N

N

Modeles murins en hémostase

Cécile Denis, Caterina Casari, Stéphanie Roullet

» To cite this version:

Cécile Denis, Caterina Casari, Stéphanie Roullet. Modeéles murins en hémostase. Hématologie, 2023,
29 (6), pp-338-353. 10.1684/hma.2023.1827 . hal-04457009

HAL Id: hal-04457009
https://hal.science/hal-04457009
Submitted on 14 Feb 2024

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.science/hal-04457009
https://hal.archives-ouvertes.fr

Modeéles murins en hémostase

Cécile V. Denis?, Stéphanie Roullet!?, Caterina Casari?

1. Université Paris-Saclay, INSERM, Hémostase inflammation thrombose HITH
U1176,94276, Le Kremlin-Bicétre, France
2. Département d’Anesthésie Réanimation, Hopital Paul Brousse, Assistance

Publique - Hopitaux de Paris, Université Paris-Saclay, 94800, Villejuif, France

Correspondance :

Cécile Denis

INSERM Unité 1176

80 rue du Général Leclerc
94276 Le Kremlin-Bicétre Cedex

Email : cecile.denis@inserm.fr

Titre en anglais : Murine models of hemostasis



Résumé

Depuis l'avénement des techniques de transgénese, le modele murin s'est imposé comme le
modele par excellence dans les laboratoires de recherche, permettant de modéliser différentes
pathologies ou de mieux comprendre les fonctions de nombreuses protéines, dans un
environnement génétique controlé. Le défi qui en a résulté a été¢ de développer des méthodes
permettant d'évaluer divers phénotypes dans un modele de petite taille, tel que la souris.
L'hémostase ne fait pas exception et des procédures adaptées a la mesure du saignement ont vu
le jour. Certaines de ces procédures et en particulier les plus fréquemment utilisées seront
détaillées dans cette revue. Si ces modeles technologiques se sont multipliés, c'est pour répondre
a 1'hétérogénéité phénotypique des souris transgéniques développées dans le domaine de la
coagulation. Nous nous sommes attachées a présenter un exemple de cette hétérogénéité en
nous focalisant sur les modeles murins de maladie de Willebrand, existants a ce jour. En effet,
de trées nombreux modele de maladie de Willebrand sont actuellement disponibles, essayant au
mieux de reproduire les aspects les plus variés de cette pathologie extrémement polymorphe.
Ces modéles seront discutés en faisant le point sur leur apport respectif soit dans l'amélioration
de notre connaissance des mécanismes physiopathologiques, soit en tant que modeles pré-

cliniques pour 1'évaluation de nouvelles thérapies.

Mots clés: Modele de saignement, Facteur Von Willebrand, Souris, Hémostase, Maladie de

Willebrand



Abstract

Since the advent of transgenesis techniques, the mouse model has become the model par
excellence in research laboratories, making it possible to model various pathologies or better
understand the functions of numerous proteins, in a controlled genetic environment. The
resulting challenge has been to develop methods for assessing various phenotypes in a small
model such as the mouse. Hemostasis is no exception, and procedures adapted to the
measurement of bleeding have emerged. Some of these procedures, and in particular the most
frequently used, will be detailed in this review. These experimental models have proliferated in
response to the phenotypic heterogeneity of transgenic mice developed in the field of
coagulation. We have endeavored to present an example of this heterogeneity, focusing on the
mouse models of Willebrand disease that exist today. Indeed, a large number of Willebrand
disease models are currently available, attempting as best they can to reproduce the most varied
aspects of this extremely polymorphic pathology. These models will be discussed, taking stock
of their respective contributions either to improving our knowledge of pathophysiological

