Facteur VIla. Lorsqu’une réponse
procoagulante puissante et rapide est requise, ladite protéine peut €tre utilisée en
combinaison avec d’autres molécules hémostatiques, telles que le facteur VIla et/ou le
fibrinogene, voire en association avec des composés procoagulants (transfusion de
plaquettes, mélange procoagulant comme FEIBA, Kaskadil, Kanokad etc), qui pourront

renforcer I’efficacité du traitement.

Tel qu'il est utilisé ici, les termes «protéine» et «polypeptide» sont utilisés ici de
maniere interchangeable et se réferent a une séquence d'acides aminés ayant plus de 100
acides aminés. Tel qu'utilisé ici, le terme "protéine" comprend des séquences d'acides
aminés ayant entre 100 et 1000 acides aminés, de préférence entre 120 et 500 acides

aminés.

La présente invention se rapporte a une protéine comprenant une séquence mutée de
SEQ ID NO:1, ladite séquence mutée de SEQ ID NO:1 comprenant au moins une
mutation A, A’, B, C ou C’, dans laquelle :

la mutation A consiste en la substitution des acides aminés 43 a 52 de la séquence SEQ
ID NO:1 par une séquence choisie parmi DFLAEGLTPR, KATN*ATLSPR et
KATXATLSPR,
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la mutation A’ consiste en la substitution des acides aminés 47 a 52 de la séquence SEQ
ID NO :1 par une séquence choisie parmi TSKLTR, FNDFTR, LSSMTR, PPSLTR et
LSCGQR,

la mutation B consiste en I’insertion d’une séquence choisie parmi DFLAEGLTPR,
KATN*ATLSPR, KATXATLSPR, TSKLTR, FNDFTR, LSSMTR, PPSLTR et
LSCGQR, entre les acides aminés 52 et 53 de la séquence SEQ ID NO :1,

la mutation C consiste en ’insertion d’une séquence choisie parmi DFLAEGLTPR,
KATN*ATLSPR et KATXATLSPR, entre les acides aminés 52 et 53 de la séquence
SEQ ID NO :1, et en la délétion des acides aminés 4 a 13 de la séquence SEQ ID NO :1,
la mutation C’ consiste en l’insertion d’une séquence choisie parmi TSKLTR,
FNDFTR, LSSMTR, PPSLTR et LSCGQR, entre les acides aminés 52 et 53 de la
séquence SEQ ID NO :1, et en la délétion des acides aminés 4 a 9 de la séquence SEQ
ID NO :1,

ot N* est une asparagine éventuellement glycosylée.

De préférence, ladite protéine comprend, de préférence consiste en, la séquence SEQ ID
NO :7, avec au moins une mutation A, A’, B, C ou C’ telle que décrite ci-avant.

La séquence SEQ ID NO :7 (500 acides aminés) comprend toute la séquence SEQ ID
NO:1 (306 acides aminés). Plus particuliecrement, la séquence SEQ ID NO:7
comprend, dans le sens N- a C-terminal, un peptide signal et un propeptide (40 acides
aminés au total), la séquence SEQ ID NO :5, la séquence SEQ ID NO :1, puis un tag
(des acides aminés en position 489 a 500, soit une longueur de 12 acides aminés), i.e. le
tag HPC4. La séquence SEQ ID NO : 103 correspond a la séquence SEQ ID NO :7 sans
peptide signal et sans propeptide.

Ladite protéine selon l'invention est un facteur X muté qui est efficace dans le

traitement de troubles de la coagulation.

Le facteur X, appelé également facteur de Stuart-Prower, est codé par le gene F10 et se
réfere a la sérine protéase EC3.4.21.6. Le facteur X est composé d’une chaine lourde,
de 306 acides aminés, et d’une chaine 1égere, de 139 acides aminés.

Le facteur X est une protéine de 488 acides aminés, constitué d’un peptide signal, d’un

propeptide, et des chaines 1égere et lourde.
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Le facteur X humain peut €tre trouvé dans UniProtKB sous le numéro d’accession
P00742. Sa structure native est illustrée en figure 1.

La protéine est traduite sous forme de prépropeptide. Apres clivage du peptide signal, le
propeptide est finalement coupé, résultant en une chaine légere et une chaine lourde
(respectivement de 142 et 306 acides aminés) (zymogene). Suite au déclenchement de la
coagulation, la chaine lourde est finalement activée par clivage du peptide d’activation,
pour ne contenir que 254 acides aminés aminés (les 52 premiers acides aminés sont
clivés lors du traitement): c’est la chaine lourde du facteur Xa (SEQ ID NO :6).

Le prépropeptide de facteur X humain correspond a SEQ ID NO: 4. La chaine lourde
correspond a SEQ ID NO: 1, et la chaine 1€gere correspond a SEQ ID NO: 5. le peptide
d’activation de la chaine lourde correspond a SEQ ID NO :3, et comprend 52 acides
aminés.

SEQ ID NO: 2 est identique aux acides aminés 1 a 182 de SEQ ID NO: 4.

SEQ ID NO: 1 est identique aux acides aminés 183 a 488 de SEQ ID NO: 4.

La chaine lourde du facteur Xa (SEQ ID NO :6) correspond a la SEQ ID NO :1, dans
laquelle le peptide SEQ ID NO :3 a été clivé.

Les protéines selon l'invention comprennent des protéines de facteur X mutées, sous
forme de zymogene, comprenant, en fonction des constructions, un peptide
d’activation :

-modifié par substitution d’un nombre identique de résidus au méme site compris au
plus large entre les résidus 42 et 52 ; ou

-ayant recu une insertion de résidus entre les résidus 52 et 53 ; ou

-ayant recu une insertion de résidus au plus large entre les résidus 52 et 53 couplée a

une délétion d’un nombre identique de résidus au plus large entre les résidus 4 et 13.

La protéine selon l'invention peut étre une protéine comprenant une séquence mutée de
SEQ ID NO:1, ladite séquence mutée de SEQ ID NO:1 comprenant au moins une
mutation A, dans laquelle la mutation A consiste en la substitution des acides aminés 43
a 52 de la séquence SEQ ID NO :1 par une séquence choisie parmi DFLAEGLTPR,
KATN*ATLSPR et KATXATLSPR, ou N* est une asparagine éventuellement
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glycosylée. De préférence, la protéine comprend la séquence SEQ ID NO:7 avec au
moins une mutation A.
De préférence encore, dans ce cas, la protéine mutée comprend une séquence choisie

parmi SEQ ID NO :9, SEQ ID NO :10 et SEQ ID NO :11.

La protéine selon l'invention peut étre une protéine comprenant une séquence mutée de
SEQ ID NO:1, ladite séquence mutée de SEQ ID NO:1 comprenant au moins une
mutation A’, dans laquelle la mutation A’ consiste en la substitution des acides aminés
47 a 52 de la séquence SEQ ID NO:1 par une séquence choisie parmi TSKLTR,
FNDFTR, LSSMTR, PPSLTR et LSCGQR. De préférence, la protéine comprend la
séquence SEQ ID NO :7 avec au moins une mutation A’.

De préférence encore, dans ce cas, la protéine mutée comprend une séquence choisie
parmi SEQ ID NO :12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO :14, SEQ ID NO :15 et SEQ ID
NO :16.

La protéine selon l'invention peut étre une protéine comprenant une séquence mutée de
SEQ ID NO:1, ladite séquence mutée de SEQ ID NO:1 comprenant au moins une
mutation B, dans laquelle la mutation B consiste en I’insertion d’une séquence choisie
parmi DFLAEGLTPR, KATN*ATLSPR, KATXATLSPR, TSKLTR, FNDFTR,
LSSMTR, PPSLTR et LSCGQR, entre les acides aminés 52 et 53 de la séquence SEQ
ID NO:1, o N* est une asparagine é€ventuellement glycosylée. De préférence, la
protéine comprend la séquence SEQ ID NO :7 avec au moins une mutation B.

De préférence encore, dans ce cas, la protéine mutée comprend une séquence choisie
parmi SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO :20, SEQ ID NO :21, SEQ ID
NO :22, SEQ ID NO :23, SEQ ID NO :24 et SEQ ID NO :25.

La protéine selon l'invention peut étre une protéine comprenant une séquence mutée de
SEQ ID NO:1, ladite séquence mutée de SEQ ID NO:1 comprenant au moins une
mutation C, dans laquelle la mutation C consiste en I'insertion d’une séquence choisie
parmi DFLAEGLTPR, KATN*ATLSPR et KATXATLSPR, entre les acides aminés 52
et 53 de la séquence SEQ ID NO:1, et en la délétion des acides aminés 4 a 13 de la

séquence SEQ ID NO:1, ou N* est une asparagine éventuellement glycosylée. De
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mutation C.
De préférence encore, dans ce cas, la protéine mutée comprend une séquence choisie

parmi SEQ ID NO :27, SEQ ID NO :28 et SEQ ID NO :29.

La protéine selon l'invention peut étre une protéine comprenant une séquence mutée de
SEQ ID NO:1, ladite séquence mutée de SEQ ID NO:1 comprenant au moins une
mutation C’, dans laquelle la mutation C’ consiste en I’insertion d’une séquence choisie
parmi TSKLTR, FNDFTR, LSSMTR, PPSLTR et LSCGQR, entre les acides aminés 52
et 53 de la séquence SEQ ID NO:1, et en la délétion des acides aminés 4 a 9 de la
séquence SEQ ID NO:1. De préférence, la protéine comprend la séquence SEQ ID
NO :7 avec au moins une mutation C’.

De préférence encore, dans ce cas, la protéine mutée comprend une séquence choisie
parmi SEQ ID NO :30, SEQ ID NO :31, SEQ ID NO :32, SEQ ID NO :33 et SEQ ID
NO :34.

De préférence, la protéine selon 1’invention comprend, de préférence consiste en, une
séquence choisie parmi SEQ ID NO: 9 a 16, 18 225,27 a 34, 105 a 112, 114 a 121 et

123 a 130.

Les séquences décrites dans la présente demande peuvent €tre résumées comme suit:

SEQID NO: Protéine

1 Chaine lourde de facteur X humain (306 acides aminés),

comprenant le peptide d’activation

2 Peptide signal, propeptide, et chaine 1€gere de facteur X

humain (182 acides aminés)

3 Peptide d’activation de la chaine lourde (52 acides
aminés)

4 Prépropeptide de facteur X humain (488 acides aminés)

5 Chaine l1égere de facteur X humain (142 acides aminés)

6 Chaine lourde du Facteur X humain activé (FXa) (254
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acides aminés)

FX-WT (correspond a un FX humain dont la séquence

nucléotidique a été optimisée)

FX-control+ (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant la
substitution de 10 acides aminés par une séquence
correspondant au site de reconnaissance de la thrombine

sur le fibrinogene = fibrinopeptide A) (comparatif)

FX-IIa (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation A : insertion du site consensus de clivage de la

thrombine)

10

FX-PAR1 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation A : insertion du site modifié de clivage de la

thrombine sur le récepteur PAR1)

11

FX-PARIM (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation A : insertion du site modifié de clivage de la
thrombine sur le récepteur PAR1 sans site de

glycosylation)

12

FX-FXIal (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation A’ : insertion du site de clivage 1 du FXlIa sur le

FIX)

13

FX-FXIa2 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation A’ : insertion du site de clivage 2 du FXlIa sur le

FIX)

14

FX-Kall (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation A’ : insertion du site de clivage 1 de la

kallikréine sur le FXII)

15

FX-Kal2 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation A’ : insertion du site de clivage 2 de la

kallikréine sur le FXII)

16

FX-Kal3 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation A’ : insertion du site de clivage 3 de la

kallikréine sur le FXII)
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FX-control+ (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant
I’insertion d’une séquence correspondant au site de
reconnaissance de la thrombine sur le fibrinogene =

fibrinopeptide A) (comparatif)

18

FX-IIa (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation B : insertion du site consensus de clivage de la

thrombine)

19

FX-PAR1 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation B : insertion du site modifié de clivage de la

thrombine sur le récepteur PAR1)

20

FX-PARIM (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation B : insertion du site modifié de clivage de la
thrombine sur le récepteur PAR1 sans site de

glycosylation)

21

FX-FXIal (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation B : insertion du site de clivage 1 du FXIa sur le

FIX)

22

FX-FXIa2 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation B : insertion du site de clivage 2 du FXIa sur le

FIX)

23

FX-Kall (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation B : insertion du site de clivage 1 de la kallikréine

sur le FXII)

24

FX-Kal2 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation B : insertion du site de clivage 2 de la kallikréine

sur le FXII)

25

FX-Kal3 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation B : insertion du site de clivage 3 de la kallikréine

sur le FXII)

26

FX-control+ (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant
I’insertion d’une séquence correspondant au site de

reconnaissance de la thrombine sur le fibrinogene =
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fibrinopeptide A, et la délétion de 10 acides aminés)

(comparatif)

27

FX-IIa (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation C : insertion du site consensus de clivage de la

thrombine)

28

FX-PAR1 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation C : insertion du site modifié de clivage de la

thrombine sur le récepteur PAR1)

29

FX-PARIM (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation C : insertion du site modifié de clivage de la
thrombine sur le récepteur PAR1 sans site de

glycosylation)

30

FX-FXIal (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation C’ : insertion du site de clivage 1 du FXIa sur le

FIX)

31

FX-FXIa2 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation C’ : insertion du site de clivage 2 du FXIa sur le

FIX)

32

FX-Kall (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation C’ : insertion du site de clivage 1 de la

kallikréine sur le FXII)

33

FX-Kal2 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation C’ : insertion du site de clivage 2 de la

kallikréine sur le FXII)

34

FX-Kal3 (mutant de SEQ ID NO :7 comprenant une
mutation C’ : insertion du site de clivage 3 de la

kallikréine sur le FXII)

35

Séquence nucléique codant pour FX-WT (SEQ ID NO :7)

36a75

Amorces

762102

Séquences nucléiques codant respectivement pour les

protéines SEQ ID NO :8 a 34

103 a 130

Séquences protéiques correspondant respectivement aux
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protéines SEQ ID NO :7 a 34 sans peptide signal et sans
propeptide

131 a 158 Séquences nucléiques codant respectivement pour les

protéines SEQ ID NO :103 a 130

La présente invention a également pour objet un complexe protéique comprenant :
- une protéine comprenant une séquence mutée de SEQ ID NO:1 selon
I’invention, et
- au moins une protéine de séquence SEQ ID NO :2,

lesdites protéines étant liées entre elles par un pont disulfure.

