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I.  INTRODUCTION

1.1. Définition

L’hémophilie A est une maladie hémorragique constitutionnelle a transmission récessive liée
au sexe, due a une anomalie de la coagulation sanguine en rapport avec un deficit en facteur
VI (F VI responsable d’un défaut qualitatif et/ou quantitatif en F VI1I( HA) circulants[2].
Cette pathologie touche principalement les garcons a une fréquence de 1/ 5 000 naissances
masculines [3]. Les femmes conductrices de la maladie sont en général asymptomatiques.
Les cas de filles atteintes d’hémophilie A sont exceptionnels.
Dans environ 25 % des cas, I’hémophilie apparait de fagon sporadique (antécédents familiaux
méconnus, mutation de novo).
Le diagnostic repose sur la mesure de I’activité coagulante (méthode chromo génique
Et chronométriques) et de I’activité antigénique. Le diagnostic génotypique est réservé aux
formes séveres. Seule la suspicion de formes séveres d’hémophilie peut justifier un diagnostic
anténatal.
Les manifestations cliniques au cours de 1’hémophilie (hémarthroses, hématomes,
hémorragies) sont fonction de I’intensité du déficit en facteur (sévére, modéré ou mineur).
La classification de la sévérité clinique de ’hémophilie A ou B repose sur la mesure du taux
plasmatique du facteur de coagulation déficitaire selon la classification redéfinie par
le sous-comité du FVIII et FIX de [I'International Society of Thromboses and Haemostasis
(ISTH) 2001 :

* Hémophilie sévere A ou B: Taux de FVIII ou FIX respectivement <01%

* Hémophilie modérée A ou B: Taux de FVIII ou FIX respectivement compris entre

01% - 05%
* Hémophilie mineure A ou B: Taux de FVIII ou FIX respectivement compris entre
> 5% - <40%

Le traitement substitutif actuel de I’hémophilie A fait appel aux concentrés de FVIII.
Actuellement, la complication iatrogene majeure de 1’hémophilie est le développement d’allo
anticorps inhibiteurs dirigés contre le facteur perfusé, compromettant ainsi ’efficacité du
traitement. Cette complication touche principalement 1’hémophile A, avec le développement
d’inhibiteurs anti-FVIII. Les anticorps inhibiteurs anti-FIX développés chez I’hémophile B
sont plus rares et beaucoup moins étudiés.
La prévalence des inhibiteurs chez I’hémophile A est variable selon les études. Cette

prévalence est de ’ordre de 15 a 30 %. Les hémophiles séveres ont un risque quatre fois plus



important de développer un inhibiteur que les hémophiles modérés-mineurs. Leur apparition
est en général précoce dans la vie d’un hémophile, des les premieres injections de FVIII
thérapeutique. lls apparaissent souvent dans les 50 premiers jours cumulés en présence de
I’antigéne (JCPA).

L’apparition d’un anticorps inhibiteur marque un tournant dans la vie d’un hémophile. En
effet, I’'impact est a la fois médical, psychologique, social et économique.

La détection de ces anticorps inhibiteurs fait partie du suivi biologique classique d’un
hémophile.

Les méthodes de détection de ces anticorps au laboratoire de biologie médicale sont basées
sur des tests allant des plus simples, disponibles dans tous les laboratoires de biologie

médicale, aux tests beaucoup plus spécifiques et réservés a certains laboratoires spécialisés.

1.2.Historique :

Le mot « Hémophilie », qui vient du grec haemo-philia, c’est-a-dire :« Attirance pour le
sang», est en fait un raccourci du mot haemorrhaphilia qui veut dire « attirance pour les

saignements».

La premiére trace écrite de conditions hémorragiques sévéres évoquant probablement une
hémophilie se trouve dans le Talmud babylonien du lle siécle avant J.-C. Il y est indiqué que
le troisieme enfant d'une fratrie ou déja deux garcons sont décedés de complications

hémorragiques aprés circoncision doit étre lui-méme exempté de circoncision. [4]

Le terme méme d'hémophilie est habituellement attribué & Schonlein, d'aprés les écrits de 1'un
de ses etudiants, Friedrich Ho pff, qui en fit son sujet de these en 1828 [5], alors que la
premiére description précise de la maladie est due a Otto (Otto 1803) en 1803 [6] et a Nasse

qui, en 1820, postula le mode de transmission de 1’hémophilie (Nasse 1820).

Sous l'angle physiopathologique, la responsabilité du systeme de coagulation a été établie par
Georges Hayem dés la fin du XIX siécle [7]. L'existence de différents types d'hémophilies fut
suggérée en 1944 [8] et confirmée quelques années plus tard par Biggs [9] qui décrivit
I'hnémophilie B, due a un défaut du facteur IX, alors que I'nemophilie classique est due a un
défaut du facteur VIII. Les facteurs VIII (ou anti hémophilique A) et IX (ou anti
hémophilique B) ont ainsi, jusqu'aux années 80, été définis seulement par leur fonction, et par

I'effet de leur présence ou absence sur le systéeme de coagulation. Ce n'est que récemment que



des progres décisifs concernant leur synthése et leur structure moléculaire ont été accomplis

grace a la génétique moléculaire.
1.3.Epidemiologie
L’hémophilie est une maladie ubiquitaire et génétique qui concerne un gargon sur 5000 a

10000, avec une fréquence prédominante pour I’hémophilie A (pourcentage de 80 a 85%)

contre (15 a 20%) seulement pour I’hémophilie B.

En Europe il existe environ 60000 hémophiles, dont :
- 5000 personnes en France,

- Plus de 700 en suisse,

- Presque 20000 en Angleterre.

En Belgique on dénombre 1000 [10].

En Algérie le registre national du ministére de la santé a recensé 1435 hémophiles en I’année
2012 [11] et 2300 cas en 2016 [92]



PROBLEMATIQUE

La survenue d'un inhibiteur dirigé contre le facteur VIII est considérée actuellement comme

I’une des plus séricuses complications du traitement substitutif de I'hnémophilie A.

En compromettant a des degrés divers l'efficacité des fractions anti-hémophiliques, ces
inhibiteurs empéchent en effet considérablement la prise en charge thérapeutique de ces
malades. Le pronostic fonctionnel est ainsi particulierement compromis sans parler du
pronostic vital puisque lI'on considérait il y a une dizaine d'années que la présence d'un

inhibiteur multipliait par cinq le risque de déceés.