mechanisms, or as pre-clinical models for the evaluation of new therapies.
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Les modeles animaux ont de tous temps été indispensables dans la recherche biomédicale,
aidant les chercheurs a mieux comprendre les mécanismes biologiques qui gouvernent le
développement et la santé d'organismes complexes, avec une pertinence directe pour 1'étre
humain [1]. L'avénement des techniques de transgénése dans les années 1970s [2] et la
génération de la premicre souris exprimant un gene humain, en l'occurrence celui de I'hormone
de croissance [3], a encore plus accentué l'utilit¢ des modeles animaux, faisant méme de la
souris la star incontestée des laboratoires de recherche. Ce statut incontournable du modéle
murin n'a pas toujours été aussi évident car la souris, outre sa petite taille qui constitue un
handicap pour certaines expériences, présente aussi des différences physiopathologiques par
rapport a I'homme. De fait, les animaux souvent utilisés étaient les rats, les cochons d'inde, les
hamsters, les lapins, les cochons et bien entendu les primates pour tout ce qui concernait la
modélisation des maladies humaines. En ce qui concerne les études de développement
embryologique et de génétique, les modeles du poisson-zebre, de la drosophile et du ver C-
elegans restent a ce jour trés utilisés. Malgré tout, la souris est le modéle actuellement le plus
utilisé au monde. Outre la possibilité de manipuler leur génome, les souris présentent de gros
avantages comme animal de laboratoire en raison de 1'espace restreint qui est nécessaire a leur
¢levage, leur cycle de vie assez court (environ deux ans de durée de vie), la relative facilité¢ de
maintenance et la rapidité et efficacité de reproduction [4]. Du fait de la consanguinité de
nombreuses souches murines, il est également possible de cibler précisément la fonction du
géne visé dans un environnement génétique parfaitement controlé, sans étre perturbé par les
facteurs confondants. Tous ces aspects ont conduit au développement de souches de souris
mutées pour des centaines de génes différents (génes délétés, mutés, humanisés, etc...) générant
ainsi autant de modeles précieux et utiles, reproduisant les pathologies identifiées chez I'homme.
Tous les domaines de la recherche ont fait appel et continuent a faire appel a de tels modeles et
I'hémostase ne fait pas exception. La trés grande majorité, pour ne pas dire l'intégralité des
acteurs moléculaires connus pour étre impliqués dans le processus hémostatique ont fait I'objet
de ciblage dans divers modéles murins. Ceci implique autant les facteurs pro- ou anti-
coagulants de la cascade de la coagulation que les protéines de la fibrinolyse, les protéines
plaquettaires ou encore des protéines endothéliales. Les modeles murins dérivés du ciblage
génétique de ces différentes protéines sont bien trop nombreux pour étre tous cités ici mais il
est intéressant de noter que beaucoup d'entre eux sont disponibles pour la communauté

scientifique par l'intermédiaire du Jackson laboratory (https://mice.jax.org/) en tant que

modeles préts a étre utilisés ou au stade de vecteurs de ciblage/cellules embryonnaires souches

via le European Mouse Mutant Cell Repository (https:/www.eummcr.info/).




Nous avons choisi de centrer cette revue sur deux aspects. Nous aborderons d’abord les mod¢les
qui, d’un point de vue technologique, sont disponibles pour évaluer le saignement chez les
souris. Puis nous décrirons les modeles murins génétiquement modifiés qui ont été¢ développés
pour reproduire la maladie hémorragique constitutionnelle la plus fréquente, a savoir la maladie

de Willebrand (MW).

Mode¢les de saignement

Avant de pouvoir étudier le phénotype hémostatique des souris, il est important de bien cerner
les différentes méthodes qui permettent de caractériser au mieux cet aspect. Il existe beaucoup
de méthodes différentes, certaines propres a un seul laboratoire ou encore certaines adaptées a
une question particuliére comme c'est le cas des modeles de saignement articulaires pour
provoquer des hémarthroses chez les souris hémophiles dépourvues de facteur VIII (FVIII) ou
en facteur IX de la coagulation [5].

Certains mode¢les de saignement sont plus largement utilisés et sont répertoriés en Table 1 et
Figure 1. Les trois modeles les plus fréquents sont indiqués en gris dans le tableau et sont

détaillés ci-dessous.

Modele du "tail clip”
De loin le plus utilisé de par sa simplicité, ce modele consiste a couper I'extrémité de la queue
de la souris avec un scalpel ou une lame de rasoir puis a immerger la queue dans du NaCl 0,9%
a 37°C ou a absorber le sang sur un papier filtre [6]. Les paramétres mesurés sont: temps
nécessaire a l'arrét du saignement, quantité de sang perdu, nombre de re-saignements...Ce
modele qui implique la transection de tous les vaisseaux de la queue (veines et artéres) ne
nécessite aucun équipement spécial ni compétences chirurgicales, ce qui explique sa popularité.
C'est un modele que I'on peut qualifier de sévérité moyenne. Bien que ce modele soit trés utilisé,
il manque cruellement de standardisation ce qui peut compliquer les comparaisons entre
différentes études publiées [7-9]. En effet, la longueur du bout de queue amputée peut varier de
1 a 5 mm selon les laboratoires ou méme se faire a diameétre constant plutdt qu'a une longueur
pré-déterminée. Parmi les parametres qui peuvent également varier considérablement d’un
protocole a un autre figurent aussi le temps d’observation (entre 10 et 40 min), I'utilisation ou
non d'un tapis chauffant et la qualité¢ de la lame utilisée pour effectuer la coupure. Une lame
émoussée ou un mouvement de scie, plutot qu'un effet "guillotine", résultera davantage en un
¢crasement des vaisseaux plutdt qu'en une transection nette. Dans notre laboratoire, les lames

de rasoir sont changées systématiquement apres deux coupures. Il est & noter que ces parametres



sont trés rarement décrits dans les articles. L'anesthésiant utilisé est également une source
importante de variabilité avec par exemple des saignements plus importants lorsque les souris
sont anesthésiées par injection de kétamine/xylasine par rapport a une anesthésie gazeuse a
l'isoflurane (observations personnelles). Malgré toutes ces limites, ce modele reste tout a fait
pertinent car il permet de détecter facilement des défauts de coagulation ou de fonctions

plaquettaires.