Un autre objet de 1invention est un acide nucléique (polynucléotide) codant pour ladite
protéine. De préférence, ’acide nucléique est choisi parmi les séquences SEQ ID

NO:772a84,862a93,952a102,1332a140, 1422149 et 151 a 158.

Un autre objet de Il'invention est un vecteur d'expression comprenant ledit
polynucléotide codant pour ladite protéine, ou une cassette d’expression comprenant
ledit polynucléotide. Selon linvention, les vecteurs d'expression appropriés pour une
utilisation selon l'invention peuvent comprendre au moins un €élément de controle
d'expression fonctionnellement 1ié a la séquence d'acide nucléique. Les €éléments de
contrdle d'expression sont insérés dans le vecteur et permettent de réguler l'expression
de la séquence d'acide nucléique. Des exemples d'éléments de contrdle d'expression
incluent notamment des systemes lac, le promoteur du phage lambda, les promoteurs de
levure ou les promoteurs viraux. D’autres éléments opérationnels peuvent Etre
incorporés, comme une séquence de téte, des codons de terminaison, des signaux de
polyadénylation et des séquences nécessaires pour la transcription et la traduction
ultérieure de la séquence d'acide nucléique dans le systeme hote. Il sera compris par
I'homme de l'art que la combinaison correcte des éléments de contrdle d'expression
dépend du systeme hote choisi. Il sera également entendu que le vecteur d'expression
doit contenir les éléments supplémentaires nécessaires pour le transfert et la réplication
ultérieure du vecteur d'expression contenant la séquence d'acide nucléique dans le

systeme hote.
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De tels vecteurs sont facilement construits en utilisant des méthodes conventionnelles

ou disponibles dans le commerce.

Un autre objet de l'invention est une cellule recombinante comprenant un vecteur
d'expression tel que décrit ci-dessus, ou un polynucléotide tel que décrit ci-dessus.
Selon l'invention, des exemples de cellules hotes qui peuvent étre utilisées sont des
cellules eucaryotes, comme les cellules animales, végétales, d’insectes et de levure ; et
des cellules procaryotes, comme E. coli. Les moyens par lesquels le vecteur portant le
gene peut etre introduit dans les cellules comprennent notamment la microinjection,
I'électroporation, la transduction ou la transfection a l'aide de DEAE-dextran, la
lipofection, le phosphate de calcium ou d'autres procédures connues de 'homme de 1'art.
Dans un mode de réalisation préféré, les vecteurs d'expression eucaryotes qui
fonctionnent dans les cellules eucaryotes sont utilisés. Des exemples de tels vecteurs
comprennent les vecteurs viraux tels que les rétrovirus, adénovirus, virus de l'herpes,
virus de la vaccine, virus de la variole, le poliovirus, lentivirus, les vecteurs d'expression
bactériens ou des plasmides tels que pcDNAS. Les lignées cellulaires eucaryotes
préférées comprennent les cellules COS, les cellules CHO, les cellules HEK, les cellules
BHK, les cellules PerC6, les cellules Hela, les cellules NIH/3T3, 293 (ATCC #
CRL1573), des cellules T2, les cellules dendritiques ou les monocytes.

La protéine selon I’invention peut €tre produite dans le lait d’animaux transgéniques.
Dans ce cas, selon un premier aspect, I’expression d’une séquence d’ADN contenant un
geéne codant pour la protéine selon I’invention est contrdlée par un promoteur de caséine
de mammifere ou un promoteur de lactosérum de mammifere, ledit promoteur ne
controlant pas naturellement la transcription dudit gene, et la séquence d’ADN
contenant en outre une séquence de sécrétion de la protéine. La séquence de sécrétion
comprend un signal de sécrétion interposé entre le géne et le promoteur.

L’animal transgénique utilisé est capable non seulement de produire la protéine désirée,
mais également de transmettre cette capacité a sa descendance. La sécrétion de la
protéine dans le lait facilite la purification et évite I'utilisation de produits sanguins.

L’animal peut ainsi €tre choisi parmi la chevre, la lapine, la brebis ou la vache.
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La protéine selon l'invention peut étre utilisée en tant que médicament. Par conséquent,
la protéine selon l'invention peut étre introduite dans une composition pharmaceutique.
En particulier, la protéine selon l'invention peut €tre utilisée pour le traitement des

troubles de la coagulation, notamment des troubles hémorragiques.

La composition pharmaceutique de 1'invention peut €tre combinée avec des excipients
pharmaceutiquement acceptables, et éventuellement des matrices a libération prolongée,
comme des polymeres biodégradables, pour former une composition thérapeutique.

La composition pharmaceutique de la présente invention peut €tre administrée par voie
orale, sublinguale, sous-cutanée, intramusculaire, intraveineuse, intra-artérielle,
intrathécale, intra-oculaire, intra-cérébrale, transdermique, locale ou rectale. Le principe
actif, seul ou en association avec un autre principe actif, peut alors €tre administré sous
forme unitaire d'administration, en mélange avec des supports pharmaceutiques
classiques. Des formes unitaires d'administration comprennent les formes par voie orale
telles que les comprimés, les gélules, les poudres, les granules et les solutions ou
suspensions orales, les formes d'administration sublinguale et buccale, les aérosols, les
implants sous-cutanés, transdermique, topique, intrapéritonéale, intramusculaire,
intraveineuse, sous-cutanée, intrathécale, les formes d'administration par voie
intranasale et les formes d'administration rectale.

De  préférence, la composition pharmaceutique contient un  véhicule
pharmaceutiquement acceptable pour une formulation susceptible d'€tre injectée. Il peut
s'agir en particulier de formules isotoniques, stériles, de solutions salines (avec
phosphate monosodique ou disodique, chlorure de sodium, de potassium, de calcium ou
de magnésium et analogues, ou des mélanges de tels sels), ou de compositions
lyophilisées, qui, lors de I'addition d'eau stérilisée ou de sérum physiologique selon les
cas, permettent la constitution de solutés injectables.

Les formes pharmaceutiques appropriées pour une utilisation injectable comprennent
des solutions aqueuses stériles ou des dispersions, des formulations huileuses, y compris
I'huile de sésame, l'huile d'arachide, et des poudres stériles pour la préparation
extemporanée de solutions injectables stériles ou de dispersions. Dans tous les cas, la
forme doit étre stérile et doit étre fluide dans la mesure ou elle doit €tre injectée par

seringue. Elle doit étre stable dans les conditions de fabrication et de stockage et doit
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étre préservée contre l'action contaminante de micro-organismes, comme les bactéries et
les champignons.

Les dispersions selon l’invention peuvent étre préparées dans du glycérol, des
polyéthyleneglycols liquides ou leurs mélanges, ou dans des huiles. Dans des conditions
normales de stockage et d'utilisation, ces préparations contiennent un conservateur pour
empécher la croissance des micro-organismes.

Le véhicule pharmaceutiquement acceptable peut étre un solvant ou milieu de
dispersion contenant, par exemple, 1'eau, 1'éthanol, un polyol (par exemple, la glycérine,
le propylene glycol, le polyéthylene glycol, et analogues), des mélanges appropriés de
ceux-ci, et/ou les huiles végétales. La fluidit€ convenable peut €tre maintenue, par
exemple, par l'utilisation d'un tensioactif, tel que la lécithine. La prévention de l'action
de micro-organismes peut €tre provoquée par divers agents antibactériens et
antifongiques, par exemple, des parabenes, le chlorobutanol, le phénol, I'acide sorbique
ou encore le thimérosal. Dans de nombreux cas, il sera préférable d'inclure des agents
isotoniques, par exemple, des sucres ou du chlorure de sodium. L'absorption prolongée
des compositions injectables peut étre provoquée par l'utilisation dans les compositions
d'agents retardant 1'absorption, par exemple, le monostéarate d'aluminium ou la gélatine.
Les solutions injectables stériles sont préparées en incorporant les substances actives en
quantité requise dans le solvant approprié avec plusieurs des autres ingrédients
énumérés ci-dessus, le cas échéant, suivie d'une stérilisation par filtration. En régle
générale, les dispersions sont préparées en incorporant les divers ingrédients actifs
stérilisés dans un véhicule stérile qui contient le milieu de dispersion basique et les
autres ingrédients requis parmi ceux énumérés ci-dessus. Dans le cas de poudres stériles
pour la préparation de solutions injectables stériles, les procédés de préparation préférés
sont le séchage sous vide et la lyophilisation. Lors de la formulation, les solutions seront
administrées d'une maniere compatible avec la formulation posologique et en une
quantité thérapeutiquement efficace. Les formulations sont facilement administrées dans
une variété de formes galéniques, telles que les solutions injectables décrites ci-dessus,
mais les capsules de libération de médicament et similaires peuvent également étre
utilisés. Pour l'administration parentérale dans une solution aqueuse par exemple, la
solution doit €tre convenablement tamponnée et le diluant liquide rendu isotonique avec

suffisamment de solution saline ou de glucose. Ces solutions aqueuses particulieres
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conviennent particulierement pour une administration intraveineuse, intramusculaire,
sous-cutanée et intrapéritonéale. A cet égard, les milieux aqueux stériles qui peuvent
étre utilisés sont connus de I'homme de 1'art. Par exemple, une dose peut €tre dissoute
dans 1 ml de solution de NaCl isotonique puis ajoutée a 1000 ml de liquide approprié,
ou injectée sur le site proposé de la perfusion. Certaines variations de posologie devront

nécessairement se produire en fonction de 1'état du sujet traité.

La composition pharmaceutique de l'invention peut étre formulée dans un mélange
thérapeutique comprenant environ 0.0001 a 1.0 milligrammes, soit environ 0.001 a 0.1
milligrammes, soit environ de 0.1 a 1.0 milligrammes, voire environ 10 milligrammes
par dose ou plus. Des doses multiples peuvent également étre administrées. Le niveau
de dose thérapeutiquement efficace spécifique pour un patient particulier dépendra
d'une variété de facteurs, y compris le trouble qui est traité et la gravité de la maladie,
l'activité du composé spécifique employé, la composition spécifique utilisée, 1'age, le
poids corporel, la santé générale, le sexe et le régime alimentaire du patient, le moment
de l'administration, la voie d'administration, le taux d'excrétion du composé spécifique

utilisé, la durée du traitement, ou encore les médicaments utilisés en parallele.

Les exemples suivants sont donnés en vue d'illustrer divers modes de réalisation de

l'invention.

Légende des figures

Figure 1 : Structure du facteur X natif humain.

Figure 2 : Stratégies de développement des mutants.
La famille 1 englobe les mutants comprenant les mutations A ou A’.
La famille 2 regroupe les mutants comprenant la mutation B.

La famille 3 regroupe les mutants comprenant la mutation C ou C’.

Figure 3 : Niveau d’expression des facteurs variants produits dans CHO.
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Les 3 familles de FX ont été exprimées suite a une transfection dans CHO. Les
surnageants a jour 7 ont ét€ analysés en triplicat avec le kit Zymutest FX (Hyphen). Les
concentrations (ug/ml) sont indiquées en ordonnées. Les déviations standards sont
indiquées au-dessus des histogrammes. Famille 1, barre grise ; famille 2, barre noire ;

famille 3, barre blanche.

Figure 4 : Niveau d’expression des facteurs X et variants produits dans HEK.

Les 3 familles de FX ont été exprimées suite a une transfection dans HEK293S. Les
surnageants a jour 7 ont ét€ analysés en triplicat avec le kit Zymutest FX (Hyphen). Les
concentrations (ug/ml) sont indiquées en ordonnées. Les déviations standards sont
indiquées au-dessus des histogrammes. Famille 1, barre grise ; famille 2, barre noire ;

famille 3, barre blanche.

Figure 5 : Activité chronométrique des facteurs X et variants produits dans CHO
dans du plasma déficient en facteur X.

Les 3 familles de FX ont été exprimées suite a une transfection dans CHO-S. Les
surnageants a jour 7 ont été analysé€s au moins en duplicat par un test TP sur automate
STAR (Stago). Les temps de coagulation ont permis de calculer une activité spécifique
(en s/(ug/ml)) puis ont été transformés en pourcentage de 1’activité du facteur X
recombinant sauvage. Ces valeurs sont présentées en ordonnées. Les déviations
standards sont indiquées au-dessus des histogrammes. Famille 1, barre grise ; famille 2,

barre noire ; famille 3, barre blanche.* FX-Kal2 famille 3, non fait.