Les traitements visant a établir un état de tolérance immune parfois institués lors de la
détection d'un inhibiteur sont contraignants et pas toujours efficaces. Leurs modalités mémes
(fortes doses, faibles doses) n'en sont toujours pas clairement établies. L'utilisation des
fractions dites « activées » méme dans leur forme la plus élaborée pose un certain nombre de
problemes et n'offre pas la méme garantie d'efficacité et de securité que les concentrés de
facteur VIII. Les hémophiles porteurs d'un anticorps puissant peuvent ainsi se trouver écartés
des progres thérapeutiques auxquels ont acces les hémophiles sans inhibiteur, tel par exemple
le recours a la chirurgie orthopédique ou les traitements prophylactiques. C’est pourquoi la
question des inhibiteurs mobilise toujours particulierement 1’attention des cliniciens et
biologistes dont la recherche et le titrage permettent d’instaurer une attitude thérapeutique
adaptée et une prise en charge rigoureuse afin d’éviter des complications dramatiques mettant

en jeu le pronostic vital.

L’apparition des inhibiteurs est due a I’interaction, voire la synergie, de nombreux facteurs de
risque qui peuvent étre d’une part intrinséques et donc propres au patient lui-méme, et d’autre
part extrinseques dépendants des modalités thérapeutiques (type de F VIII administré, dosage

ou mode d’administration, I’age a la premiére exposition), ou méme a I’environnement.



I11.  OBJECTIFS

- Déterminer la prévalence des inhibiteurs anti-FVIII chez les hémophiles séveéres
suivis aux Services d’Hématologie clinique et de pédiatrie du Centre Hospitalo-
universitaire de Tlemcen.

- Mise au point des techniques de détection des inhibiteurs anti-FVII1.

- Etude de I’influence de certains facteurs de risques sur le développement
d’inhibiteurs : - sévérité de la pathologie - modalités des traitements substitutifs

-facteurs individuels (introduction de [1’étude génétique réalisée

en 2013 sur quelques hémophiles suivis au CHU Tlemcen)

10



V.

RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
IV.1. L'HEMOPHILIE A
IV.1.1. Gene du FVIII et la protéine correspondante

1V.1.1.1. Géne

Le géne du facteur VI (FVI1II), est situé sur I’extrémité distale du bras long du chromosome
X en position Xg28. Le gene F8 a été cloné en 1984 [87].11 s’étend sur 186kb et comprends
26 exons de taille allant de 69 a 3106 paires de bases (Pb) séparés par 25 introns allant de 207
a 32400 Pb. L'intron 22, de tres grande taille, contient deux génes indépendants, F8A et F8B

(Figure 1)[88].
Régions régulatrices :

-1,2 kb en 5° du geéne permet 1’expression du géne in vitro et contient différents sites de

liaison de facteurs agissant en cis et spécifiques du foie (HNF-1, C/EBPa et b et DBP).

- Transcription débute —170 bp en 5° du codon ATG (Met —19).

- Séquence GATAAA typique de «!' TATA box!» a 200 bp en 5’ du codon ATG.

- 1,8 kb en 3’ du geéne non transcrit avant un signal de polyadénylation (AATAAA).

Introns :

- Séquences de 0,2 & 32 kb (intron 22).

- Intron 22 contient 2 éléments génétiques distincts de F8C, F8A (int22h-1) et F8B.

F8A est un geéne transcrit en sens opposé a F8C, F8B est transcrit dans le méme sens que
F8C. Le role des polypeptides codés par FSA et F8B non déterminé, leur délétion n’affecte
pas le développement ou la croissance chez la souris.

- Intron 1 contient 1 elément génétique distinct de F8 d’environ 1kb, int1h-1

Exons : Séquences de 69 a 262 bp sauf exons 26 et 14 respectivement de 2 et 3,1 kb. [12]

11
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Figure 1:Localisation chromosomique et structure du géne du Facteur VIIl.

Le gene du FVI1II est localisé sur le chromosome X (A), approximativement a 100 kb du gter (B). Le gene contient 186 kb et
contient 26 exons (C). Deux génes sont localisés dans I’intron 22: F8A et F8B. F8B utilise I’exon 23 comme second exon

D).

1VV.1.1.2. Biosynthése du facteur VIII

Le facteur VIII ¢ ou facteur anti-hémophilique A est une glycoprotéine contenue dans le

plasma a I'état de traces, jouant un réle de cofacteur dans la coagulation

Le facteur VIII c est synthétisé sous forme d’un précurseur protéique de 330 ka.

12



La source principale du facteur VIII semble étre le foie (Win, Kelly et al. 1985; Levin son,
Kennewick et al 1992; Figueiredo and Brown Lee 1995). L'utilisation des anticorps
monoclonaux a prouvé le role essentiel de I'hépatocyte dans cette synthése. Par contre,
l'augmentation du taux de facteur VIII dans les insuffisances hépatocellulaires, suppose
d'autres sources. En effet, ceci a pu étre confirmé par la mise en évidence de 'ARNm de ce
facteur au niveau d'autres organes, en particulier, le rein, la rate et au niveau des
lymphocytes(Goth, Hathaway et al. 1974).les cellules endothéliales pulmonaires de la

microcirculation produisent du FVIII (Jacquemin et al, Blood, 2006).

L'ADN code pour un polypeptide de 2351 acides aminés qui perd son peptide signal de 19
acides aminés au cours du passage dans le réticulum endoplasmique ou s'effectue sa
glycosylation (Figure 2). Une fraction du FVIII fixé a des protéines du réticulum
endoplasmique (Dorner, Bole et al. 1987) est dégradée ; l'autre partie transite vers I'appareil
de Golgi ou s'effectuent les modifications post-traductionnelles: O-glycosylations, N-
glycosylations, sulfatations et le clivage de la protéine de 330 ka en une chaine Iégere de 80
ka et une chaine lourde de 210 ka (Dorner, Bole et al. 1987). La formation de complexes
circulants actifs dépend alors de la présence du facteur Von Willebrand (VWF) qui associe les

deux chaines libres.

Le FVIII est une protéine de I'inflammation et sa synthése est amplifiée lors de syndromes

inflammatoires.