Modele de transection de la veine latérale de la queue ou TVT
Dans un souci de pallier les problémes de variabilité du modele du "tail clip", un modele plus
standardis¢ a été mis au point, modéle qui implique une coupure trés précise d'une des deux
veines latérales de la queue des souris a une profondeur de 0,7 mm pour un diameétre de queue
de2,3mm[10, 11]. Le TVT (Tail Vein Transection) requiert I'acquisition de deux petites pieces
usinées afin de mesurer précisément le diamétre de la queue puis la profondeur de 0,7 mm, le
rendant un peu moins accessible que le tail clip. Le paramétre mesuré est la quantité de sang
perdu sur une période donnée (30-45 ou 60 min). C'est un modéle que I'on peut qualifier de
sévérité 1égere a modérée selon qu'on y incorpore ou non des €tapes de retrait du caillot formé
(challenge hémostatique) lorsque la souris ne saigne plus apres 15, 30 ou 45 min. L'avantage
de ce modele qui se déroule sous anesthésie gazeuse a l'isoflurane et sur souris maintenues a
37°C pendant toute la durée de l'expérience, est sa reproductibilité assez importante ce qui
permet de réduire le nombre de souris utilisées, en accord avec la régle des 3 "R" qui régit
l'expérimentation animale [12, 13]. Son utilité s'est avérée particuliecrement intéressante afin de
tester des agents pharmacologiques visant a corriger le saignement chez des souris (ou des rats)
avec défaut de coagulation [14, 15]. Il est également a noter que ce modele peut étre adapté
pour effectuer une coupure similaire mais au niveau de l'artére ventrale de la queue, représentant

alors un modele de transection artérielle ou TAT (Tail Artery Transection).

Modele de saignement de la veine saphéne
Ce mode¢le, exclusivement veineux, a été développé originalement pour tester 'effet de doses
faibles de FVIII dans des souris hémophiles [16]. Il se différencie assez nettement des deux
modeles précédents puisque ce ne sont pas les vaisseaux de la queue qui sont visés et qu'il
nécessite donc un minimum de compétences chirurgicales. En effet, la veine saphene de la
jambe de la souris doit étre exposée avant de réaliser une piqire avec la pointe d'une aiguille
de 23G au niveau de ce vaisseau. Le premier caillot formé est retiré puis une pointe fine de

ciseau est introduite dans la perforation pour I'agrandir sur 1 mm. A partir de cet instant, a



chaque fois qu'un caillot se forme, il est délicatement retiré (compresse ou autre matériel),
conduisant a un nouvel épisode de saignement, ceci pendant une période de 30 minutes. Le
parametre principal qui est mesuré est le nombre de caillots formés pendant cette durée
d'observation. Des paramétres secondaires peuvent aussi étre objectivés, tels que la durée totale
de saignement ou le temps moyen de saignement entre chaque caillot. Contrairement aux deux
modeles précédents, le saignement a lieu a l'air et non en milieu liquide et c'est la capacité des
souris a reformer des caillots aprés chaque challenge qui est mesurée. Dans notre expérience,
ce modele est plus sévere que les deux précédents. Il s'est avéré particulierement utile pour
tester 1'efficacité du ciblage des anticoagulants naturels ou encore l'effet d'anticoagulants oraux
puisqu'il n'est pas nécessaire d'effectuer un surdosage comme c'est le cas pour les autres

modeles [17, 18].

Comme précédemment mentionné, d'autres modeles existent mais sont généralement utilisés
de maniére plus anecdotique. Un des points critiques des modéles de saignement chez la souris
est de ne pas se laisser tromper par leur apparente facilité et ceci particulierement pour le modéle
du tail clip qui est simple a réaliser mais complexe a maitriser. De nombreux parametres
peuvent influencer les résultats, que ce soit I'anesthésiant, la température de la piece et/ou des
animaux, 1'état des lames de rasoirs, etc....En absence d'une standardisation universelle, il est
au moins recommandé de standardiser la technique dans son propre laboratoire, au risque de se
retrouver avec des résultats difficiles a interpréter. Chaque modéle a ses avantages et
inconvénients et le choix doit s'effectuer en fonction de la question posée. Par exemple, les
modeles de saignement veineux et artériels sont affectés de maniére assez similaire par les
défauts de la coagulation tandis que les défauts plaquettaires seront plus faciles a mettre en
¢vidence dans des modeéles qui incorporent une blessure artérielle [19]. Le test de plusieurs

modéles est évidemment a recommander.