Figure 6 : Activité des facteurs X variants de la famille 1 produits dans CHO
apres activation par la fraction RVV-X.

Les FX variants de la famille 1 ont été exprimés suite a une transfection dans CHO-S.
Les surnageants a jour 7 ont été incubés a deux concentrations de FX (au moins en

duplicat) en présence de la fraction RVV-X du venin de la vipere de Russell.

[~V

L’apparition de FXa a ét€ mesurée en suivant I’hydrolyse du substrat pNAPEP 1025
405 nM. Les vitesses initiales de transformation (mUDO/min/nM) ont été comparées a

celle du FX-WT, fixée a 100%. La moyenne des valeurs a deux concentrations est
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établie et présentée en ordonnées. Les déviations standards sont indiquées au-dessus des

histogrammes.

Figure 7 : Thrombinogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de ses variants
de la famille 2 dans un pool de plasma déficient en facteur VIII suite a I’activation
par du facteur tissulaire (1 pM).

- en abscisses : le temps (en minutes)

- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en

nM)

L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FVIII par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé
par 1 U/ml ou 0.1 U/ml FVII sont représentées par les symboles B et [
respectivement. Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont
les suivants : FX-WT (#), FX- control+ (<), FX-IIa (A), FX-PAR1 (A), FX-PARIM
(X en trait plein), FX-FIXal (), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-Kall ( ),
FX-Kal2 ( ) et FX-Kal3 (trait plein sans symbole). Le facteur X ou ses variants ont été
utilisés a 5 pg/ml sauf pour les FX-Kal2 et 3 qui pour des raisons techniques ont été

utilisés a 3.5 et 1.65 ug/ml respectivement.

Figure 8 : Thrombinogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de ses variants
de la famille 2 dans un pool de plasma déficient en facteur VIII suite a I’activation
par de la céphaline.

- en abscisses : le temps (en minutes)

- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en

nM)

L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FVIII par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé
par 1 U/ml ou 0.1 U/ml de FVIII sont représentées par les symboles B et []
respectivement. Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont
les suivants : FX-WT (#), FX- control+ (<), FX-IIa (A), FX-PAR1 (A), FX-PARIM
(X en trait plein), FX-FIXal (), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-Kall ( ),
FX-Kal2 ( ) et FX-Kal3 (trait plein sans symbole). Le facteur X ou ses variants ont été
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utilisés a 5 pg/ml sauf pour les FX-Kal2 et 3 qui pour des raisons techniques ont été

utilisés a 3.5 et 1.65 ug/ml respectivement.

Figure 9 : Vélocités des thrombogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de
ses variants de la famille 2 dans un pool de plasma déficient en facteur VIII, suite
a I’activation par du facteur tissulaire ou de la céphaline.

Les valeurs des vélocités (en nM/min de thrombine générée) issues des figures 7 et 8
sont présentées. A noter que les FX-Kal2 et 3 (*) ont été utilisés a 3,5 et 1,65 pg/ml
respectivement au lieu de 5 ug/ml pour les autres FX et variants. Barres blanches,
valeurs obtenues par une activation au facteur tissulaire (1 pM); Barres noires valeurs

obtenues par une activation a la céphaline.

Figure 10 : Thrombinogrammes obtenus a partir de ’ajout de FX ou de ses
variants de la famille 2 dans un pool de plasma déficient en facteur IX suite a
I’activation par du facteur tissulaire (1 pM).

- en abscisses : le temps (en minutes)

- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en

nM)

L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FVIII par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé
par 1 U/ml ou 0.1 U/ml de FVIII sont représentées par les symboles B et []
respectivement. Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont
les suivants : FX-WT (#), FX- control+ (<), FX-IIa (A), FX-PAR1 (A), FX-PARIM
(X en trait plein), FX-FIXal (), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-Kall ( ),
FX-Kal2 ( ) et FX-Kal3 (trait plein sans symbole). ). Le facteur X ou ses variants ont
été utilisés a 5 pg/ml sauf pour les FX-Kal2 et 3 qui pour des raisons techniques ont été

utilisés a 3.5 et 1.65 ug/ml respectivement.

Figure 11: Thrombinogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de ses
variants de la famille 2 dans un pool de plasma déficient en facteur IX suite a
P’activation par de la céphaline.

- en abscisses : le temps (en minutes)
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- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en
nM)

L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FVIII par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé en
FVIII 1 U/ml ou 0.1 U/ml sont représentées par les symboles B et L] respectivement.
Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont les suivants : FX-
WT (#), FX- control+ (), FX-Ila (A), FX-PARI1 (A), FX-PARIM (X en trait plein),
FX-FIXal (>k), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-Kall ( ), FX-Kal2 ( ) et
FX-Kal3 (trait plein sans symbole). Le facteur X ou ses variants ont été utilisés a 5
ug/ml sauf pour les FX-Kal2 et 3 qui pour des raisons techniques ont été utilisés a 3.5 et

1.65 pg/ml respectivement.

Figure 12 : Vélocités des thrombogrammes obtenus a partir de ’ajout de FX ou de
ses variants de la famille 2 dans un pool de plasma déficient en facteur IX, suite a
P’activation par du facteur tissulaire (1 pM) ou de la céphaline.

Les valeurs des vélocités (en nM/min de thrombine générée) issues des figures 10 et 11
sont présentées. A noter que les FX-Kal2 et 3 (*) ont été utilisés a 3,5 et 1,65 pg/ml
respectivement au lieu de 5 ug/ml pour les autres FX et variants. Les résultats sont
présentés en échelle logarithmique. Pour plus de lisibilité, les valeurs inférieures a 1
nM/min de thrombine générée ne sont pas représentées (+). Barres blanches, valeurs
obtenues par une activation au facteur tissulaire (1 pM); Barres noires valeurs obtenues

par une activation a la céphaline.

Figure 13: Activation par la thrombine du FX-WT et de variants de la famille 2.

L’activation du FX-WT et certains de ses variants de la famille 2 a été réalisée en
présence de thrombine (10 nM) en tampon Hepes contenant du substrat Pefachrome
FXa 8595. L’apparition du paranitroannilide libéré par le FXa généré a été€ suivie a 405
nm au cours du temps. Du facteur X activé, a différentes concentrations, a été utilisé en

contrdle positif.
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Figure 14 : Thrombinogrammes obtenus a partir de ’ajout de FX ou de ses
variants de la famille 1 dans un pool de plasma déficient en facteur VIII suite a
I’activation par le facteur tissulaire

- en abscisses : le temps (en minutes)

- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en

nM)

L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FVIII par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé
par 1 U/ml ou 0.1 U/ml de FVIII sont représentées par les symboles B et []
respectivement. Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont
les suivants : FX-WT (#), FX- control+ (<), FX-IIa (A), FX-PAR1 (A), FX-PARIM
(X en trait plein), FX-FIXal (), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-Kall ( ),
FX-Kal2 ( ) et FX-Kal3 (trait plein sans symbole). Le facteur X ou ses variants ont été
utilisés a 7,5 pg/ml sauf pour FX-Kal3 qui pour des raisons techniques a été utilisé a

1.65 pg/ml.

Figure 15: Thrombinogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de ses
variants de la famille 1 dans un pool de plasma déficient en facteur VIII suite a
Pactivation par de la céphaline

- en abscisses : le temps (en minutes)

- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en

nM)

L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FVIII par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé
par 1 U/ml ou 0.1 U/ml de FVIII sont représentées par les symboles B et []
respectivement. Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont
les suivants : FX-WT (#), FX- control+ (<), FX-IIa (A), FX-PAR1 (A), FX-PARIM
(X en trait plein), FX-FIXal (), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-Kall ( ),
FX-Kal2 ( ) et FX-Kal3 (trait plein sans symbole). Le facteur X ou ses variants ont été
utilisés a 7,5 pg/ml sauf pour FX-Kal3 qui pour des raisons techniques a été utilisé a

1.65 pg/ml.
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Figure 16 : Vélocités des thrombogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de
ses variants de la famille 1 dans un pool de plasma déficient en facteur VIII, suite
a P’activation par du facteur tissulaire (1 pM) ou de la céphaline

Les valeurs des vélocités (en nM/min de thrombine générée) issues des figures14 et 15
sont présentées. A noter que le FX-Kal3 (*) a été utilisé a 1,65 pg/ml au lieu de 7.5
ung/ml pour les autres FX et variants. La valeur du FX-WT est la moyenne des deux
expériences. Pour plus de lisibilité, les valeurs inférieures a 1 nM/min de thrombine
générée ne sont pas représentées (+). Barres blanches, valeurs obtenues par une
activation au facteur tissulaire (1 pM); Barres noires, valeurs obtenues par une

activation a la céphaline.

Figure 17 : Thrombinogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de ses
variants de la famille 1 dans un pool de plasma déficient en facteur IX suite a
P’activation par le facteur tissulaire

- en abscisses : le temps (en minutes)

- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en

nM)

L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FIX par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé par
1 U/ml ou 0.1 U/ml de FIX sont représentées par les symboles B et L respectivement.
Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont les suivants : FX-
WT (#), FX- control+ (), FX-Ila (A), FX-PARI1 (A), FX-PARIM (X en trait plein),
FX-FIXal (>k), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-Kall ( ), FX-Kal2 ( ) et
FX-Kal3 (trait plein sans symbole). Le facteur X ou ses variants ont été utilisés a 7,5

ug/ml sauf pour FX-Kal3 qui pour des raisons techniques a été utilisé a 1.65 ng/ml.

Figure 18: Thrombinogrammes obtenus a partir de P’ajout de FX ou de ses
variants de la famille 1 dans un pool de plasma déficient en facteur IX suite a
P’activation par de la céphaline

- en abscisses : le temps (en minutes)

- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en

nM)
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L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FIX par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé par
1 U/ml ou 0.1 U/ml de FIX sont représentées par les symboles B et L respectivement.
Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont les suivants : FX-
WT (#), FX- control+ (), FX-Ila (A), FX-PARI1 (A), FX-PARIM (X en trait plein),
FX-FIXal (>k), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-Kall ( ), FX-Kal2 ( ) et
FX-Kal3 (trait plein sans symbole). Le facteur X ou ses variants ont été utilisés a 7,5

ug/ml sauf pour FX-Kal3 qui pour des raisons techniques a été utilisé a 1.65 ng/ml.

Figure 19 : Vélocités des thrombogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de
ses variants de la famille 1 dans un pool de plasma déficient en facteur IX, suite a
P’activation par du facteur tissulaire (1 pM) ou de la céphaline

Les valeurs des vélocités (en nM/min de thrombine générée) issues des figures 17 et 18
sont présentées. A noter que le FX-Kal3 (*) a été utilisé a 1,65 pg/ml au lieu de 7.5
ug/ml pour les autres FX et variants. La valeur du FX-WT est la moyenne des deux
expériences. Pour plus de lisibilité, les valeurs inférieures a 1 nM/min de thrombine
générée ne sont pas représentées (+). Barres blanches, valeurs obtenues par une
activation au facteur tissulaire (1 pM); Barres noires valeurs obtenues par une

activation a la céphaline.

Figure 20 : Thrombinogrammes obtenus a partir de ’ajout de FX ou de ses
variants de la famille 3 dans un pool de plasma déficient en facteur VIII suite a
I’activation par le facteur tissulaire

- en abscisses : le temps (en minutes)

- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en

nM)

L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FVIII par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé
par 1 U/ml ou 0.1 U/ml de FVIII sont représentées par les symboles B et []
respectivement. Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont
les suivants : FX-WT (® et ---), FX- control+ (<), FX-Ila (A), FX-PAR1 (A), FX-
PARIM (X en trait plein), FX-FIXal (><), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-
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Kall ( ), FX-Kal2 ( ) et FX-Kal3 (trait plein sans symbole). Le facteur X ou ses
variants ont été utilisés a 7,5 pg/ml sauf pour FX-Kal3 qui pour des raisons techniques a

été utilisé a 1.65 pg/ml.

Figure 21 : Thrombinogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de ses
variants de la famille 3 dans un pool de plasma déficient en facteur VIII suite a
Pactivation par de la céphaline

- en abscisses : le temps (en minutes)

- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en

nM)

L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FVIII par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé
par 1 U/ml ou 0.1 U/ml de FVIII sont représentées par les symboles B et []
respectivement. Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont
les suivants : FX-WT (# et ---), FX- control+ (<), FX-Ila (A), FX-PAR1 (A), FX-
PARIM (X en trait plein), FX-FIXal (><), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-
Kall ( ), FX-Kal2 ( ) et FX-Kal3 (trait plein sans symbole). Le facteur X ou ses
variants ont été utilisés a 7,5 pg/ml sauf pour FX-Kal3 qui pour des raisons techniques a

été utilisé a 1.65 pg/ml.

Figure 22 : Vélocités des thrombogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de
ses variants de la famille 3 dans un pool de plasma déficient en facteur VIII, suite
a P’activation par du facteur tissulaire (1 pM) ou de la céphaline

Les valeurs des vélocités (en nM/min de thrombine générée) issues des figures 20 et 21
sont présentées. A noter que le FX-Kal3 (*) a été utilisé a 1,65 pg/ml au lieu de 7.5
ug/ml pour les autres FX et variants. La valeur du FX-WT est la moyenne des deux
expériences. Barres blanches, valeurs obtenues par une activation au facteur tissulaire (1

pM); Barres noires, valeurs obtenues par une activation a la céphaline.