Dans le plasma, il circule sous forme d'un dimere stabilisé par le facteur de Von
WILLEBRAND. [13]

13
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Figure 2: Synthése et sécrétion du FVIII



SITES DE MODIFICATIONS POST-
TRADUCTIONNELLES DU FACTEUR VIII
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Figure 3: Sites de modifications post-traductionnelles du facteur FVIII

1VV.1.1.3. Structure du facteur FVIII

L’ARNm code pour un polypeptide de 2351 acides aminés (AA); ce polypeptide est
constitué d’un peptide signal de 19 AA, qui sera clivé lors de la sécrétion, et d’une protéine
mature de 2332 AA. Le poids moléculaire du FVIII mature est d’environ 285 kDa. La
protéine de FVIII est organisée en domaines (Figure 4) suivant le motif : Al-al-A2-a2-B-a3-
A3-C1-C2 [88] .Les 3 domaines A contiennent environ 330 AA chacun, ont une homologie
de séquence entre eux d’approximativement 30-40%, et présentent 35% d’homologie de
structure avec le Facteur V (FV) et la céruloplasmine (proteine de transport du cuivre). Les
domaines A sont interconnectés par des peptides linker courts (al, a2, a3) [89], appelés
régions acides du fait de leur richesse en résidus acide .Les domaines C sont plus petits, avec
environ 150 AA ; ils sont structurellement homologues au domaine C du FV et a la lectine
discoidine de type L.E. Le domaine B central est extrémement glycosylé, sensible a la
protéolyse, non indispensable a la fonction coagulante, mais posséde un réle dans la sécrétion

de la protéine. Il contr6lerait I'action d'effecteurs dans les phases de la coagulation sanguine
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(Fijnvandraat, Berntop et al. 1997). Dés que le FVIII est synthétise, il est clivé en une série
d'hétéro dimeres possédant une chaine légere (80 kda) faite des domaines A3, C1, C2, et une
chaine lourde (92 kDa et plus) correspondant aux domaines Al, A2 et d'une portion variable
du domaine B. Ces deux chaines sont réunies par des ponts calcium. Le FVIII est lié au VWF
par l'extrémité N-terminale de la chaine Iégere et aux phospholipides par l'extrémité C-
terminale de cette méme chaine. Sous l'action de la thrombine et plus accessoirement du
facteur Xa, le FVIII est activé en FVIIla, qui se présente comme un hétéro trimere compose
d'un fragment de 54 kDa (globalement Al), 44 kDa (A2) et 72 kDa (A3, C1, C2). Cette
molécule est trés instable et se dégrade rapidement sous l'action de la protéine C activée et de
la dissociation des sous unités. Elle perd ainsi son activité pro coagulante.

Le FVIII possede 23 résidus cystéine dont 19 sont répartis dans les domaines A et C a des
positions identiques d'un domaine homologue a l'autre, suggérant la formation de ponts

disulfures équivalents dans chacun de ces domaines.
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Figure 4 : Structure du FVIII

Domaine Acide Aminé Site de liaison pour Référence

Al Cys 310 CUs+ Tagliavacca 1997
Al 337-372 FX Lapan 1997

Al 337-372 A2 Fay 1993

A2 FIXa Lollar 1994

A2 558-565 FIXa Fay 1994

A3 1675-1684 Vwf Foster 1990

A3 1811-1818 FIX Lenting 1996




C2 2009-2018 Protéine C Walker 1990
C2 2303-2324 Phospholipides Gilbert 1995
Cc2 2308-2312 Vwf Shima 1995

C2 372, 740, 1689 Clivage par thrombine | Esmon 1996

Tableau 1: Structure/fonction du FVIII

1VV.1.1.4. Activation et inactivation du facteur VIII

L'activité du FVIII plasmatique est régulée par de nombreuses protéines. Le FVIII peut étre
activé par la thrombine (Figure 5), le Facteur X activé (FXa) et le Facteur 1X activé (FIXa), et

inactivé par la protéine C activée (APC) (

figure 5). L'augmentation brutale de l'activité procoagulante observée aprés action de la
thrombine est liée a la protéolyse de la chaine lourde du FVIII pour former un complexe actif
composé de fragments de 70, 50 et 45 kDa (figure 5). Des études ont été réalisées pour
déterminer les sites de clivage du FVIII par la thrombine. Ainsi, la mutation des arginines en
position 740 et 1648 empéche la libération du domaine B par protéolyse (O'Brien, Johnson et
al. 1992), rendant impossible la formation des polypeptides caractéristiques de 90 et 80 kDa.
Cette derniére mutation n‘altére pas l'activation du FVIII in vivo. Ainsi, la scission du
domaine B n'est-elle pas une étape préalable et indispensable a I'activation du FVIII.

Cependant, lorsque les sites 372 (domaine A2) et 1689 (domaine A3) sont mutés, la
thrombine est incapable de protéolyser la protéine et le FVIII n'est pas activable par cet
effecteur (Shima, Ware et al. 1989). De plus, si un seul de ces deux sites est modifie,
I'activation est impossible. Enfin, I'némophilie sévére observée chez certains patients dont la
structure du FVIII différe par une substitution de I'arginine 1689 en cystéine ou de l'arginine

372 en histidine confirme I'importance de ces sites de clivage.

La thrombine et le FXa coupent les chaines lourdes du FVIII apres l'arginine 740 pour
engendrer un polypeptide de 90 kDa. Ce polypeptide est ensuite protéolysé apres le résidu
372 en deux fragments de 50 (domaine Al) et 45 kDa (domaine A2). La chaine légere du
FVIII est ensuite clivée en position 1689 par la thrombine et le facteur Xa pour engendrer une
protéine de 70 kDa. Aprés la formation du complexe activé de 70-50-45 kDa, une phase
d'inactivation est observée in vitro. Elle est indépendante de I'action de la thrombine et résulte
d'une dissociation du complexe en un dimere de 70-50 kDa et un fragment de 45 kDa. Le FXa

modifie également les formes activées du FVIII en protéolysant les polypeptides de 70 et 50
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kDa en deux fragments de 67 et 45 kDa. Ces clivages entrainent une diminution brutale de
I'activité procoagulante du FVIII (van't Veer, Hackeng et al. 1994). Enfin, la protéine C
activée (figures 5 et 6) se lie a la chaine légére du FVIII pour couper uniquement la chaine
lourde au niveau des résidus 740 et 336. La mutation ponctuelle de I'arginine 336 en lysine ou
isoleucine provoque une inhibition de l'activation par la protéine C activée, favorisant ainsi les

risques thrombotiques chez les sujets atteints (Amano, Michnick et al. 1998; Dahlback 1999)
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Figure 5 : Modéle de I'activation ou de I'inactivation du FVIlic par la thrombine
Le FVIII est représenté par 2 chaines liée par un ion cuivre. Le VWF est relié a la chaine 1égére du FVIIII. Les sites de

clivage par la thrombine (résidus 372 et 1689) permettent I’activation du FVIIIL. L’inactivation du FVIII peut étre réalisée par
(i) clivage par le FXa ou la protéine C activée (APC) ou (ii) par dissociation de la sous-unité A2. [13]