Modéles murins de maladie de Willebrand (MW)

La MW représente non seulement la maladie hémorragique constitutionnelle la plus fréquente
mais aussi un challenge intéressant pour la recherche. En effet, de par son hétérogénéité
(nombreux type et sous-types, cf. Table 2), elle offre un vaste terrain de jeu en termes de
mécanismes physiopathologiques a déchiffrer. La MW est causée par des défauts quantitatifs
ou qualitatifs en facteur von Willebrand (FW), une protéine de I'hémostase primaire dont le role

principal est de promouvoir 1'adhésion et I'agrégation plaquettaire lors d'une bréche vasculaire



(Figure 2) [20]. Le FW est également impliqué dans la coagulation puisqu'il sert de protéine
chaperone au FVIII, ou facteur anti-hémophilique A, en le protégeant d'une clairance accélérée.
Protéine complexe de par sa taille, sa multimérisation ou encore la multiplicité de ses ligands,
le FW a vu 1'é¢tendue de ses fonctions s'allonger assez considérablement grace aux modeles
murins qui ont été développés au fil des ans (Table 3). Bien qu'il existe quelques modeles

spontanés [21], seuls les modeles génétiquement modifiés seront décrits ici.

Modele murin de MW de type 3 ou type sévere

La MW de type sévere est caractérisée par une absence quasi totale en FW et une forte réduction
en facteur VIII de la coagulation. Les souris déficientes en FW, générées dans les années 1990s
ont représenté le premier modéle murin génétiquement modifi¢ de MW [22]. Ces souris
reproduisent assez fidelement le phénotype clinique observé chez les patients et ont été trés
largement étudiées dans de nombreux laboratoires du monde entier. Ces souris saignent
abondamment dans les trois mode¢les de saignement décrits précédemment. Leur utilité en tant
que modele pré-clinique visant a tester de nouveaux traitements de la MW s'est par contre
avérée limitée en raison d'une barricre d'espéce importante. En effet, tous les traitements
potentiels & base de FW humain sont inefficaces chez cette souris puisque le FW humain
n'interagit pas avec les plaquettes murines et en particulier avec son récepteur plaquettaire, la
glycoprotéine (GP) Iba murine [23]. Par contre, ces souris ont pu étre utilisées pour tester un
traitement alternatif a base de plaquettes synthétiques [24] ou encore pour des études
préliminaires de thérapie génique de la MW [25, 26].

Les souris déficientes en FW ont été principalement utilisées pour mettre en évidence le role
du FW dans divers processus physiopathologiques au-dela de 1'hémostase tels que cancer,
l'athérosclérose, l'inflammation, I'angiogenése ou encore la prolifération néo-intimale [27-30].
Un autre aspect de la biologie du FW qui a pu étre déchiffré au moins partiellement grace aux
souris déficientes en FW concerne les mécanismes de clairance de la protéine avec
l'identification des domaines impliqués ainsi qu'un certain nombre de récepteurs cellulaires [31,

32].

Modeéles transitoires par injection hydrodynamique

La disponibilité des souris déficientes en FW a ouvert la voie a leur utilisation en tant que
modele dans lequel introduire rapidement différentes mutations désirées. En effet, en
introduisant dans ces souris un plasmide codant pour le FW murin et comprenant n'importe

quelle variation génétique, il est possible de faire exprimer la protéine correspondante par les



hépatocytes de la souris. Le plasmide en question doit étre administré par injection
hydrodynamique, une technique visant a injecter par voie intraveineuse un trés large volume
correspondant a 10% du poids de la souris (i.e. 2 ml pour une souris de 20 g). Si I'injection est
faite rapidement, il se produit une hyperpression au niveau de 1’oreillette droite, entrainant un
reflux dans les veines sus-hépatiques, permettant un contact de la solution avec le parenchyme
hépatique, résultant en une transfection in vivo des hépatocytes [33]. Cette approche a été
utilisée avec succes afin de faire produire aux souris déficientes en FW divers FW mutés,
permettant ainsi d'étudier les relations structure-fonctions du FW in vivo, et d'identifier les
résidus/régions les plus importantes dans sa fonction hémostatique [34-36].

Ce modele offre 1'avantage de tester rapidement diverses mutations mais il a aussi un certain
nombre de limites puisque I'expression de la protéine désirée est transitoire (environ 2 semaines)
et I'expression est limitée aux hépatocytes. Dans le cas du FW qui est normalement produit par
les cellules endothéliales et les mégacaryocytes, cela résulte en une expression
supraphysiologique (>100%) restreinte au compartiment plasmatique [37].