Figure 23 : Thrombinogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de ses
variants de la famille 3 dans un pool de plasma déficient en facteur IX suite a

I’activation par le facteur tissulaire



WO 2014/118481 PCT/FR2014/050191

10

15

20

25

30

25

- en abscisses : le temps (en minutes)
- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en
nM)

L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FIX par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé par
1 U/ml ou 0.1 U/ml de FIX sont représentées par les symboles B et L respectivement.
Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont les suivants : FX-
WT (#), FX- control+ (), FX-Ila (A), FX-PARI1 (A), FX-PARIM (X en trait plein),
FX-FIXal (>k), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-Kall ( ), FX-Kal2 ( ) et
FX-Kal3 (trait plein sans symbole). Le facteur X ou ses variants ont été utilisés a 7,5

ng/ml sauf pour FX-Kal3 qui pour des raisons techniques a été utilisé a 1.65 pg/ml.

Figure 24 : Thrombinogrammes obtenus a partir de I’ajout de FX ou de ses
variants de la famille 3 dans un pool de plasma déficient en facteur IX suite a
P’activation par de la céphaline

- en abscisses : le temps (en minutes)

- en ordonnées : la concentration maximale de thrombine observée (en

nM)

L’échantillon de pool de plasma normal est représenté par la courbe noire (@) et celui
déficient en FIX par (O). Les courbes correspondant au plasma déficient surchargé par
1 U/ml ou 0.1 U/ml de FIX sont représentées par les symboles B et [] respectivement.
Les symboles représentant les FX de type sauvage et les variants sont les suivants : FX-
WT (#), FX- control+ (), FX-Ila (A), FX-PARI1 (A), FX-PARIM (X en trait plein),
FX-FIXal (>k), FX-FIXa2 (X avec courbe pointillée), FX-Kall ( ), FX-Kal2 ( ) et
FX-Kal3 (trait plein sans symbole). Le facteur X ou ses variants ont été utilisés a 7,5

ng/ml sauf pour FX-Kal3 qui pour des raisons techniques a été utilisé a 1.65 pg/ml.

Figure 25 : Vélocités des thrombogrammes obtenus a partir de ’ajout de FX ou de
ses variants de la famille 3 dans un pool de plasma déficient en facteur IX, suite a
P’activation par du facteur tissulaire (1 pM) ou de la céphaline

Les valeurs des vélocités (en nM/min de thrombine générée) issues des figures 23 et 24

sont présentées. A noter que le FX-Kal3 (*) a été utilisé a 1,65 pg/ml au lieu de 7.5
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ung/ml pour les autres FX et variants. La valeur du FX-WT est la moyenne des deux
expériences. Barres blanches, valeurs obtenues par une activation au facteur

tissulaire (1 pM); Barres noires, valeurs obtenues par une activation a la céphaline.

Exemples

Exemple 1 : Génération des ADN complémentaires des variants de facteurs X

1- Généralités
Les séquences nucléotidiques et protéiques des différentes constructions sont fournies
dans le listage de séquences, et sont résumées dans le tableau de la description. La
molécule de FX sauvage est appelée FX-WT (SEQ ID NO :7), elle correspond a un FX
humain dont la séquence nucléotidique a été optimisée. Cette molécule servira de
contrdle pour les trois familles de molécules mutées.
Les molécules mutées sont nommées en fonction du site de clivage placé en amont de
la chaine lourde. Le FX-control+ correspond au site de reconnaissance de la thrombine
sur le fibrinogene, ou fibrinopeptide A. Les molécules mutées selon I’invention se
nomment respectivement FX-Ila (site consensus de clivage a la thrombine), FX-PAR1
(site modifié de clivage de la thrombine sur le récepteur PAR1), FX-PARIM (site
modifié de clivage de la thrombine sur le récepteur PARI sans site de glycosylation),
FX-FXIal (site de clivage 1 du FXIa sur le FIX), FX-FXIa2 (site de clivage 2 du FXIa
sur le FIX), FX-Kall (site de clivage 1 de la Kallikreine sur le FXII), FX-Kal2 (site de
clivage 2 de la Kallikreine sur le FXII) et FX-Kal3 (site de clivage 3 de la Kallikreine
sur le FXII).
Comme montré en Figure 2, chacun de ces sites est présent dans un environnement
différent (famille), a savoir :
- soit dans la famille 1 qui consiste en la substitution de 6 ou 10 acides aminés en amont
du site de clivage du peptide d’activation (mutation A ou A’) ;
- soit dans la famille 2 qui consiste en I’insertion des mémes séquences en amont du site

de clivage du peptide d’activation (mutation B) ; ou
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- soit dans la famille 3 qui consiste en ’insertion de ces séquences en amont du site de
clivage du peptide d’activation, couplée a la délétion d’une partie du peptide
d’activation (mutation C ou C’).

Ainsi, les protéines de séquence SEQ ID NO : 9 a 16 correspondent a la séquence SEQ
ID NO :7, dans laquelle une mutation A ou A’ a été insérée. Ces protéines appartiennent
donc a la famille 1.

Les protéines de séquence SEQ ID NO : 18 a 25 correspondent a la séquence SEQ ID
NO :7, dans laquelle une mutation B a été insérée. Ces protéines appartiennent donc a la
famille 2.

Enfin, les protéines de séquence SEQ ID NO : 27 a 34 correspondent a la séquence SEQ
ID NO :7, dans laquelle une mutation C ou C’ a été insérée. Ces protéines appartiennent
donc a la famille 3.

Les séquences SEQ ID NO :8, 17 et 26 correspondent a un FX-control+, et sont des

comparatifs.

2- Protocole expérimental
Les séquences spécifiques a chaque variant sont introduites par PCR d’assemblage ou
Infusion, a I’aide d’amorces judicieusement congues pour permettre 1’insertion et/ou la
délétion de séquences nucléotidiques, au sein d’une séquence nucléotidique synthétique

codant le FX optimisée pour une expression dans Homo sapiens (SEQ ID NO :35).

2.1. Préparation du vecteur pCEP4-FXWT4HS-gs codant le FX humain
Le vecteur de clonage pUCS7 contenant le géne synthétique optimisé pour une

expression chez Homo sapiens et préparé par Genescript est digéré comme le vecteur
d’expression pCEP4 (Life Technologies) par les enzymes BamHI et HindIIl. L’insert
correspondant au géne du FX (FXWT4HSgs) et le vecteur digéré pCEP4 sont purifiés
par Nucleospin extract II (Clonetech Laboratories) avant d’étre ligués ensemble par la
T4 ligase. Le produit de ligation est utilisé pour transformer des bactéries Top10 (Life
Technologies). La présence de I’insert dans les colonies bactériennes est déterminée par
digestion du plasmide par les enzymes BamHI et HindIIl et passage du produit de
digestion sur gel d’agarose pour y détecter une bande de 1519 pb. L’ ADNc est vérifié
par séquencage en utilisant les amorces CM Vsl (5’-GGGACTTTCCTACTTGGCAGT-
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3" SEQ ID NO :36) et SV40-3'UTR (5’-TTCACTGCATTCTAGTTGTGGT-3" SEQ ID
NO :37).

2.2- Préparation du vecteur OptiCHO FXWT4HS codant le FX humain
Pour une expression optimale des variants, ces derniers ainsi que la molécule sauvage

sont préparés dans le vecteur OptiCHO.
A partir du vecteur pCEP4-FXWT4HS-gs, I’ADNc de la séquence FXWT4HS est
amplifié par PCR (kapa Hifi ; Biosystem) avec les amorces 5’FXWT et 3’FX-Swal.

Le produit de PCR de 1551 pb est purifié par Nucleospin extract avant d’€tre digéré par
les enzymes Nhel et Swal, tout comme le vecteur de destination OptiCHO. IIs sont a
nouveau purifiés sur Nucleospin extract apres digestion.

L’insert et le vecteur sont ligués ensemble par la T4 ligase avant que le produit de
ligation ne soit intégré dans des bactéries compétentes Topl0. Apres amplification
bactérienne en présence d’ampicilline, des colonies bactériennes sont prélevées sur
boite de Pétri et criblées par PCR pour la recherche d’un amplicon de 296 pb avec les
amorces S’efla et 3FX, signe de la présence de I'insert codant le FX dans le vecteur
OptiCHO. Le criblage par PCR est complété d’un criblage des vecteurs purifiés par
digestion enzymatique par les enzymes Nhe I et Swal pour rechercher sur gel d’agarose
un fragment de 1538 pb. Le vecteur OptiCHO-FXWT4HS est séquencé avec les

amorces :

S’efla: 5’-GTGGAGACTGAAGTTAGGCCAG-3’ (SEQ ID NO :38)
- 3FX: 5-CTTCATTTCCTCCAGGAAAGAGTTGGC-3’ (SEQ ID NO :39)
2BGHPA : 5’-CAGATGGCTGGCAACTAGAA-3’ (SEQ ID NO :40)

2.3. Préparation des variants de la famille 1
La préparation des inserts codant les ADNc des variants de la famille 1 est effectuée

selon le tableau 1 a I’aide de PCR d’assemblage et ligation ou par la technique Infusion
utilisant les amorces listées dans le tableau 2. La matrice utilisée pour les PCR1 et 2 est
le vecteur OptiCHO-FXWT4HS. Les produits de PCR sont traités a la Dpnl pour

digérer I’ADN parental. Les amplicons d’intérét sont purifi€s par Nucléospin extract.

Pour les molécules OptiCHO-FX WTFI1D, OptiCHO-FX WTFIG et OptiCHO-FX

WTF1I, les amplicons purifiés des PCR 1 et 2 ont été utilisés comme matrice et



WO 2014/118481

PCT/FR2014/050191
29

assemblés par PCR d’assemblage selon le tableau 1. Les amplicons des PCR3 purifiés

ainsi que le vecteur digéré par Nhel et Swal, sont assemblés par ligation a la T4 ligase.

Tableau 1
PCR1 PCR2 PCR 3 d’assemblage
apres digestion des PCR1
et2
variant amorces Taille amorces Taille amorces Taille
amplicon amplicon amplicon
FXWT4HS | 5’EXWT+3’FX1d 720 3FX1d+3’FX 842 3’FX 1551
F1D Swal WT+3 Fx
Swal
FXWT4HS | SFXWT+3'FXlg 716 5’FX1g+3’FX 841 3’FX 1551
F1G Swal WT+3 Fx
Swal
FXWT4HS | 5FXWT+3FX1i 716 5’FX1i+3’FX 838 3’FX 1551
F1I Swal WT+3 Fx
Swal
Tableau 2
amorces | SEQID NO: séquences
3FXla 41 5-TCCTTCTGCCAGGAAGTCCTGTGTCTGGTTGAAGTCCAGCAGGTCA-3’
42 5-
3'FX1b TCAGGCCCTCGGCCAGGAAGTCCTGTGTCTGGTTGAAGTCCAGCAGGTCA
_3’
3FXle 43 3 -TGGCGTTGGTGGCCTTCTGTGTCTGGTTGAAGTCCAGCAGGTCAA-3’
3FX1d 44 5-AGGGTGGCCTGGGTGGCCTTCTGTGTCTGGTTGAAGTCCAGCAGGTCA-
3’
3FXle 45 5-TGGTCAGCTTGCTGGTGCCTCTTTCAGGCTGTGTCTGGTTGA-3’
3FX1f 46 3 -TGGTGAAGTCGTTGAAGCCTCTTTCAGGCTGTGTCTGGTTGAAG-3’
3'FXlg 47 5-TGGTCATGCTGCTCAGGCCTCTTTCAGGCTGTGTCTGGTTGAAGT-3’
3'FX1h 48 5-TGGTCAGGCTGGGAGGGCCTCTTTCAGGCTGTGTCTGGTTGAAG-3’
3'FX1i 49 5-TCTGGCCGCAGGACAGGCCTCTTTCAGGCTGTGTCTGGTTGAAG-3’
50 5-
3FX-2a CTCCTTCTGCCAGGAAGTCCCTAGTCAGATTGTTATCGCCTCTTTCAGGC-
3’
3FX-2b 51 5-
GTCAGGCCCTCGGCCAGGAAGTCCCTAGTCAGATTGTTATCGCCTCTTTCA
GGC-3’
3FX-2¢ 52 5-
AGGGTGGCGTTGGTGGCCTTCCTAGTCAGATTGTTATCGCCTCTTTCAGGC
_3’
3FX-2d 53 5-
AGGGTGGCCTGGGTGGCCTTCCTAGTCAGATTGTTATCGCCTCTTTCAGGC
_3’
3FX-2e 54 5-TCAGCTTGCTGGTCCTAGTCAGATTGTTATCGCCTCTTTCAGGC-3’
3FEX-2f 55 5-GGTGAAGTCGTTGAACCTAGTCAGATTGTTATCGCCTCTTTCAGGC-3’
3FX-2¢g 56 5-ATGCTGCTCAGCCTAGTCAGATTGTTATCGCCTCTTTCAGGC-3’
3FX-2h 57 5’-GTCAGGCTGGGAGGCCTAGTCAGATTGTTATCGCCTCTTTCAGGC-3’
3FX-2i 58 5-TCTGGCCGCAGGACAGCCTAGTCAGATTGTTATCGCCTCTTTCAGGC-3’
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SFXla 59 5 -GCAGAAGGAGGAGGAGTGAGGATCGTGGGAGGACAGGAGTGCA-3’
STFX1b 60 5-AGGGCCTGACCCCTAGGATCGTGGGAGGACAGGAGTGCAAGGA-3’
3 5
STFX Icbis AGGCCACCAACGCCACCCTGTCCCCTAGGATCGTGGGAGGACAGGAGTG
CAAGGA-3’
STFX1d 62 5 -CAGGCCACCCTGAGCCCTAGGATCGTGGGAGGACAGGAGTGCAAG-3’
SFXle 63 5-ACCAGCAAGCTGACCAGGATCGTGGGAGGACAGGAGTGCAAGGA-3’
SEX1f 64 5 -CAACGACTTCACCAGGATCGTGGGAGGACAGGAGTGCAAGGA-3’
SFX1g 65 5 TGAGCAGCATGACCAGGATCGTGGGAGGACAGGAGTGCAAGGA-3’
SFX1h 66 5 -CCTCCCAGCCTGACCAGGATCGTGGGAGGACAGGAGTGCAAGGA-3’
SEX1i 67 5 TGTCCTGCGGCCAGAGGATCGTGGGAGGACAGGAGTGCAAGGA -3’
3 f;‘;"“ 68 5 -TCTTCCATTTCAGCTAGCAAGCTTGCCGCCAC-3’
3f“5;(°“F 69 5 -AGCTCTAGACAATTGATTTAAATGGATCCTCACTTGCCGTC-3’
STXWT 70 5"-ACCAGCTGCTAGCAAGCTTGCCG-3'
3521(1 71 5-GAAACTATTTAAATGGATCCTCACTTGCCGTCAATCAGC-3’
3EXE3 72 5 -CCAGGTAATGCTATCAGCCACTGACCTITTGCGCCTCTC-3”
SEXE3 73 5 TCAGTGGCTGATAGCATTACCTGGAAACCTTATGACGC-3’
3EXF3bis 74 5" - GCTAGTTGCCTGAGCCACTGACCTTTTG-3
SEXI3bis 75 5 -GCTCAGGCAACTAGCGATAGCATTACCTGGAAACCTTATGACGC-3’
Sefla 38 5 -GTGGAGACTGAAGTTAGGCCAG-3’
3FX 39 5-CTTCATTTCCTCCAGGAAAGAGTTGGC-3’
2BGHPA 40 5’-CAGATGGCTGGCAACTAGAA-3’