19



IV.1.2. Réle du facteur dans la coagulation

La coagulation se déroule en 3 étapes :

Phase d’initiation : conduit a la génération de faibles traces de thrombine a la surface
plaquettaire. Le complexe [FT-FVIla] est I’initiateur de cette étape—>activation directe du
FX en FXa et du FIX en FIXa mais reste en quantité faible car elle est limitée par le TFPI
(inhibiteur du FT).

Phase d’amplification :

Nécessite la présence de cofacteur : Le FVIII. Ce dernier est activé par les 1éres traces de
thrombines et de FX générés lors de I’initiation .Le FIXa se lie au FVIIla en présence de
Ca2+ au sein d’un complexe appelé ténase intrinseque—> le FVIIla augmente la catalyse
de la R° de transformation du FX->FXa par le IXa d’un facteur >105->génération de

quantité importante de Xa, qui va générer a son tour la Ila->fibrine.

* La thrombine active le FV->FVa qui se fixe sur les PL et forme avec le Xa la
prothrombinase—> de la prothrombine en thrombine—>active de nouveau du FVIII en
FVIlla = boucle d’amplification au sein de laquelle les facteurs anti hémophiliques A

et B en sont les acteurs principaux.
» Laphase de propagation : génération de maniere explosive de lla qui entraine :

= Activation en boucle du FXI en Xla=>activation du FIX
= Protéolyse du fibrinogéne en fibrine.
= Activation du FXI1I en Xllla =>stabilisation du réseau de fibrine.

= Activation plaquettes.

Dans la coagulation, le FVIlIc joue un role central. Il s'agit du cofacteur du facteur 1X. Le
facteur VIII, activé par la thrombine, devient le catalyseur de la réaction d'activation du
facteur X par le facteur IX activé, en présence d'ion calcium et de phospholipides. La réaction
d'activation du facteur X est accélérée environ 200 000 fois en présence du facteur VIII. Le
facteur X activé acquiert une activité catalytique qui lui permet de transformer la
prothro3mbine en thrombine. Celle-ci dégrade le fibrinogéne en fibrine. Le caillot ainsi formé

sera stabilisé par le facteur XIII, ce qui permet lI'arrét du saignement. [14]
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1V.1.3. Bases moléculaires du déficit

Les anomalies génétiques responsables d'une hémophilie A sont de quatre types :

e |nversion:

La majorité des mutations responsables de 1’ HA sont rares ou spécifiques a une famille a
I’exception des micro-inversions du gene F8 qui sont relativement communes et courantes
(Bagnall et al, 2002; Lakich et al, 1993). Deux types de micro-inversions intra-
chromosomiques du géne F8 ont été décrits. Il s’agit de la micro-inversion de I’intron 22 et de
I’intron 1 dont le mécanisme pathogeéne est une recombinaison entre les séquences intra-
géniques Int22h-1 et Intlh-1 avec leurs séquences homologues extra-géniques télomériques
respectivement Int22h-2 et Int22h-3, et Intlh-2. Ces deux micro-inversions sont responsables
d’un phénotype sévére de la maladie. Elles surviennent principalement lors de la méiose

masculine ou la partie intermédiaire du chromosome X se trouve libre (Rossiter et al, 1994)
v" La micro inversion de I’intron 22 :

La micro-inversion de I’intron 22 constitue 1’anomalie la plus fréquente (50%) chez les
patients HA séveres (Lakich et al, 1993). Cette micro-inversion est le résultat d’une
recombinaison intra-chromosomique homologue qui a lieu au cours de la méiose entre la
région intra-génique Int22h-1 (contenue dans I’intron 22 du géne F8) et I’une des deux copies
extra-géniques homologues: int22h-2 (proximale) ou int22h-3 (distale) (Lakich et al, 1993;
Naylor et al, 1995).

Apres alignement homologue, la recombinaison a pour effet de déplacer et inverser les exons
1 a 22 de leur contexte normal (Oldenburg, 2001). Le résultat de cet événement est I’inversion
d’un fragment de 500 kb ou 600 kb ayant pour limite centromérique : Int22h-1 suivi des
exons 22 a 1 du géne F8, et pour limite télomérique : Int22h-2 ou Int22h-3. L’Int22h-1 et les
22 premiers exons du F8 forment ainsi la limite télomérique du fragment et présentent une
orientation inversee par rapport a celle normale de leur localisation intra-génique. Le géne F8
est ainsi divisé en deux partie avec sa partie 5’ éloignée a plus de 400 kb vers le télomere et
ayant changé d’orientation avec sens de lecture 5°-3” inversé du centromeére vers télomere,

bloguant toute possibilité de transcription complete du géne.
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v" La micro-inversion de I’intron 1 :

La premiere description faisant évoquer la micro-inversion de I’intron 1 a été rapportée en
1996 par Brinke et al. Qui décrivait une inversion altérant le F8 au niveau de son premier
intron (Brinke et al, 1996). Cette micro-inversion est le résultat d’un crossing-over intra-
chromosomique homologue entre une séquence de 1 kb au niveau de I’intron 1 du géne F8
(Intlh-1) et sa séquence homologue (Intlh-2) répétée dans une orientation opposée a
approximativement 140 Kb de la région télomérique, aboutissant a la rupture de la séquence
du gene F8 (Bagnall et al, 2002) [90].