Malgré ces limites, ce modele a été utilisé pour reproduire différents types/sous-types de MW.
Le type 1, caractérisée par un défaut quantitatif partiel en FW, a ét¢ modélisé par I'expression
indépendante de deux mutations communément retrouvées dans le type 1 de MW, (p.R1205H)
et (p.Y1584C) [38]. Le sous-type 2A de MW, caractérisé par une augmentation de dégradation
du FW par sa protéase ADAMTS13 et résultant en une perte d'interaction avec les plaquettes a
quant a lui été modélisé par I'expression de la mutation (p.R1597W) [39]. Et enfin, le sous-type
2N de la MW caractérisé par une perte d'interaction entre le FW et le FVIII a été modélisé par
I'expression indépendante de trois mutations (p.R763A), (p.R854Q) et (p.R816W) [40].
L’injection hydrodynamique permet également de reproduire 1’effet dominant négatif propre
aux variants du FW, surtout ceux qui affectent les processus de dimérisation ou de
multimérisation, comme nous l'avons démontré grace a I’expression d'un FW portant une large
délétion respectant le cadre de lecture (p.P1127 C1948delinsR) [41]. Dans chacun de ces cas,
le phénotype clinique observé chez les patients a pu étre reproduit et ces modeles ont permis
d'¢lucider les mécanismes par lesquels ces mutations conduisaient a leur effet pathogéne,
soulignant l'utilit¢ de cette technique peu cofiteuse par rapport a la création d'une souris
transgénique. En ce qui concerne le dernier cas cité (I'expression du FW avec délétion), le
modele d'injection hydrodynamique a aussi été utilisé pour tester des approches correctives par
ARN interférent ou par ciblage génétique, servant de premiere preuve de concept a une prise

en charge personnalisée de la MW [41].



Modeles murins de MW 2B

La MW 2B représente un sous-type unique de MW car c'est le seul sous-type qui peut étre
associé¢ a une thrombopénie [42]. Elle résulte de mutations gain de fonction sur la séquence du
FW, mutations qui augmentent l'affinit¢é du FW pour les plaquettes [43]. Selon les mutations,
le phénotype clinique de la maladie est plus ou moins sévere. Une des mutations causales de la
MW de type 2B, (p.V1316M) a ainsi été choisie pour créer un modele de souris avec MW de
type 2B afin de mieux en comprendre les mécanismes physiopathologiques sous-jacents. Cette
mutation a été exprimée d'abord par injection hydrodynamique puis par une approche de
recombinaison homologue classique afin de l'introduire dans la séquence du FW de souris [44-
46]. Ces différents modeles ont permis de mettre en évidence qu'au-dela de la thrombopénie,
une thrombopathie était également présente et pouvait contribuer au phénotype hémorragique
[47, 48]. Les mécanismes expliquant la thrombopénie ont également pu étre étudiés grace a ces
modeles murins, démontrant a la fois une cause périphérique de clairance des plaquettes et une
cause centrale avec un défaut de mégacaryocytopoiese dii a une activation constitutive de la
voie RhoA/LIMK/cofilin et une désorganisation de l'actine [49, 50]. Récemment, afin de
s'affranchir des problémes de barriere d'espece, la méme mutation a été introduite chez une
souris partiellement humanisée pour le FW et humanisée pour le récepteur plaquettaire du FW,
la GPIba [51]. Ce nouveau modele a confirmé les résultats de mégacaryocytopoiése aberrante
mais a surtout permis de tester I'effet d'un anticorps monoclonal bloquant I'interaction FW-
GPIba comme une approche thérapeutique possible afin de restaurer la mégacaryocytopoiese

et améliorer le compte plaquettaire [51].

Modeles murins de MW 2M

La MW de sous-type 2M est caractérisée par un défaut d'interaction, soit avec la GPIba, soit
avec le collagéne sous-endothélial dont il existe plusieurs types, les collagenes I, III, IV et VL.
Afin d'étudier l'importance de l'interaction entre le FW et le collagéne IV, une souris
transgénique exprimant la mutation la plus fréquemment identifiée chez I'homme et induisant
une perte de cette interaction (p.R1399H) a été générée [52]. Les souris exprimant ce variant
ont montré une augmentation modérée du saignement, suggérant que la présence du variant a
le potentiel d'exacerber une symptomatologie hémorragique [52].