Pour les molécules OptiCHO-FX WTFla, OptiCHO-FX WTF1b, OptiCHO-FX
WTFlc, OptiCHO-FX WTFle, OptiCHO-FX WTFI1f, et OptiCHO-FX WTFIh, les

amplicons purifiés des PCR 1 et 2 ont été¢ générés par PCR selon les conditions du

tableau 3. Les amplicons purifiés des PCR 1 et 2 sont assemblés par Infusion avec le

vecteur préalablement digéré par Nhel et Swal et purifié par nucleospin Extract.

Tableau 3 :
PCR1 PCR2
variant amorces Taille amorces Taille
amplicon amplicon

FX4hsFla 5’fusionFX + 718 5’FX1A + 3fusionFX 842
3’FXla

FX4hsFlb | 5’fusionFX3’F + 722 5’FX1b + 3fusionFX 838

X1b

FX4hsFlc 5’fusionFX + 718 5’FX1cbis + 859
3IFXlc 3fusionFX

FX4hsFle 5’fusionFX + 714 5’FX1e + 3fusionFX 839
3’FXle

FX4hsF1f 5’fusionFX + 716 5’FX1f + 3fusionFX 814
3FX1f

FX4hsF1h 5’fusionFX + 716 5’FX1h+ 3fusionFX 839
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Pour chaque variant le vecteur final est inséré par transformation bactérienne dans des
bactéries ToplO. Apres amplification bactérienne en présence d’ampicilline, des
colonies bactériennes sont prélevées sur boite de Pétri et criblées par PCR pour la
recherche d’un amplicon de 296 pb avec les amorces 5’efla et 3FX, signe de la
présence de I'insert codant le FX dans le vecteur OptiCHO. Les vecteurs OptiCHO-FX
WTFla a OptiCHO-FX WTFIi sont séquencés avec les amorces :

- S’efla

-  2BGHPA

2.4- Préparation des variants de la famille 2
La préparation des inserts codant les ADNc des variants de la famille 2 est effectuée

selon le tableau 4 par la technique de PCR et assemblage par Infusion en utilisant les
amorces listées dans le tableau 2. La matrice utilisée pour les PCR1 et 2 est le vecteur
OptiCHO-FXWT4HS. Les produits de PCR sont traités a la Dpnl pour digérer I’ADN
parental. Les amplicons sont purifiés par nucleospin extract. Les amplicons purifi€s des
PCR 1 et 2 sont assemblés par Infusion avec le vecteur OptiCHO préalablement digéré

par Nhel et Swal et purifié par nucleospin Extract.

Tableau 4 :

PCR1 PCR 2
Amorces Amorce | Taille | Amorce | Amorces 3’ Taille
5 s3 ampli s5 amplicon
con
Fx-a 5’fusionF | 3FX-2a 781 5’FX-1a | 3fusion FX 851
X

Fx-b 5’fusionF 3FX-2b 758 5’FX- 3fusion FX 847
X 1b

Fx-¢ 5’fusionF 3FX-2¢ 755 5’FX-1¢ | 3fusion FX 850
X

Fx-d 5’fusionF 3FX-2d 755 5’FX- 3fusion FX 851
X 1d

Fx-e 5’fusionF 3FX-2¢ 748 5’FX-1e | 3fusion FX 848
X

Fx-f 5’fusionF 3FX-2f 750 SFX-1f 3fusion FX 846
X

Fx-g 5’fusionF | 3FX-2g 746 5’ FX- 3fusion FX 847
X 1g

Fx-h 5’fusionF 3FX-2h 749 5’FX- 3fusion FX 848
X 1h

Fx-i 5’fusionF 3FX-2i 751 5’FX-1i 3fusion FX 847
X
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Pour chaque variant le vecteur final est inséré par transformation bactérienne dans des
bactéries ToplO. Apres amplification bactérienne en présence d’ampicilline, des
colonies bactériennes sont prélevées sur boite de Pétri et criblées par PCR pour la
recherche d’un amplicon de 296 pb avec les amorces 5’efla et 3FX, signe de la
présence de I’insert codant le FX dans le vecteur OptiCHO. Les vecteurs OptiCHO-FX
WTF2a a OptiCHO-FX WTF2i sont s€quencés avec les amorces :

- S’efla

-  2BGHPA

2.5.- Préparation des Variants de la famille 3
La famille 3 contient des délétions dans le peptide d’activation qu’il convient de

préparer avant de pouvoir y insérer les sites de clivage enzymatique. A ce titre, deux
vecteurs intermédiaires sont préparés OptiCHO FXWT F3AD pour les variants de la
famille 3 F3a a F3d et OptiCHO FXWT F3EI pour les variants de la famille 3 F3e a F3i.
Les inserts des vecteurs intermédiaires sont construits par PCR d’assemblage selon le
tableau 5 en utilisant le vecteur OptiCHO FXWT4HS-gs pour matrice et les amorces
5S’EXWT, 3’FX-Swal, 3FXF3, SFXF3, 3FEXF3bis, SFXF3bis listées dans le tableau 2.

Tableau 5 :

PCR1 PCR2 PCR 3 d’assemblage apres
digestion des PCR1 et 2

Vecteur amorces Taille amorces Taille amorces Taille
intermédia amplic amplic amplic
ire on on on
OptiCHO SFXWT + 598 3FX-Swal + 947 5S’FXWT + 3FX- 1521
FXWT 3FXF3 SFXF3 Swal
F3AD
OptiCHO SFXWT + 595 3FX-Swal + 953 5S’FXWT + 3FX- 1533
FXWT 3FXF3bis SFXF3bis Swal
F3EI

Les produits des PCR d’assemblage sont purifi€és par Nucleospin extract avant d’étre
digérés, tout comme le vecteur destination OptiCHO, par les enzymes Nhel et Swal. Ils
sont a nouveau purifiés sur Nucleospin extract apres digestion.

L’insert et le vecteur sont ligués ensemble par la T4 ligase avant que le produit de
ligation ne soit intégré dans des bactéries compétentes Topl0. Apres amplification
bactérienne en présence d’ampicilline, des colonies bactériennes sont prélevées sur

boite de Pétri et criblées par PCR pour la recherche d’un amplicon de 296 pb avec les
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amorces 5’efla et 3FX signe de la présence de 'insert codant le FX variant dans le
vecteur OptiCHO.
Les vecteurs intermédiaires OptiCHO FXWT F3AD et OptiCHO FXWT F3EI sont
séquencés avec les amorces :

- S’efla

- 3FX

- 2BGHPA
A T’exception de la molécule OptiCHO FXWT F3A, la préparation des inserts codant
les ADNc des variants de la série 3 est effectuée selon le tableau 6 par PCR
d’assemblage en utilisant les amorces listées dans le tableau 2. La matrice utilisée pour
les PCRI et 2 est le vecteur OptiCHO FXWT F3AD pour les variants de la famille 3,
F3a a F3d et OptiCHO FXWT F3EI pour les variants de la famille 3 F3e a F3i. Les
amplicons sont purifiés par nucleospin extract. Les amplicons purifiés des PCR 1 et 2
sont assemblés par PCR d’assemblage avec le vecteur OptiCHO préalablement digéré

par Nhel et Swal et purifié par nucleospin Extract.

Tableau 6 :

PCR1 PCR2 PCR 3 d’assemblage apres
digestion des PCR1 et 2
Amorces Taille Amorces Taille Amorces Taille
amplic amplic amplic
on on on

Fx- | 5FXWT + 3FX-2b 723 5FX-1b + 3’FX- 838 5S’FXWT +3’FX- 1551

b Swal Swal

Fx- | FEXWT + 3FX-2¢ 720 5FX-1¢ + 3’FX- 841 5S’FXWT + 3’FX- 1551

C Swal Swal

Fx- | FXWT + 3FX-2d 720 5FX-1d + 3’FX- 842 5S’FXWT + 3’FX- 1551

d Swal Swal

Fx- | FEXWT + 3FX-2¢e 713 5FX-1° + 3’FX- 725 5S’FXWT + 3’FX- 1551

e Swal Swal

Fx-f | 5FXWT + 3FX-2f 715 SEX-1f + 3’FX- 727 5S’FXWT + 3’FX- 1551
Swal Swal

Fx- | SFXWT + 3FX-2¢g 711 S5FX-1g + 3’FX- 723 5S’FXWT + 3’FX- 1551

g Swal Swal

Fx- | 5FXWT + 3FX-2h 714 5FX-1h +3’FX- 726 5S’FXWT + 3’FX- 1551

h Swal Swal

Fx-i | FXWT + 3FX-2i 716 S5FX-1i + 3’FX- 728 5S’FXWT + 3’FX- 1551
Swal Swal

Les produits des PCR d’assemblage sont purifiés par Nucleospin extract avant d’étre
digérés, tout comme le vecteur de destination OptiCHO, par les enzymes Nhel et Swal.

IIs sont a nouveau purifiés sur Nucleospin extract apres digestion.
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L’insert et le vecteur sont ligués ensemble par la T4 ligase avant que le produit de
ligation ne soit intégré dans des bactéries compétentes Topl0. Apres amplification
bactérienne en présence d’ampicilline, des colonies bactériennes sont prélevées sur
boite de Pétri et criblées par PCR pour la recherche d’un amplicon de 296 pb avec les
amorces S’efla et 3FX, signe de la présence de I'insert codant le FX variant dans le
vecteur OptiCHO.

Les vecteurs finaux de la famille 3 sont séquencés avec les amorces :

- S’efla

-  2BGHPA

Exemple 2 : Production des facteurs X recombinants

1 — Protocole expérimental

1.1 - Réactifs
Milieu de culture ProCHO4 ((Lonza) et Freestyle™ F17 (Gibco)
L-glutamine (Gibco)
Milieu de transfection des cellules CHO-S : Opti-Pro SFM (Gibco).
Milieu de transfection des cellules HEK : Opti-MEM (Gibco).
Vitamine K1 (Sigma).

1.2 - Protocole

Le facteur X de type sauvage et ses variants sont produits dans des cellules eucaryotes
CHO-S ou HEK-293-Freestyle (Invitrogen) en expression transitoire.

Les cellules CHO-S sont cultivées en milieu ProCHO4 et les cellules HEK 293F en
milieu F17, supplémentés respectivement avec 4 mM et § mM de L-glutamine. Les 2
lignées cellulaires sont cultivées en conditions agitées a 135 rpm en atmosphere
controlée (8% CO,) a 37°C. La veille du jour de transfection, les cellules sont
ensemencées 2 une densité de 7.10° cellules/ml.

Le jour de la transfection, I’ADN (20-30 ng) et 30pg d’agent de transfection (AT) sont
pré-incubés séparément en milieu Opti-Pro pour CHO-S et Opti-MEM pour HEK 293F
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durant 5 minutes puis mélangés et incubés durant 20 minutes pour permettre la
formation du complexe ADN/AT. L’ensemble est ajouté a une préparation cellulaire de
1.10° cellules/ml dans un volume de 30 ml.