Le géne F8 se trouve divisé en deux parties dans des orientations opposées. En effet, ’exon 1
est déplacé dans la direction opposée a celle des exons 2 a 26. Cette micro-inversion crée
deux transcrits hybrides : I’un sous le controle du promoteur du F8 et ne comprend que 1’exon
1 du F8; I’autre sous le contréle du promoteur du géne BRCC3 et comprend tous les exons
sauf le dernier de BRCC3 et les exons de 2 a 26 du géne F8 (Brinke et al, 1996).
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Figure 6 : Anomalies moléculaires du géne du FVllic, inversion de I'intron 22

L’existence de séquences homologues entre l'intron 22 du géne FVIII et une région télomérique (rectangles
grisés) favorise un appariement intra chromosomique au cours de la méiose entre ces zones. La recombinaison
entre la copie de l'intron 22 et l'une des séquences télomériques aboutit a une inversion d'une partie du
chromosome X interrompant le géne FVIIl.b) Les rectangles rouges indiquent la position d’un duplicon présent
dans I’intron 22 du geéne (int22hl ou F8A1), dont 2 autres copies « orientées téte béche » existent,
respectivement a 360 Kb ey 435 Kb en amont du premier exon, dénommées F8A2 (ou int22h2) et FBA3 (ou
int22h3). La fléche indique ’orientation des fragments. Durant la méiose masculine, cette région n’a pas de
partenaire avec lequel s’apparier. L’ADN qui la constitue peut former une boucle permettant 1’appariement entre
le duplicon intronique et I’une des 2 séquences extérieures. Le résultat est une inversion para centrique d’environ

500 kb qui coupe le géne. [27]



e Mutations ponctuelles :

Elles regroupent les mutations non-sens générant habituellement des formes sévéres, les
mutations faux-sens, générant des formes modérées ou mineures et des anomalies d’épissage
de I'acide ribonucléique (ARN) dont les conséquences sont variables sur le taux de FVIII selon

leur localisation par rapport a la jonction exon-intron.

La distribution de ces mutations tout au long des exons du géne F8 codant les différents
domaines de la protéine est représentée dans la figure 34. Les mutations non-sens et au niveau
des sites d’épissage sont réparties sur 1’ensemble des domaines FVIIL. Cependant, les
mutations faux-sens sont dispersées tout au long des domaines a I’exception du domaine B ou

elles sont relativement rares (Payne et al, 2013)[91]
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Figure 7: Distribution des mutations ponctuelles sur les différents domaines du FVIII, d’aprés (Payne et al, 2013).

Environ le tiers des cas de mutations ponctuelles sont récurrentes, survenant dans des zones
spécialement exposées (hot spot) correspondant a des di nucléotides CpG avec mutation CG
TG ou CG CA susceptibles de faire apparaitre un codon stop. Ces zones sont facilement
criblées par I'enzyme de restriction Taqg 1, qui reconnait la séquence normale TCGA mais non
la séquence mutée TTGA ou TCAA.

L'apparition d'inhibiteurs survient le plus souvent au cours des formes séveres (mutations

non-sens) mais est décrite dans quelques formes modérées avec taux résiduel de FVIII entre 3
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et 7 % (mutations faux-sens). En réalité, plusieurs phénomeénes peuvent rendre complexes les

relations génotype-phénotype.

En effet, des mutations non-sens ou faux-sens peuvent quelquefois étre associées a des
anomalies d'épissage, soit en altérant celui-ci si elles sont situées au niveau des séquences
consensus, soit en induisant un épissage aberrant. Par ailleurs, certaines mutations non-sens
des exons 19 et 22, sans introduire de site aberrant, sont décrites associées a un phénomene
d'« exon skipping » ou court-circuitage de I'exon correspondant [19]. Ce phénomeéne, observé
pour d'autres génes [20], n'est pas encore élucidé : modification de la structure secondaire de
I'ARN messager, diminution de la stabilité de celui-ci impliquant une reconnaissance des
codons de terminaison de la traduction avant que I'épissage ne soit effectué, ne sont que des
hypotheses. Ainsi, la synthése de FVIII amputés seulement des acides aminés correspondant
aux exons « court-circuités » pourrait expliquer I'absence d'inhibiteurs du FVIII chez les

patients porteurs de telles mutations [19].

L'effet des mutations faux-sens est quelquefois difficile a établir. Lorsqu'elles affectent des
sites clés dans la protéine et que les propriétés du ou des résidus en question sont
drastiquement modifiées, il est licite d'impliquer la mutation a l'origine de la maladie. A
I'inverse, la découverte d'un nouveau mutant situé dans une zone dont I'importance est mal
définie doit faire émettre des réserves quant a son réle pathogene et doit étre confrontée au

taux de FVI1lIc et aux résultats de I'étude moléculaire dans la famille.

Il existe également une variabilité phénotypique associée a une méme mutation : ceci peut
étre expliqué, au-dela des différences de critéres d'observation liées aux laboratoires, par
I'influence de mutations additionnelles du gene FVIII ou par la présence d'autres anomalies de

la coagulation (deficit combiné en facteurs VIII et XI).
e DAélétions et insertions :

3 a5 % des hémophilies A sont liés a de grandes délétions (de 2 a 210 kb) dont prés de 80
variétés ont été decrites et qui, a trois exceptions pres, déterminent une hémophilie A sévére

(associée au développement d'un inhibiteur dans un tiers des cas).

Une quarantaine de petites délétions, de 1 a 23 Pb, et une dizaine de micro-insertions (1 a 10
pb) dont la moitié sont localisées dans I'exon 14, ont été publiées. Ces petites délétions ou

insertions situées dans des régions codantes sont responsables, lorsque le nombre de
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nucléotides délétés est différent d'un multiple de 3, d'un décalage du cadre de lecture lors de la
traduction de I'ARN messager en protéine, ce qui aboutit le plus souvent a l'apparition d'un
codon de terminaison de la traduction (ou codon stop). Ces anomalies sont appelées mutations

« frame shift » ou décalantes. [15-16]

Deux insertions d'une séquence L1 ou LINE (3,8 et 2,1 kb) ont été rapportées chez deux
hémophiles au niveau de l'exon 14 [17]. Une de ces séquences proviendrait de la rétro

transposition d'un élément L1 du bras long du chromosome 22 [18].

e Les duplications

Un autre type de mutation responsable de I’HA est les duplications du géne F8. Ces mutations
sont responsables d’environ 0,1% des cas d’HA. Elles peuvent avoir comme effet soit un
décalage du cadre de lecture ou de gros réarrangements de gene de type duplication d’un exon
individuel comme cela a été rapporté pour I’exon 24 (Rafai et al, 2011) ou bien d’une région
contenant plusieurs exons tels que les duplications des exons 1 a 5 et des exons 7 a 22 (Rost et
al, 2008; Zimmermann et al, 2010).