Un second modele murin transgénique exprimant une mutation de type 2M, la mutation
(p.K1362A) connue pour fortement affecter la liaison entre le FW et la GPIba, a aussi été

généré. Contrairement a beaucoup d'autres mutations citées, celle-ci n'a pas été¢ identifié chez

10



un patient avec MW mais par des études de mutagenese dans des modeles cellulaires [53]. Cette
mutation avait déja été étudiée par injection hydrodynamique et avait montré un profil
hémorragique, soulignant bien l'importance de l'interaction FW-GPIba [54]. La souris
transgénique a révélé un phénotype trés surprenant avec une absence totale d'expression de la
protéine mutée [55], ce qui n'avait pas été le cas ni dans les expériences in vitro ou la protéine
recombinante mutée avait été produite normalement par les cellules HEK (human embryonic
kidney), ni apres injection hydrodynamique ou la protéine avait aussi été produite normalement
par les hépatocytes. Aucune réelle explication a ce phénomene inattendu n'a pu étre proposée

[55].

Modeéle murin de MW 2N

Récemment, une souris transgénique exprimant un FW muté en position 785 (p.G785E) a été
créée par la technique des ciseaux moléculaires CRISPR/Cas9 [56]. Cette mutation est connue
pour abolir 1'interaction entre le FW et le FVIII, conduisant au sous-type 2N de la MW chez
I'homme. Les souris ainsi générées expriment un taux normal de FW mais des taux tres réduits
en FVIII, reproduisant ainsi le phénotype clinique des patients. Le phénotype hémorragique de
ces souris MW 2N a été étudié par l'intermédiaire de plusieurs modeles, le tail clip, le TVT ou
le TAT. De maniere intéressante, les souris MW 2N n'ont pas saigné dans les modeles de TVT
ou de TAT mais ont saigné de maniére importante apres tail clip [56]. Cette étude souligne
l'importance d'utiliser plusieurs modeles de saignement pour pouvoir conclure sur le phénotype
hémorragique d'un modele murin. Ce modéle de souris MW 2N peut en tous cas s'avérer
extrémement utile pour étudier les propriétés biologiques du complexe FW/FVIII en hémostase

aussi bien que dans d'autres domaines.

Modeles murins humanisés pour le FW

Du fait de la barriére d'espéce entre FW et GPIba plaquettaire précédemment mentionnée,
l'utilité¢ des modeles murins de MW a longtemps été limitée a des problématiques de recherche
sans pouvoir prendre avantage de ces modeles pour une visée plus thérapeutique. Au fil des
années, des modeles partiellement humanisés ont été¢ développés afin de pallier a cette limite.
La problématique rencontrée est qu'il faut humaniser a la fois le FW mais aussi la GPIba.. Selon

la question posée, c'est ainsi que divers modeles ont vu le jour.

1- Modele avec simple mutation humanisée (p.R1326H)
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Dans cette étude, les auteurs avaient pour but de tester 'effet in vivo d'agents anti-plaquettaires
mais ceux-ci étant dirigés contre les plaquettes humaines, il était nécessaire de développer un
modele permettant d'infuser des plaquettes humaines dans une souris et que ces plaquettes
remplissent normalement leur fonction hémostatique. Grace a des études de modélisation, ils
ont pu identifier un unique résidu sur le FW de souris qui pouvait étre remplacé par son
équivalent humain et ainsi court-circuiter la barriere d'espece. En substituant l'arginine en
position 1326 du FW murin par une histidine normalement présente dans le FW humain a cette
méme position, ils ont obtenu une souris transgénique dont le FW n'interagissait plus avec les
plaquettes de souris mais au contraire reconnaissait désormais les plaquettes humaines [57].
L'effet anti-thrombotique de plusieurs agents anti-plaquettaires a ainsi pu étre étudié dans ce

modele [58].

2- Modele humanisé avec domaine A1 murin
La problématique inverse, c'est-a-dire le désir de tester des approches antithrombotiques ciblées
sur le FW avec des outils reconnaissant spécifiquement la protéine humaine a poussé vers le
développement de modeles partiellement humanisés dans lesquels du FW chimérique
humain/murin a été exprimé. Dans une premiére étude parue en 2012, du FW humain mais dont
le domaine A1 (domaine contenant le site de liaison a la GPIba) a été conservé d'origine murine,
a été exprimé dans des souris déficientes en FW par injection hydrodynamique. Grace a ce
modele, l'effet d'anticorps monoclonaux ciblant les interactions entre le FW et le collagéne ou
entre le FW et la GPIIbllla plaquettaire a pu €tre évalué¢ dans des mod¢les de thrombose in vivo
[59]. Par contre, le fait que le domaine A1 soit d'origine murine représente un handicap certain

pour tester des agents anti-FW humain bloquant 1'interaction FW-GPIba.