Dans le cas des co-transfections des FX avec la vitamine K époxyde-reductase native
(VKOR), les 2 vecteurs sont ajoutés a différents ratios pour obtenir une quantité totale
d’ADN de 20-30pg. L’enzyme VKOR permet une production de FX actif dans HEK en
optimisant la gamma-carboxylation. Immédiatement apres la transfection, la vitamine
K1 (5§ pg/ml) est ajoutée dans le milieu. Les taux de transfections sont évalués le
lendemain de la transfection a ’aide d’un plasmide contrdle exprimant la GFP (Green
Fluorescent Protein). Les productions sont réalisées en mode « batch » durant 7 jours.
En fin de production, les cellules et le surnageant sont séparés par centrifugation. Les

cellules sont éliminées et le surnageant est filtré puis congelé.

Exemple 3 : Mesure de la concentration en facteur X

1- Protocole expérimental
La concentration en facteur X est mesurée par I'intermédiaire de ’ELISA commercial
Zymutest Factor X (HYPHEN BioMed) en suivant les recommandations du fabricant.
Les concentrations sont mesurées en triplicat en utilisant des valeurs d’antigene situées
dans la zone linéaire de détection de 1’essai. Pour s’assurer que les mutations introduites
ne perturbent pas la mesure de la concentration, les FX sont déposés en quantité
identique et révélés par immunoblotting avec un anticorps polyclonal différent de celui
utilisé en ELISA (Polyclonal antibody anti-human FX (CRYOPEP cat n°PAHFX-S) ou

par coloration aprés SDS-PAGE (données non montrées).

2 — Résultats
2.1- Expression des facteurs X variants exprimés transitoirement dans
CHO
Les concentrations des facteurs X (FX) variants présents dans les surnageants des
cellules CHO-S transfectées avec les ADNc codant pour les familles 1 a 3 ont été

mesurées par ’ELISA commercial Zymutest Factor X (figure 3).
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Comme attendu, les surnageants de cellules CHO non-transfectées (control) ne
contiennent pas de FX. La transfection avec les vecteurs codant pour les différents FX
permet d’obtenir des taux allant de 0.5 a 3.06 ug/ml. Il n’y a pas de différence majeure
dans I’expression des FX des différentes familles. Au maximum, le FX-IIa de la famille
3 est exprimé 2.1X plus fortement (2.64 pg/ml) que celui de la famille 1 (1.26 pg/ml).
Certaines constructions permettent d’obtenir du facteur X en concentration plus
importante que le facteur X de type sauvage : ce sont les constructions FX-Ila (famille

3) etles FX-PARI (famille 1 et 3). Le FX-Kal3 semble diminuer la production du FX.

2.2- Expression des facteurs X variants exprimés transitoirement dans

HEK
Les concentrations des facteurs X variants présents dans les surnageants des cellules
HEK?293S transfectées avec les ADNc codant pour les familles 1 a 3 ont été mesurées
par 'ELISA commercial Zymutest Factor X (figure 4). Comme attendu, les surnageants
de cellules HEK293S non transfectées (control) ne contiennent pas de FX. Les
molécules de la famille 1 ont été produites a un taux proche de celui du FX-WT (de 0.14
a 1.64 pg/ml). Seule la molécule FX-PARI1 est produite a un taux plus élevée. La
molécule FX-Kal3 reste la molécule la moins produite. La famille 2 a été produite de
maniére similaire pour toutes les constructions avec des valeurs d’expression de 1.79 a
2.54 pg/ml sauf pour la construction FX-Kal3 produite a un taux plus faible (0.66
ug/ml). La famille 3 a été produite a des taux plus faibles de 0.2 a 1.2 pg/ml.

En conclusion, certaines constructions de facteurs X variants permettent de produire le
X a des taux plus importants que le FX-WT :

- ce sont dans les CHO, les constructions FX-1la (famille 3) et les FX-PARI (familles 1
et 3) et

- dans les HEK, le FX-PARI de la famille 1.

Exemple 4 : Mesure de P’activité coagulante des facteurs X variants produits dans
CHO-S
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1 — Protocole expérimental
L’activité chronométrique des FX variants produits par les cellules CHO-S a été
mesurée grace a un automate STAR (Stago) en présence de plasma déficient en FX.
Le plasma déficient en FX, la néoplastine et le tampon Owren-Koller proviennent de
chez Stago (Asnieres, France).
Le surnageant de culture concentré est dilué au 1/10 en tampon Owren-Koller avant
d’étre ajouté au plasma déficient en FX. Le mélange est incubé 240 secondes a 37°C
puis le temps de prothrombine (TP) est déclenché par I’ajout de 100 ul de néoplastine.

Les temps de coagulation (en s.) sont transformés en activité spécifique du FX.

2- Résultats

Les surnageants concentrés issus des différentes transfections dans CHO ont été évalués
pour leur capacité a compenser un déficit en facteur X. Les surnageants ont ét€ incubés
dans un plasma déficient en FX et un test TP a été pratiqué. Les temps de coagulation
(en s.) ont été transformés en activité spécifique (AS ; en seconde par ug de protéine)
puis, le pourcentage d’activité spécifique par rapport au FX de type sauvage a été
calculé (figure 5). Les résultats sont cohérents entre les différentes familles. Ce résultat
indique que les différences de comportement proviennent principalement des sites de
clivage et non de la maniere dont ils sont clonés.

Les constructions peuvent €tre classé€es en trois catégories : une premiere catégorie dont
I’AS est similaire a celle du FX-WT (contient le FX-control+), une seconde catégorie
dont I’AS est diminuée par rapport a celle du contréle (contient FX-IIa, FX-PAR1, FX-
PARIM et FX-Kal3) et une troisieme catégorie dont I’activité en absence de FX est
supérieure a celle du FX-WT (contient FX-FXIal et 2, FX-Kall et 2). Il est a noter que
la construction FX-Kal2 de la famille 3 n’a pas pu &tre analysée pour des raisons

techniques (* sur le graphe).

Ces résultats indiquent que les modifications introduites et qui forment la famille 3 (I'’X-
FXlal et 2, FX-Kall et 2) conferent aux molécules de facteur X une capacité a coaguler

plus efficace que le facteur X de type sauvage en absence de facteur X endogene.
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Exemple 5: Mesure de P’activation des facteurs X variants produits dans CHO-S

par la fraction de venin RVV-X

1 — Protocole expérimental

L’activation des FX variants produits par les cellules CHO-S a été mesurée suite a
I’incubation des surnageants de culture en présence de la fraction anti-facteur X du
venin de la vipere de Russell (RVV-X). Le facteur X activé de contréle, la fraction X du
venin (RVV-X) et le substrat pNAPEP 1025 proviennent de Haematologic
Technologies (Cryopep Montpellier, France).

L’activation a été étudiée a 37°C dans le tampon suivant : 25 mM HEPES, pH 7.4,
0.175 M NaCl, 5 mM CaCl,, 5 mg/ml BSA. Pour des concentrations de 0 a 100 nM de
FX, une concentration de 200 mU/ml de RVV-X a été utilisée. Aprés 5 min
d’incubation, la réaction est arrétée dans le tampon 50 mM Tris, pH 8.8, 0.475 M NaCl,
9 mM EDTA. La quantité de FXa générée est suivie en mesurant la vitesse d’hydrolyse

du substrat pNAPEP 1025 (250 uM) a 405 nm.

2 — Résultats

Les surnageants de CHO exprimant les variants de la famille 1 ont été incubés avec le
RVV-X. La génération de FXa a ét€ mesurée suite a ce traitement a partir de différentes
concentrations en FX. La présence de FXa est quantifiée par la vitesse d’apparition du
produit du pNAPEP 1025 en solution (en mUDO/min). Cette génération est le reflet de
la reconnaissance et du clivage des FX par le RVV-X ainsi que de la capacité du FXa
généré a reconnaitre le substrat du FX. La moyenne des vitesses d’apparition est faite
pour les différentes concentrations initiales de FX et cette valeur est ramenée en
pourcentage de la valeur du FX-WT.

L’analyse de la famille 1 montre pour partie des résultats similaires avec les résultats
obtenus en TP, notamment pour les FX- control+, FX-Ila, FX-Kall, FX-Kal2 et FX-
Kal3 (figure 6). Les molécules FX-XIal et 2 montrent une activité mais cette fois-ci non
supérieure au FX-WT. En revanche les molécules FX-PARI et FX-PARIM démontrent

une activité significative et supérieure de celle observée en TP.
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Ces résultats indiquent que les FX-PARIM et FX-Kal2 de la famille 1 sont plus
efficacement activés par RVV-X que le FX-WT.

Exemple 6 : Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants de la famille 2 : Activation de la voie

extrinseque de la coagulation (FT 1pM/PL 4uM) en plasma déficient en FVIII

1 — Protocole expérimental
1.1 - Réactifs
Thrombin calibrator, PPP reagent low, CK-Prest, Fluca Kit (Fluo-buffer + Fluo-
substrat), le PNP et le plasma déficient en FIX proviennent de chez Stago (Asnieres,
France). Le plasma déficient en FX provient de chez Cryopep (Montpellier, France). Le
plasma déficient en FVIII provient de chez Siemens Healthcare (Marburg, Germany).
Le FX humain (cat n® HCX-0050), le FXa humain (cat n® HCXA-0060,) proviennent
de chez Haematologic Technologies Inc. (Burlington, Vt, USA). Le Facteur VIII
recombinant humain de contrdle provient de chez Baxter (Recombinate) (Maurepas,

France).

1.2 - Protocole

On considere que 1 unité de FX (1 U /ml) = 10 pg/mL dans le plasma, correspondant a
100% de taux de FX dans le plasma.

Le test de génération de thrombine consiste a activer la coagulation ex vivo soit a 1’aide
d’un mélange de facteur tissulaire et de phospholipides (activation de la voie
extrinseéque), soit a 1’aide de céphaline (activation de la voie intrinseque) et a mesurer
ensuite la concentration de thrombine générée au cours du temps.

Les tests de génération de thrombine sont réalisés sur 80 ul d’un pool de plasma
contenant éventuellement les surnageants de cellules ou les controles, en présence de 20
ul de réactif PPP (Stago) contenant au final 1 pM de Facteur Tissulaire (FT) et 4 uM de
phospholipides (PL). Diftérents plasmas peuvent €tre utilisés, normal, déficient en

facteur X, déficient en facteur VIII ou déficient en facteur IX.
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La réaction est démarrée par ’ajout de 20 pL de Fluca-kit (substrat + CaCl,) qui
constitue le début de la mesure de I’apparition de thrombine. L’apparition de
fluorescence est mesurée sur un fluorimetre de type Fluoroskan Ascent
(ThermoLabsystems) a une longueur d’onde d’excitation de 390 nm et a une longueur
d’émission de 460 nm. Les thrombinogrammes (courbes représentant 'intensité de
fluorescence en fonction du temps) sont ensuite analysés grice au logiciel
Thrombinoscope™ qui transforme la valeur de fluorescence en nM de thrombine par

calcul comparatif.

2 — Résultats
Les surnageants ont été concentrés environ 20 fois sur VivaSpin20-30 kDa Sartorius a
2500¢g pendant au moins 1h jusqu’a I’obtention de la concentration désirée. Les plasmas
Unicalibrator, ainsi que les plasmas déficients en FVIII reconstitué par 0, 0.1 ou 1 U/ml
sont utilisés comme témoins.
Comme attendu suite a 1’activation de la coagulation par le facteur tissulaire, le plasma
déficient en FVIII donne le signal le plus faible, correspondant au bruit de fond de
I’expérience. Le plasma Unicalibrator fourni un signal plus faible que le plasma
déficient en FVIII reconstitué par les concentrations de FVIII (0.1 ou 1 U/ml).En
revanche, la reconstitution d’un plasma déficient en FVIII par le FX-WT ne permet pas
de générer des quantités suffisantes de thrombine. Cette reconstitution est a peine plus

forte que le plasma déficient seul (figure 7, tableau 7).
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Toutes les molécules de FX variants donnent un signal plus important que le FX-WT,
suggérant que leur capacité a générer de la thrombine en absence de FVIII est
significativement augmentée par rapport au FX-WT (tableau 7). Les célérités des FX
mutants de la famille 2 oscillent entre 2 et 4.5X celle du FX-WT (figure 9, tableau 7)).
A noter qu'une célérité de 2X est obtenue avec une quantité de FX-Kal2 30% plus

faible (3.5 pg/ml au lieu de 5 pg/ml).

Les mutants permettant de générer les quantités de thrombine les plus importantes en

absence de FVIII sont dans 'ordre FX-PARI1, FX-FXlal, FX-Ila et FX-Kall.

Exemple 7 : Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants: voie intrinséque de la coagulation

(céphaline seule) en plasma déficient en FVIII

1 — Protocole expérimental
Les réactifs, I’automate et le protocole expérimental sont identiques a ceux décrits dans
I’exemple 6.
Les tests de génération de thrombine sont réalisé€s sur 80 ul d’un pool de plasma normal
contenant éventuellement les surnageants de cellules et les contrdles en présence de 20
ul de céphaline (CK-Prest reconstitué avec 1 mL d’H,O distillée) et de 20 pL fluca-kit
(substrat + CaCl,). Les plasmas utilisés sont un plasma normal et un plasma déficient en

facteur VIII.