IVV.1.4. Mode de transmission
Trois situations peuvent se présenter [10] :

Si on désigne par X le gene porteur de I'anomalie, et par X le géne sain, on aura :
a- Une femme porteuse de I'anomalie (XX) mariée a un homme sans anomalie (XY) :

- Leurs filles peuvent étre : Sans aucune anomalie (XX) Ou porteuses de la maladie (XX)
- Les garcons peuvent également étre: Sains (XY) Ou hémophiles (XY)

b- Une femme non porteuse (XX) mariée a un homme hémophile (XY) :

- Leurs filles seront toutes porteuses de la maladie (XX)

- Leurs fils seront tous sains (XY)
c- Une femme porteuse de I'anomalie (XX) mariée a un homme hémophile (XY) :

- Le cas est extrémement rare (deux cas recensés en Algérie)
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50 % de leurs filles seront hémophiles (XX)
50 % seront porteuses de la maladie (XX)
50 % des garcons seront hémophiles (XY)

50 % des garcons seront sains (XY)

d. Hémophilie féminine :

L’hémophile féminine a été décrite dans quelques rares cas a travers le monde. Il s’agit de
cas exceptionnels de filles “double hétérozygotes” pour 1I’hémophilie ou bien de cas
d’expression du gene muté chez une fille. Les causes pouvant en étre:

- une lyonisation extréme inactivant la majorité des chromosomes porteurs du géne ;
- un syndrome de Turner (XO0) ;
- une translocation X-autosome ;

- un couple parental constitué par un homme hémophile et une femme conductrice

(du méme type d'hémophilie) ;

- une disomie X maternelle : anomalie de disjonction du chromosome X au cours de

la méiose aboutissant a la présence chez le zygote de deux chromosomes X maternels.

e. L’hémophilie apparait de fagon sporadique dans environ 25 % des cas (antécédents

familiaux méconnus, mutation de novo).

IVV.1.5. Formes cliniques

Les manifestations cliniques de I’HA sont essentiellement d’ordre hémorragique et peuvent

avoir différentes conséquences en raison de leurs répétitions ou localisations.

- Les sites hémorragiques sont habituellement fermés.

- Les hémorragies ne sont pas spontanées, mais diathese hemorragique de la premiére enfance
secondaires a un traumatisme méme minime.

- Le caractére pathologique de 1’hémorragie n’est pas li¢ a son intensité mais a sa durée.
- Il n’y a pas de troubles de I’hémostase primaire, donc pas de pétéchies,pas ou peu
d'écchymoses et d'hémorragie des muqueuses. [28]

Le tableau clinique est fait :

- En période néonatale :
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*Hémorragie cérébo-méningée (accouchement par forceps) ;
*Hémorragie a la chute du cordon ombilical.
- Chez un enfant de moins de 1 an (a 6 mois généralement) :
*Les ecchymoses multiples lors de mouvements dans le berceau ;
*Un hématome ou hémarthrose vers 1’age de un an a I’apprentissage de la marche (un gros

hématome du front ou de la fesse) ;

*Des hématomes au niveau d’un prélévement sanguin, d’une injection intra musculaire ou
d’une vaccination

*Hémorragies prolongées suite a une plaie de section. [28]

Les caractéristiques des saignements sont typiques d'une coagulopathie. La tendance
hémorragique se révele tres rarement a la naissance méme si certaines hémorragies
intracraniennes neéonatales peuvent apparaitre dans environ 1 % des cas séveres. Jusqu'a lI'age
de 6 & 12 mois, I'némophile A est généralement exempt d’hémorragies importantes le

nourrisson étant relativement protége des traumatismes. [13]

L'hémarthrose représente I'némorragie interne la plus caractéristique de I'hnémophilie A sévere,
la plus fréquente (70 a 90% des cas d’hémophilie sévere), la plus douloureuse et la plus
invalidante, physiquement, psychologiquement et économiquement, des manifestations des

maladies héréditaires de la coagulation. [13].

Les hématomes représentent, apres les hémarthroses, la deuxieme hémorragie la plus
caractéristique de I'némophilie A. Les hématomes musculaires sont environ cing fois moins
fréquents que les hémarthroses, mais ils peuvent se révéler trés dangereux lorsqu'ils

produisent un syndrome d'hypertension d'un compartiment musculaire.

Tous les muscles peuvent étre atteints. On distingue les hématomes superficiels et profonds.
Hémorragies intracraniennes, Méme avec un traitement substitutif administré a des doses
suffisantes, I'némorragie intracranienne se révéle étre la cause de mortalité dans prés d'un tiers
des cas. Les hémorragies peuvent étre sous-durales, épidurales ou intracérébrales. Les
hémorragies sous arachnoidiennes, qui sont les moins fréquentes, ont le meilleur pronostic.
Les hémorragies peuvent également se produire au niveau de la moelle épiniere ou de ses

méninges. [13]
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Hématuries
Elles sont tres caractéristiques de I'némopbhilie. Elles sont spontanées, récidivantes, parfois

accompagnees de coliques néphrétiques.

Les formes modérées et mineures d’HA sont principalement dues aux accidents
hémorragiques provoqués a 1’occasion d’une intervention chirurgicale ou avulsion dentaire.
De ce fait le diagnostic de la maladie peut donc étre fait a I'dge adulte, voire dans le cadre d'un

bilan systématique préopératoire.

IVV.1.6. Diagnostic biologique
IV .1.6.1.Diagnostic positif

Le bilan de coagulation standard est caractérisé par un allongement isolé du temps de
céphaline activée (TCA ou TCK), sans allongement du temps de Quick, du temps de
thrombine, du temps de saignement (TS). Le diagnostic de I'némophilie A et du degré de

sévérité ne peut étre apporté que par le dosage spécifique du FVIllc.