3- Modeéles avec exon 28 humanisé
En miroir avec le mod¢le précédent, une souris transgénique a été créée en 2018, exprimant un
FW murin mais dont I'exon 28, codant pour les domaines Al et A2 du FW est d'origine humaine.
En humanisant également la GPIba dans ce mode¢le, les auteurs ont ainsi généré une souris
totalement humanisée en termes d'interaction FW-GPIba [60]. Toutes les combinaisons
humaines/murines de cette interaction sont également décrites dans cette publication,
permettant aux auteurs de caractériser de maniére fine les mécanismes de régulation de cette

interaction cruciale lors de I'hémostase primaire. Ce modele offre surtout la possibilité de tester
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l'inhibition pharmacologique de cette interaction en étant au plus prés de la physiopathologie
humaine.

Ce modele représente aussi une plateforme permettant d'introduire des mutations identifiées au
niveau de I'exon 28 du FW chez des patients avec MW, en respectant le contexte "humain".
C'est d'ailleurs ce qui a été fait pour la mutation provoquant une MW de type 2B décrite plus
haut [51]. Un second exemple de mutation testée dans ce modele est le variant génétique
(p.D1724H), qui est associ¢ a une diminution de la fonction du FW in vitro sans réelle
conséquence hémorragique chez 'homme. Afin de mieux comprendre le role exact de ce résidu,
les auteurs ont introduit ce variant chez les souris humanisées pour I'exon 28 et n'ont mis en
évidence aucun phénotype hémorragique, confirmant que ce variant est en fait non pathogene

[61].

4- Modeéles totalement humanisés
Tous les modeles humanisés précédemment cités le sont uniquement partiellement. I s'agit en
fait de FW chimériques humains/murins. Notre laboratoire a donc souhaité développer de
nouveaux modeles complétement humanisés en faisant exprimer les ADNc du FW humain et
de la GPIba humaine sous le contrdle respectif de leurs promoteurs endogénes murins, tout en
invalidant les génes murins. Ces deux souris individuelles ayant été générées, elles ont ensuite
été¢ croisées ensemble. Ce modele, non encore publié, s'est révélé assez surprenant car
l'expression du FW a plafonné autour de 12-15% alors qu'aucune mutation n'avait été introduite
dans la séquence et qu'une expression de 100% était attendue. Il est possible que 1'absence de
séquences régulatrices potentiellement présentes au niveau des introns ait joué¢ un réle dans
cette expression suboptimale. Finalement nous avons donc généré un modele de MW de type 1
avec une multimérisation normale. Ces souris ne saignent pas du tout dans un modele de TVT
mais expriment un phénotype légérement hémorragique dans les modeles de tail clip et de la
veine saphéne, phénotype qui est corrigé par I'administration de FW recombinant humain.
Grace a ce modele, nous avons désormais la capacit¢ de tester diverses approches

thérapeutiques visant @ mieux prendre en charge les patients avec MW.

Conclusion
Les modeles techniques permettant d'évaluer I'hémostase et les modeles de souris transgéniques
reproduisant des pathologies hémorragiques sont absolument indissociables les uns des autres.

Les premiers ont évolué et se sont raffinés au fur et a mesure que les seconds ont ét¢ développés.
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Selon le lit vasculaire et l'expression locale des différentes protéines de la coagulation, les
résultats peuvent s'avérer tres différents et tre plus ou moins sensibles a I'effet recherché. Pour
certains modeles murins tels que les modeles d'hémophilie A ou B, un phénotype hémorragique
est observé dans quasiment tous les cas de figure. Pour la MW, en fonction des types/sous-
types, un nouveau challenge se présente a chaque fois sur la meilleure maniere de mettre en
évidence le phénotype hémorragique observé chez les patients. Les modeles de MW se sont
multipliés depuis la souris déficiente en FW, publi¢e il y a 25 ans, mais c'est pour mieux
modéliser la complexité de cette pathologie. Méme dans I'état actuel des choses avec ces
multiples modeles, cela reste complexe de tirer des conclusions définitives. En effet, pour ne
citer que l'exemple de la MW 2B, les observations faites chez la souris portant la mutation
(p.-VI316M) ne sont pas applicables a toutes les mutations conduisant a une MW 2B.
Auparavant, des protéines recombinantes étaient produites de manicre a examiner l'effet de
chaque mutation. Il n'est évidemment pas possible de générer une souris transgénique pour
chaque variant génétique du FW et c'est pourquoi les modéles par injection hydrodynamiques,
aussi imparfaits soient-ils, offrent de gros avantages dans le cadre de la MW. Dans leur
ensemble, les modeles murins de MW ont énormément contribué a élargir notre connaissance

sur le FW et sur les mécanismes physiopathologiques de la MW.
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Table 1: Mod¢les de saignement chez la souris (d'aprés Vaezzadeh et al, [19]) avec en gris, les

modeles les plus fréquemment utilisés et discutés dans le manuscrit

Modgéle de Lésion artérielle Lésion veineuse Lésion
blessure/localisation microvasculaire
de la lésion