2 — Résultats
Les surnageants utilisés dans I’exemple 6 ont été analysés en TGT apres activation par
la céphaline en utilisant les mémes témoins.
Les témoins se comportent de maniere attendue, le plasma déficient en FVIII ne permet

pas de génération de Ila et un gradient d’efficacité est retrouvé en augmentant la dose de

FVIII (tableau 8).
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L’analyse de la famille 2 montre comme attendu que le FX de type sauvage est la
molécule de FX la moins active montrant une faible activité résiduelle (3.4 nM/s).
Toutes les autres molécules montrent une capacité a générer de la thrombine plus
importante (tableau §). Les molécules FX-Kal-1 a 3, FX-FXI-2 et FX-PARIM
montrent une activit¢é un peu plus forte (6.6 a 8.7 nM/s) mais moins que les
constructions FX- control+, FX-PAR1 et FX-FXI-1 (10.5-13.3 nM/s). En revanche la
molécule FX-IIa permet d’obtenir un signal compris entre les valeurs obtenues pour 0.1
et 1 U/ml de FVII (78.2 nM/s) corrigeant de maniere tres efficace la déficience en
FVIIL. Ces différences de célérités montrent pour les mutants une efficacité supérieure

de 1.8X (mais pour le mutant FX-Kal2 a 3.5 pg/ml) a 22.8X (pour le mutant FX-Ila) a

générer de la thrombine (figure 9).

En conclusion, plusieurs mutants de FX ont la capacité a restaurer la coagulation en

absence de FVIII suite a I’activation du plasma par le facteur tissulaire et la céphaline.

Exemple 8: Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants de la famille 2: Activation de la voie

extrinseque de la coagulation (FT 1pM/PL 4uM) en plasma déficient en FIX

1 — Protocole expérimental
Les réactifs, I’automate et le protocole expérimental sont identiques a ceux décrits dans
I’exemple 6.
Les tests de génération de thrombine sont réalisés sur 80 ul d’un pool de plasma normal
contenant €éventuellement les surnageants de cellules et les contrbles en présence de 1
pM de Facteur Tissulaire (FT) et 4 uM de phospholipides (PL) et de 20uL fluca-kit

(substrat + CaCl,). Les plasmas utilisés sont soit normal soit déficient en facteur IX.

2 — Résultats
Les surnageants utilisés dans I’exemple 6 ont été analysés en TGT apres activation par

le facteur tissulaire en utilisant comme témoins, un plasma normal (Unicalibrator) ou un
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plasma déficient en FIX reconstitué par 0, 0.1 ou 1 U/ml de FIX plasmatique (figure 10,

tableau 9).

Le plasma déficient en FIX est négatif (il ne permet pas de génération de Ila) et sa

reconstitution avec du FIX lui permet de générer des quantités importante de thrombine.
5 II n’y a cependant pas de différence quantitative entre les deux concentrations de FIX

utilisées, ce qui suggere qu’elles permettent de former toutes les deux une quantité

maximale de Ila (tableau 9).
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Dans cet essai, tous les mutants permettent de générer des quantités de Ila plus
importantes que le FX-WT. Les différences sont cependant moins fortes qu’en absence
de FVIII : ainsi la célérité varie de 1,50X (pour FX-Kal2 a 3.5 pg/ml) a 4,60X pour
(FX-PAR1). En plus de ce mutant, les molécules FX-Ila, FX-PARIM, FX-FXlal et
FX-Kall sont les plus efficaces (figure 12, tableau 9).

Exemple 9: Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants de la famille 2: Activation de la voie

intrinseque de la coagulation (céphaline) en plasma déficient en FIX

1 — Protocole expérimental
Les réactifs, I’automate et le protocole expérimental sont identiques a ceux décrits dans
I’exemple 6.
Les tests de génération de thrombine sont réalisés sur 80 ul d’un pool de plasma normal
contenant éventuellement les surnageants de cellules et les contrdles en présence de
céphaline (CK-Prest reconstitué avec 1 mL d’H,O distillée) et de 20 pL fluca-kit

(substrat + CaCl,). Les plasmas utilisés sont soit normal soit déficient en facteur IX.

2 — Résultats

Les surnageants utilisés dans I’exemple 6 ont été analysés en TGT apres activation par
la céphaline en utilisant comme témoins, un plasma normal (Unicalibrator) et un plasma
déficient en FIX reconstitué par 0, 0.1 ou 1 U/ml de FIX plasmatique (figure 11, tableau
10).

Le plasma déficient en FIX est négatif (il ne permet pas de génération de Ila) et sa
reconstitution avec du FIX lui permet de générer des quantités importantes de
thrombine. Il n’y a cependant pas de différence quantitative entre les deux
concentrations de FIX utilisées, ce qui suggere qu’elles forment une quantité maximale

de Ila (tableau 10).
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Suite a l’induction de la coagulation par la céphaline seulement trois molécules
permettent de générer significativement plus de thrombine que le FX-WT, se sont les
FX-IIa, FX- control+ et FX-PAR1 avec une célérité 61X, 8,3X et 3,8X plus forte que
celle du FX-WT respectivement (figure 12, tableau 10). Les autres mutants ont toutefois

des célérités plus importantes que celle du FX-WT.

En conclusion, tous les mutants étudiés permettent de générer de la thrombine en
absence de FIX et ce quelle que soit 'induction utilisée. Les mutants FX-lla, FX-

control+ et FX-PARI sont les plus efficaces.

Exemple 10: Activation par la thrombine des facteurs X variants de la famille 2 et

de type sauvage produits dans HEK

1 - Protocole expérimental

L’activation des FX variants produits par les cellules HEK en présence de Vitamine K
époxyde réductase (VKOR) a été mesurée suite a l’incubation des surnageants de
culture en présence de thrombine. Le facteur X activé de contrdle, la thrombine et le
substrat Pefachrome FXa8595 proviennent de Haematologic Technologies (Cryopep
Montpellier, France).

Les phospholipides proviennent de Diagnostica Stago (Asnieres, France).

L’activation a été étudiée a 37°C dans le tampon suivant : 25 mM HEPES, pH 7.4,
0.175 M NaCl, S mM CaCl,, 5 mg/ml BSA. Pour des concentrations de 42,5 et 85 nM
de FX, une concentration de 10 nM de thrombine et 4 uM de phospholipides ont été
utilisées. Aprés 1 heure d’incubation a 37°C, la quantité de FXa générée est suivie en

mesurant la vitesse d’hydrolyse du substrat Pefachrome FXa8595 (250 uM) a 405 nm.

2 — Résultats
Afin de vérifier que les sites destinés a €tre clivés par la thrombine sont bien reconnus
par cette enzyme, les surnageants concentrés du FX-WT, FX- control+ et FX-Ila ont été
incubés en présence de thrombine. L apparition de FXa a été mesurée par 1’apparition

du produit de dégradation du substrat (figure 13). En contrdle positif, le FXa
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plasmatique a été utilis€. La cinétique d’apparition du produit avec les mutants ne peut
pas étre directement comparée avec celle du FXa car ces molécules ont besoin d’étre
activées avant de libérer de 1’activité. Par ailleurs, les sites de clivage pour la thrombine
étant composites, ’activation de molécules n’est pas forcément optimale. En effet,
toutes les molécules ont conservé la zone originale en aval du site de clivage, seules les
parties en amont sont modifiées. La cinétique de dégradation du substrat du FXa des
molécules recombinantes est par conséquent différente de celle du FXa.

Les résultats obtenus confirment les données obtenues en TGT avec, comme attendu, les
FX plasmatique et WT négatifs car sans site de reconnaissance a la thrombine. Les FX-
IIa et FX-control+ sont en revanche capables d’étre activés par la thrombine et de
libérer du FXa. Comme en mesure de TGT, le FX-Ila est plus efficacement activé que

le FX- control+.

Exemple 11 : Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants de la famille 1: voie extrinséque de la

coagulation (FT 1pM/PL 4uM) en plasma déficient en FVIII

1 - Protocole expérimental

Les tests de génération de thrombine sont réalisés sur 80 pl d’un pool de plasma
contenant éventuellement les surnageants de cellules ou les controles, en présence de 20
ul de réactif PPP (Stago) contenant au final 1 pM de Facteur Tissulaire (FT) et 4 uM de
phospholipides (PL). Différents plasmas sont utilisés, normal et déficient en facteur
VIIL

La réaction est démarrée par I’ajout de 20 uL de Fluca-kit (substrat + CaCl,) qui
constitue le début de la mesure de I’apparition de thrombine. L’apparition de
fluorescence est mesurée sur un fluorimetre de type Fluoroskan Ascent
(ThermoLabsystems) a une longueur d’onde d’excitation de 390 nm et a une longueur
d’émission de 460 nm. Les thrombinogrammes (courbes représentant 'intensité de
fluorescence en fonction du temps) sont ensuite analysés grice au logiciel
Thrombinoscope™ qui transforme la valeur de fluorescence en nM de thrombine par

calcul comparatif.
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2 — Résultats
Les surnageants de la famille 1 issus d’une transfection de cellules HEK293F en
présence de VKOR ont été analysés en TGT apres activation par le facteur tissulaire en
utilisant les témoins déja décrits. Les témoins (plasma normal, plasma déficient en
FVIII reconstitué ou non par du FVIII recombinant) se comportent de maniere attendue.
En revanche le FX-WT donne un signal modéré mais supérieur a 1’attendu (figures 14 et
16 ; tableau 11). Sa vélocité moyenne (59 nM/min) est toutefois dépassée par celles de
plusieurs mutants notamment les FX-FXIal/2, les FX-Kall/2 et les FX-control+ et FX-

ITa qui ont une vélocité d’au moins 130% celle du controle.
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Exemple 12 : Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants de la famille 1: voie intrinseque de la

coagulation (céphaline seule) en plasma déficient en FVIII

1 - Protocole expérimental
Les réactifs, I’automate et le protocole expérimental sont identiques a ceux décrits dans
I’exemple 6.
Les tests de génération de thrombine sont réalisés sur 80 ul d’un pool de plasma
contenant éventuellement les surnageants de cellules et les contrdles en présence de 20
ul de céphaline (CK-Prest reconstitué avec 1 mL d’H,O distillée) et de 20 pL fluca-kit
(substrat + CaCl,). Les plasmas utilisés sont un plasma normal et un plasma déficient en

facteur VIII.

2 — Résultats

Les surnageants de la famille 1 issus d’une transfection de cellules HEK293F en
présence de VKOR ont ét€ analysés en TGT apres activation par la céphaline en
utilisant les témoins déja décrits.

Les témoins se comportent de maniere attendue, le plasma déficient en FVIII est négatif
(il ne permet pas de génération de Ila) et un gradient d’efficacité est retrouvé en
augmentant la dose de FVIII (figure 15 ; tableau 12). Dans cet essai, la supplémentation
en FX (2 essais ont été pratiqués) ne permet pas de générer des quantités significatives
de thrombine (vélocités de 6,06 et 7,65 nM/min). En revanche les mutants FX-Ila, FX-
FXIal et 2 et FX-control+ de la famille 1 permettent de générer des quantités
significativement supérieures de thrombine d’au moins 3,5X celle du contréle (figures

15 et 16 ; tableau 12).
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Exemple 13 : Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants de la famille 1: voie extrinséque de la

coagulation (FT 1pM/PL 4uM) en plasma déficient en FIX

1 — Protocole expérimental
Les réactifs, I’automate et le protocole expérimental sont identiques a ceux décrits dans
I’exemple 6.
Les tests de génération de thrombine sont réalisés sur 80 ul d’un pool de plasma
contenant éventuellement les surnageants de cellules et les contrdles en présence de 20
ul de réactif PPP (Stago) contenant au final 1 pM de Facteur Tissulaire (FT) et 4 uM de
phospholipides (PL) et de 20 pL fluca-kit (substrat + CaCl,). Les plasmas utilisés sont

un plasma normal et un plasma déficient en facteur IX.

2 - Résultats
Les surnageants de la famille 1 issus d’une transfection de cellules HEK293F en
présence de VKOR ont été analysés en TGT en plasma déficient en FIX apres
activation par le facteur tissulaire en utilisant les témoins déja décrits. Les témoins
(plasma normal, plasma déficient en FIX reconstitué ou non par du FIX plasmatique (a
10 ou 100%) se comportent de maniere attendue. En revanche le FX-WT donne un
signal modéré mais supérieur a I’attendu (figure 17 ; tableau 13). Sa vélocité moyenne
(23 nM/min) est toutefois dépassée par celles de tous les mutants sauf le FX-PARI.
Notamment les FX-FXIal/2, les FX-Kal2/3 et les FX-control+ et FX-Ila qui ont une

vélocité d’au moins 150% celle du controle.
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Exemple 14 : Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants de la famille 1: voie intrinseque de la

coagulation (céphaline) en plasma déficient en FIX

1 — Protocole expérimental
Les réactifs, I’automate et le protocole expérimental sont identiques a ceux décrits dans
I’exemple 6.
Les tests de génération de thrombine sont réalisés sur 80 ul d’un pool de plasma
contenant éventuellement les surnageants de cellules et les contrdles en présence de 20
ul de céphaline (CK-Prest reconstitué avec 1 mL d’H,O distillée) et de 20 pL fluca-kit
(substrat + CaCl,). Les plasmas utilisés sont un plasma normal et un plasma déficient en

facteur IX.

2 — Résultats

Les surnageants de la famille 1 issus d’une transfection de cellules HEK293F en
présence de VKOR ont ét€ analysés en TGT apres activation par la céphaline en
utilisant les témoins déja décrits.