Dosage de I’activité coagulante du FVIII : Deux techniques sont employées pour déterminer
la concentration plasmatique en FVIII. Ce sont des techniques basées sur la mesure de
I’activité pro-coagulante du FVIII (FVIIL:C) c’est-a-dire sa fonctionnalité. Ces deux
techniques sont :

-Une méthode coagulométrique (la plus utilisée) Le FVIII coagulant (FVIII : C) est dosé
habituellement en un temps, sur le principe de la correction du temps de coagulation d'un

plasma dépourvu de FVIII sous I'effet de I'apport de FVI11 par le plasma du patient.
-méthode chromo génique :peut également étre utilisée.

Enfin I'antigene FVIII (FVIII : Ag) peut étre dosé en radio-immunologie ou en Elisa avec des
taux habituellement proches des taux de FVIII : C. Les patients chez lesquels le dosage
antigénique retrouve, méme a I'état de traces, la présence du facteur anti hémophiliques sont
dits aussi « CRM+ » (CRM : cross reacting material). Le risque de développer un inhibiteur

est probablement plus faible chez ces patients que chez les sujets CRM-.
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V. 1.6.2. Diagnostic phénotypique

Le taux de FVIII, qui varie chez les sujets normaux de 50 a 200 %, est en theorie, de 50 %
chez les conductrices d'hémophilie A. En réalité de grandes variations sont observées selon le
degré de lyonisation c'est-a-dire d'inactivation au hasard de I'un des deux chromosomes X
dans les cellules somatiques synthétisant le FVIlIc. La synthese du vVWF étant normale chez
I'némophile, c'est en fait le rapport FVII/VWEF qui est pris en compte. Le dosage du FVIII :
Ag apparait méme plus discriminant que celui du FVIII : C. L'interprétation de ce rapport doit
tenir compte de I'age (le FVIII et le vVWF sont plus élevés aux ages extrémes de la vie), du
groupe sanguin ABO (les sujets O ont des taux de FVIII et de vVWF plus faibles que les sujets

des autres groupes) et de la reproductibilité de la méthode.

Chaque laboratoire doit ainsi établir ses propres normes. Un rapport FVIII : C/IVWF : Ag
inférieur a 0,7 retrouveé a plusieurs reprises, en dehors de toute grossesse, est cependant assez
évocateur du statut de conductrice. Néanmoins une petite proportion de conductrices (15 a 20
%) reste dans les strictes limites de la normale. 1l est donc impossible d'éliminer le statut de

conductrice au vu de I'analyse phénotypique. [13]

IV .1.6.3. Diagnostic génotypique

Le diagnostic génotypique utilise deux approches :

- une approche directe, par mise en évidence directe du défaut génétique responsable

de ’anomalie.

- une approche indirecte par étude de I’association entre le défaut causal et des
marqueurs polymorphes situés a proximité ou au sein du gene ; cette approche est plus lourde

car elle impose I’étude de plusieurs membres de la famille.

IVV.1.6.3.1.Approche directe [3, 13]

L'approche directe est plus largement proposée dans les formes séveres :
-La Recherche systématique en priorité de I’inversion de I’intron 22 du gene du facteur
VIII retrouvée dans 50 % des cas d’héemophilie A sévére, par technique de Southern blot

et par PCR longs fragments. Environ 85 % résultent d'une recombinaison entre I'intron 22

du géne FVIII et la copie extra génique distale de la région, 12 % d'une recombinaison
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avec la copie proximale, les 3 % de profils différents pouvant s'expliquer par une
recombinaison avec une copie supplémentaire.

v Recherche du phénoméne d’inversion dans I’intron 1 du géne du facteur VIII
en deuxieme intention selon la technique décrite.

v En I’absence de ces phénomenes d’inversion et conformément aux
recommandations de I'International Society of Thombosis and Haemostasis (ISTH), I’analyse
directe des délétions et des mutations responsables de I’hémophilie A (expliquant moins de 50
% des formes séveres) est réalisée par séquencage systématique et automatique des régions
codantes du géne du facteur VIII. La recherche de mutations peut étre ciblée sur les points
chauds que constituent les di nucléotides CpG (mutation CG * TG ou CG * CA susceptible de
faire apparaitre un codon stop), par l'utilisation de I'enzyme de restriction Taqg | qui reconnait
la séquence normale TCGA mais ne reconnait plus une séquence mutée TTGA ou TCAA

v les hémophilies A modeérées ou mineures étant dues a des mutations faux-sens,
I'approche directe repose uniquement sur la recherche de mutations ponctuelles dans

I'ensemble des parties codantes du gene.

IV .1.6.3.2.Approche indirecte [3]

Jusqu'a la découverte de l'inversion, la plupart des laboratoires de génétique moléculaire ne
proposaient qu'un diagnostic indirect par I'étude de marqueurs polymorphes du gene qui
permettent de suivre la ségrégation de l'allele morbide dans une famille. Elle est mise en
ceuvre lorsque l'anomalie causale responsable de 1'hémophilie n'est pas identifiée. Elle
recherche la liaison entre I'alléle morbide et des marqueurs polymorphes situés a l'intérieur ou
a proximité du géne du FVIII. Plusieurs types de marqueurs sont utilisés, que I'on distingue
par leur position par rapport au géne (intra- ou extra géniques) et par leur informative (bi
alléliques ou multi alléliques). Sont évidemment a étudier en priorité les marqueurs intra
géniques multi alléliques les plus informatifs (figure 8). Dans le cas de I'némophilie A, on

étudie ainsi par ordre de priorité décroissante :

1. Les deux systemes multi alléliqgues VNDR (répétition en nombre variable d'un di
nucléotide ou microsatellite), au niveau des introns 13 et 22 (répétition du di nucléotide CA).
Ils sont a étudier en premiére intention, conjointement a la recherche d'une inversion lorsqu'il
s'agit d'une hemophilie A sévére. Les différents alleles, amplifiés par PCR, sont distingués

selon leur taille aprés migration électro phorétique dans un gel tres résolutif.
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2. Plusieurs RFLPs (polymorphismes de longueur des fragments de restriction) ont été
décrits dans le gene FVIII ; ils correspondent a des variations ponctuelles et neutres de
séquences qui constituent des sites de reconnaissance d'enzymes de restriction : lI'enzyme
coupe ou ne coupe pas selon la séquence. Le polymorphisme est donc bi allélique et peut étre
rapidement analysé par action de I'enzyme sur un court fragment génique amplifié par PCR.
Le site Bcl | de I'intron 18 est le plus frequemment étudié (figure 9). Un site polymorphe de
I'intron 7 est analysé de la méme facon par PCR a l'aide d'amorces introduisant un site
artificiel Alw NI. Trois RFLPs Xba I, I'un situé dans l'intron 22, les deux autres au niveau des

régions homologues juxta géniques, sont simultanément étudiés par Southern blot .