"Tail clip" Oui Oui Oui
Cuticule Oui Oui Oui
Veine latérale de la Non Oui Oui
queue

Veine linguale Non Oui Non
Veine saphéne Non Oui Non
Artére saphéne Oui Non Non
Rein Non Non Oui
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Table 2: Types et sous-types de maladie de Willebrand et mécanismes physiopathologiques sous-jacents

Classification de la MW MW Normal
«Low» |Le VWF est fonctionnel, mais sa concentration est réduite (30-50%) low
1 |Le VWEF est fonctionnel, mais en quantité insuffisante (5-30%) type 1
3 |Absence quasi-totale de VWF (<5%) type 3
A Le VWF n’est pas multimérisé correctement (trop petit) en raison d’une =
synthése anormale ou d’une dégradation augmentée (ou les deux) type 2A :::N
Le VWF se lie spontanément aux plaquettes dans la circulation: effets - ® @
2B ) i : . type 2B % # '}t
sur la production, la clairance et la fonction plaquettaire . 4) @? a
.y . \ © @ ;’4. -
M Le VWEF a perdu la capacité de se'her aux plaquettes ou au collageéne et type 2M # ™~ B
ne peut donc plus assurer sa fonction normale & N SFO@
Le VWF ne se lie plus au facteur VIII: clairance accélérée du FVIII et @
2N o " . type 2N
symptomes proches de ceux de I’hémophilie A \ ‘




Table 3: Listes des différents modeles murins de MW et applications.

Modele
FW Mutation GPIba | Type Applications Réf.
MW
Murin Délétion  totale Mu 3 - Etude de la clairance du FW [21,
due au ciblage - Etudes du role du FW dans 1'athérosclérose, la formation du thrombus, le | 25,
des exons 4-5 purpura thrombotique thrombocytopénique, les métastases cancéreuses, | 26,
l'angiogénese, l'inflammation, les accidents vasculaires cérébraux, la néo- | 29,
intima... 30]
- Création de mode¢les transitoires de MW
- Modgele pour tester la thérapie génique dans la MW
Murin p.-R1326H Mu - Ne se lie pas aux plaquettes murines mais uniquement aux plaquettes | [57]
humaines: mod¢le pour tester des agents anti-plaquettaires humains
Murin p.V1316M Mu 2B | Effet de l'interaction spontanée FW-GPIba sur le phénotype hémorragique, | [44,
la fonction plaquettaire et la mégacaryopoiese 43,
50]
Murin avec exon | p.V1316M Hu 2B Effet de I'interaction spontanée FW-GPIba sur la mégacaryopoiése et test | [51]
28 humain d'un anticorps inhibant cette interaction
Murin p-R1399H Mu 2M Etude de l'effet d'une liaison anormale entre le FW et le collagéne 1V: | [52]
phénotype hémorragique modeste
Murin p.K1362A Mu 2M | Etude du mécanisme physiopathologique: Absence d'expression du FW qui | [55]
semble spécifique au modéele murin
Murin p.G785E Mu 2N Etude du mécanisme physiopathologique: Phénotype hémorragique évalué | [56]
(CRISPR/Cas9) dans plusieurs mode¢les de saignement
Murin avec exon | Aucune mutation Hu - Modéle humanisé pour l'interaction FW-GPIba afin de tester l'inhibition | [60]
28 humain pharmacologique de cette interaction
Murin avec exon | p.D1724H Hu - Etude du mécanisme physiopathologique: variant génétique identifié | [61]

28 humain

comme non pathogeéne
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Humain Aucune mutation Hu 1 Expression réduite du FW (12-15%): modéle de type 1 de MW afin de tester | Non
de nouvelles approches thérapeutiques publié

Murin Multiples Mu Variés | - Mod¢les transitoires ayant permis d'identifier le role de résidus importants | [34-

Injections pour la fonction du FW ou divers mécanismes physiopathologiques 36,

hydrodynamiques - Modgle utilisé pour tester une approche de correction génétique ou d'ARN | 38-

interférence 41,

45-

47,

49,

54,

59]

FW : facteur von Willebrand, GP : glycoprotéine, Hu : humain, Mu : murin, MW : maladie de Willebrand
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Figure 1: Modé¢les couramment utilisés pour évaluer le saignement chez la souris ainsi que parametres mesurés
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Figure 2: A: Structure du FW avec domaines de liaison FVIII: Facteur VIII; GPIba: Glycoprotéine Iba, Coll: collagéne, GPIIblIla: Glycoprotéine

IIbIIIa. B: Role du FW dans l'adhésion et I'agrégation plaquettaire lors d'une breéche vasculaire
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