Les témoins se comportent de maniere attendue, le plasma déficient en FIX est négatif
(il ne permet pas de génération de Ila) et un gradient d’efficacité est retrouvé en
augmentant la dose de FIX (figure 18 ; tableau 14). Dans cet essai, la supplémentation
en FX (2 essais ont été pratiqués) ne permet pas de générer des quantités significatives
de thrombine (vélocités de 1,24 et 1,53 nM/min). En revanche les mutants FX-IIa, FX-
FXIal et 2 et FX-control+ de la famille 1 permettent de générer des quantités
significativement supérieures de thrombine d’au moins 4,7 X celle du contrdle a 55X

(figures 18 et 19; tableau 14).
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Exemple 15 : Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants de la famille 3: voie extrinséque de la
coagulation (FT 1pM/PL 4uM) en plasma déficient en FVIII

1 - Protocole expérimental

Les tests de génération de thrombine sont réalisés sur 80 pl d’un pool de plasma
contenant éventuellement les surnageants de cellules ou les controles, en présence de 20
ul de réactif PPP (Stago) contenant au final 1 pM de Facteur Tissulaire (FT) et 4 uM de
phospholipides (PL). Différents plasmas sont utilisés, normal et déficient en facteur
VIIL

La réaction est démarrée par I’ajout de 20 uL de Fluca-kit (substrat + CaCl,) qui
constitue le début de la mesure de I’apparition de thrombine. L’apparition de
fluorescence est mesurée sur un fluorimetre de type Fluoroskan Ascent
(ThermoLabsystems) a une longueur d’onde d’excitation de 390 nm et a une longueur
d’émission de 460 nm. Les thrombinogrammes (courbes représentant 'intensité de
fluorescence en fonction du temps) sont ensuite analysés grice au logiciel
Thrombinoscope™ qui transforme la valeur de fluorescence en nM de thrombine par

calcul comparatif.

2 — Résultats
Les surnageants de la famille 3 issus d’une transfection de cellules HEK293F en
présence de VKOR ont été analysés en TGT apres activation par le facteur tissulaire en
utilisant les témoins déja décrits. Les témoins (plasma normal, plasma déficient en
FVIII reconstitué ou non par du FVIII recombinant) se comportent de maniere attendue.
En revanche le FX-WT donne un signal modéré mais supérieur a 1’attendu (figures 20 et
21 ; tableau 15). Sa vélocité moyenne (59 nM/min) est toutefois dépassée par celles de
plusieurs mutants notamment les FX-FXIal/2, les FX-Kall/2/3 et les FX-control+ et
FX-Ila dont les vélocités sont au-dessus de 78 nM/min (soit au moins 130% du

controle).
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Exemple 14 : Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants de la famille 3: voie intrinseque de la

coagulation (céphaline seule) en plasma déficient en FVIII

1 — Protocole expérimental
Les réactifs, I’automate et le protocole expérimental sont identiques a ceux décrits dans
I’exemple 6. Les tests de génération de thrombine sont réalisés sur 80 pl d’un pool de
plasma contenant éventuellement les surnageants de cellules et les contrdles en présence
de 20 ul de céphaline (CK-Prest reconstitué avec 1 mL d’H,O distillée) et de 20 pL.
fluca-kit (substrat + CaCl,). Les plasmas utilisés sont un plasma normal et un plasma

déficient en facteur VIIL

2 — Résultats

Les surnageants de la famille 3 issus d’une transfection de cellules HEK293F en
présence de VKOR ont ét€ analysés en TGT apres activation par la céphaline en
utilisant les témoins déja décrits.

Les témoins se comportent de maniere attendue, le plasma déficient en FVIII est négatif
(il ne permet pas de génération de Ila) et un gradient d’efficacité est retrouvé en
augmentant la dose de FVIII (figure 21 ; tableau 16). La supplémentation en FX (2
essais ont été pratiqués) ne permet pas de générer des quantités significatives de
thrombine (vélocités de 6,06 et 7,65 nM/min). En revanche les mutants FX-IIa, FX-
FXIal et 2 et FX-control+ de la famille 3 permettent de générer des quantités
significatives de thrombine avec des vélocités supérieures a 26 nM soit au moins 3,8X

plus rapide que le FX-WT (figure 23 ; tableau 16).
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Exemple 15 : Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants de la famille 3: voie extrinséque de la
coagulation (FT 1pM/PL 4uM) en plasma déficient en FIX

1 — Protocole expérimental
Les réactifs, I’automate et le protocole expérimental sont identiques a ceux décrits dans
I’exemple 6.
Les tests de génération de thrombine sont réalisés sur 80 ul d’un pool de plasma
contenant éventuellement les surnageants de cellules et les contrdles en présence de 20
ul de réactif PPP (Stago) contenant au final 1 pM de Facteur Tissulaire (FT) et 4 uM de
phospholipides (PL) et de 20 pL fluca-kit (substrat + CaCl,). Les plasmas utilisés sont

un plasma normal et un plasma déficient en facteur IX.

2 — Résultats

Les surnageants de la famille 3 issus d’une transfection de cellules HEK293F en
présence de VKOR ont été analysés en TGT apres activation par le facteur tissulaire en
utilisant les témoins déja décrits.

Les témoins se comportent de maniere attendue, le plasma déficient en FIX est négatif
(il ne permet pas de génération de Ila) et un gradient d’efficacité est retrouvé en
augmentant la dose de FIX (figure 23 ; tableau 17). La supplémentation en FX (2 essais
ont été pratiqués) ne permet pas de générer des quantités significatives de thrombine
(vélocité moyenne de 23 nM/min). En revanche, tous les mutants sauf FX-PARIM de
la famille 3 permettent de générer des quantités significatives de thrombine avec des
vélocités supérieures a 33 nM soit au moins 140% plus rapide que le FX-WT (figure

23 ; tableau 17).



PCT/FR2014/050191

WO 2014/118481

64

(UL QUIQULOAY] 2P UOUIDAIUIS P IIDUIIXDUL 2§SaJ14 “KJ1D0]A * (UlUL) 21120]94 D] 3P 2SDLIDUIP

np sdway o 14vis S(unu) o1d nv wnwxvw np sduwd) YN (WU) aurquiodyy as o1d np anamvy YvaJ £ (W) 2949uU28 2]D10] 2UIGUIOLTY]
‘AL S(unu) 2ouzn) ap sdwiay ‘awnSv npajqpy 3] Suvp saJuasaad juos ¢z 24ndif v] ap sounuviSourquiodyj sap sanbnyau1d sajowpavd $a7

a.1wnssy 4najonf a1 vd uovaOD] P a3NS X An23ovf ua Jua1dtfap nwsvyd ap jood un suvp

€ a)nunf v} ap SJUVIIVDA $3S 2P NO X 2p Inolp,] ap 4npavd D SNUIGO SAUNUDLZOUIGUIOLY] SAP SNSST SanD1IUID SapuUDID] © L] NDAIGD],

6097 609 €898 66°SE [\ %72 Ly'es LT ra'eg Ado|sp
e 0€ 8C 1 (1[5 82 s'sh 123 lleluels
12l 1ot 6 STh oL 6 1921 S'LL yeadn
62°921 TU'eee 81092 16°spl sl'ove 1b‘0sg 68'021 vslL yead
Tl 69T ovZL s‘gzyl 9v9l 6651 K141 909} di13
ge'l s9 9 6‘g 199 9 8 £€‘9 swnbe
Jw/Br g7 Jw/Br o°) Jw/Br g7 1w/Br 62 1w/Br 62 Jw/Br g7 1w/Br 62 1w/Br 62 sweudnois
LM-Xd +XI4 320 [€1e)-Xd + XId 1oa| 21eX-Xd + X14 12a| HEX-Xd + XI448Q | 2BIXd-Xd + XI4480 | LBIXd-Xd + XI4 49 | WIHVd-Xd +X1d 18a | 1Hvd-Xd +XId +8Q

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv s — TR — — — o oo
€€ G'eE 5‘gy o 92 oL 17 lleluels
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, NF.NF N@.FF N@.NF M”M”.M”F M”M”.w m.NN N@.NF V_NOQH—.
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, gE06} £8°G81 6601} v8'es 99'992 €22 LZYEL Aeed
, 5°0991 ze9l LIpL S°901 191 5862 S'shEl di3
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, NF.N NF.N M”M”.N NF.N M”M”.m M”M”.m M”M”.w QE_ﬂmml_
uy/br 5% /b §°4 +jonuod /b ° lw/n 1o XI4 + XI4 38a| 1w/n | XI4 + XI4 4ea pERULISIIE]q] Jojeiqijeaiun aweudnos

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, N__lxn_ + x_u_ F@D |xn_+ x_u_ F@D |_|>>le_ + x_u_ F@D ) ) - _ _




WO 2014/118481 PCT/FR2014/050191

10

15

20

25

65

Exemple 16: Mesure en temps de génération de thrombine (TGT) de la capacité
procoagulante des facteurs X variants de la famille 3: voie intrinseque de la

coagulation (céphaline) en plasma déficient en FIX

1 — Protocole expérimental
Les réactifs, I’automate et le protocole expérimental sont identiques a ceux décrits dans
I’exemple 6. Les tests de génération de thrombine sont réalisés sur 80 pl d’un pool de
plasma normal contenant éventuellement les surnageants de cellules et les contrdles en
présence de 20 ul de céphaline (CK-Prest reconstitué avec 1 mL d’H»O distillée) et de
20 pL fluca-kit (substrat + CaCl,). Les plasmas utilisés sont un plasma normal et un

plasma déficient en facteur IX.

2 — Résultats

Les surnageants de la famille 3 issus d’une transfection de cellules HEK293F en
présence de VKOR ont ét€ analysés en TGT apres activation par la céphaline en
utilisant les témoins déja décrits.

Les témoins se comportent de maniere attendue, le plasma déficient en FIX est négatif
(il ne permet pas de génération de Ila) et un gradient d’efficacité est retrouvé en
augmentant la dose de FXI (figure 24 ; tableau 18). Dans cet essai, la supplémentation
en FX (2 essais ont été pratiqués) ne permet pas de générer des quantités significatives
de thrombine (vélocités de 1,24 et 1,53 nM/min). En revanche, les mutants FX-Ila, FX-
FXIal et 2, FX-Kal 2 et 3, et FX-control+ de la famille 1 permettent de générer des
quantités significativement supérieures de thrombine d’au moins 3,4X celle du controle
a 52X (figures 24 et 25 ; tableau 18). Par ailleurs tous les mutants sauf les mutants FX-
PARIM et FX-Kal2 sont plus actifs que le FX-WT.
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REVENDICATIONS

1. Protéine comprenant une séquence mutée de SEQ ID NO :1, ladite séquence mutée
de SEQ ID NO :1 comprenant au moins une mutation A, A’, B, C ou C’, dans laquelle :

la mutation A consiste en la substitution des acides aminés 43 a 52 de la séquence SEQ
ID NO:1 par une séquence choisie parmi DFLAEGLTPR, KATN*ATLSPR et
KATXATLSPR,

la mutation A’ consiste en la substitution des acides aminés 47 a 52 de la séquence SEQ
ID NO :1 par une séquence choisie parmi TSKLTR, FNDFTR, LSSMTR, PPSLTR et
LSCGQR,

la mutation B consiste en I’insertion d’une séquence choisie parmi DFLAEGLTPR,
KATN*ATLSPR, KATXATLSPR, TSKLTR, FNDFTR, LSSMTR, PPSLTR et
LSCGQR, entre les acides aminés 52 et 53 de la séquence SEQ ID NO :1,

la mutation C consiste en I’insertion d’une séquence choisie parmi DFLAEGLTPR,
KATN*ATLSPR et KATXATLSPR, entre les acides aminés 52 et 53 de la séquence
SEQ ID NO :1, et en la délétion des acides aminés 4 a 13 de la séquence SEQ ID NO :1,
la mutation C’ consiste en l'insertion d’une séquence choisie parmi TSKLTR,
FNDFTR, LSSMTR, PPSLTR et LSCGQR, entre les acides aminés 52 et 53 de la
séquence SEQ ID NO :1, et en la délétion des acides aminés 4 a 9 de la séquence SEQ
ID NO :1,

ot N* est une asparagine éventuellement glycosylée.

2. Protéine selon la revendication 1, caractérisée en ce qu’elle comprend, de préférence

consiste en, la séquence SEQ ID NO :7, avec au moins une mutation A, A’, B, Cou C’.

3. Protéine selon la revendication 1 ou 2, caractéris€ée en ce qu’elle comprend une
séquence choisie parmi SEQ ID NO:9 a 16, 18 a 25, 27 a 34, 105 a 112, 114 a 121 et
123 a 130.

4. Complexe protéique comprenant une protéine selon ’'une des revendications 1 a 3, et
au moins une protéine de séquence SEQ ID NO :2, lesdites protéines étant liées entre

elles par un pont disulfure.
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5. Acide nucléique caractéris€ en ce qu’il code pour la protéine selon I'une des

revendications 1 a 4.

6. Acide nucléique selon la revendication 5, caractérisé en ce qu’il est choisi parmi les

séquences SEQ ID NO :77 a 84, 86 2 93,95 a2 102, 133 a 140, 142 a 149 et 151 a 158.

7. Cassette d’expression comprenant 1’acide nucléique selon la revendication 5 ou 6.

8. Vecteur d’expression, caractérisé en ce qu’il comprend la cassette d’expression selon

la revendication 7.

9. Cellule recombinante comprenant 1’acide nucléique selon la revendication 5 ou 6,
préférentiellement ledit acide nucléique est compris dans le vecteur selon la

revendication 8.

10. Protéine selon 'une des revendications 1 a 4 pour son utilisation en tant que

médicament.

11. Protéine selon I'une des revendications 1 a 4 pour son utilisation pour traiter les

troubles hémorragiques.
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