3. Lorsque la recherche d'une inversion est négative et qu'aucun des marqueurs intra
géniques n'est informatif, ce qui constitue une minorité de cas, on peut étudier le marqueur
extra génique multi allélique « St14 », de type VNTR (nombre variable de séquences répétées
en tandem ou mini satellite), situé au locus DXS52, a 5 centiMorgans du géne FVIII. C'est-a-
dire que son utilisation dans le diagnostic comporte un risque d'erreur de 5 % équivalent au
taux de recombinaison entre ce marqueur et le géne. Ce polymorphisme est exploré par

simple analyse de la taille des fragments amplifiés par PCR.
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IV 1.6.4.Diagnostic prénatal

Le diagnostic prénatal s’inscrit dans le cadre d’un conseil génétique et concerne les couples
dont la femme est possiblement conductrice d’une forme sévere d’hémophilie. La pratique du
diagnostic prénatal d'hémophilie par ponction de sang feetal au deuxiéme trimestre de la
grossesse a été introduite en Angleterre en 1978. 1l faut veiller & la non-contamination de
I'échantillon sanguin par le liquide amniotique, qui peut activer le FVIII : C. Il est d'ailleurs

préférable de doser aussi le FVIII : Ag.

Lorsque la mutation causale (de type inversion de l'intron 22 du géne du FVIII) a été
identifiée dans la famille, il est possible de proposer aux couples un diagnostic prénatal
précoce par étude de I'ADN recueilli par ponction des villosités trophoblastiques des la

dixieme semaine d'aménorrhée.

Lorsque la mutation causale n'a pas été identifiée, la stratégie differe selon qu'il s'agit d'une
hémophilie avec antécédents familiaux ou d'une hémophilie sporadique. Dans le premier cas,
si la femme conductrice est informative pour au moins un des marqueurs polymorphiques, un
diagnostic prénatal par ADN trophoblastique peut étre proposeé. Si la femme n'est informative
pour aucun des polymorphismes testés et si le feetus est de sexe masculin, la seule solution
consiste a effectuer un prélevement de sang foetal a la 18e semaine. Dans le deuxiéme cas, si
la femme est informative pour au moins un marqueur, un diagnostic sur ADN trophoblastique
peut étre tenté a la 11e semaine. Si le feetus masculin a hérité du méme alléle que I'hémophile,
il faudra recourir a un prélévement de sang foetal pour éviter toute erreur liée au fait que la

meére ne soit en fait pas conductrice. [13]

IV.1.7. Traitement de I’hémophilie

Le traitement vise, soit a arréter le saignement lors d’une complication hémorragique, soit a

le prévenir, en particulier le saignement intra-articulaire.

Le traitement des complications infectieuses (hépatites virales, infection par le VIH) ne sera

pas abordé ici.
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I1VV.1.7.1.Produits disponibles

On dispose de trois types de produit dans le traitement de I’hémophilie : les traitements
substitutifs — facteurs anti hémophiliques A —, les traitements non substitutifs et les facteurs

activés, utilisés chez I’hémophile avec inhibiteur. [29]
IVV.1.7.1.1.Correction du déficit en facteur VIII : facteurs anti
hémophiliques A

» Produits plasmatiques

Ce sont les plus anciens. lls sont préparés a partir de donneurs volontaires, le prélevement
pouvant étre fait sous deux formes : soit par dons de sang, puis centrifugation rapide et
congélation du plasma ; soit par dons de plasma par plasmaphérese.

Cette derniére technique permet d’obtenir des quantités beaucoup plus importantes. Les
produits préparés en France sont tous issus de donneurs bénévoles. Les produits importés sont

le plus souvent issus de donneurs rémunéres.
Factane® :

Ce produit a remplacé le Facteur VIII-LFB®, dont il difféere par une double nano filtration a
35 nm et 15 nm. Il est préparé par chromatographie sur résine échangeuse d’ions et

absorption. Les mesures de sécurisation virale comportent plusieurs étapes :

* les sérologies et le dépistage génomique viral, effectués individuellement sur les donneurs,

puis sur les pools par le laboratoire.

* les procédés d’inactivation ou d’élimination physique des virus : traitement par solvant-
détergent, qui élimine les virus encapsulés, et nano filtration a 35 nm puis 15 nm, permettant
de retenir les particules virales non encapsulées, insensibles au traitement solvant-détergent,

tel le parvovirus.
Octanate®

Son activité spécifique est de 50 Ul/ml. Son procédé de fabrication comprend une double

inactivation virale : solvant-détergent et chauffage a sec court (100°C, 30 min). [29]
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> Produits recombinants

Deux lignées cellulaires, principalement, sont utilisées pour  préparer les produits
recombinants : les cellules CHO (chinese hamster ovary) et les cellules BHK (baby hamster
kidney).Ces lignées cellulaires issues de mammiferes ont été choisies pour leur capacité a
effectuer les modifications post-traductionnelles (repliement et surtout glycosylation), leur
stabilité, la bonne connaissance obtenue grace a leur utilisation pour la préparation de produits
recombinants dans d’autres domaines thérapeutiques [31]. On dispose de trois produits et de

quatre spécialités, I’un des produits étant distribué par deux laboratoires différents.
Advate® :

Il s’agit de facteur VIII recombinant (octocog alpha), préparé a partir de cellules CHO. Dans
un but de sécurité, le processus de fabrication n’utilise aucune protéine animale ou humaine.
La cellule est transfectée avec le géne du facteur VIII et celui du facteur de von Willebrand.
L’intérét du facteur de von Willebrand est de stabiliser le facteur VIII dans le milieu de
culture. Le facteur VIII est ensuite purifié par chromatographie échangeuse d’ions et
chromatographie d’immun affinité. Le produit ne contient plus que des traces de facteur de
von Willebrand (< 2 ng/Ul de facteur VIII) et ne contient pas d’albumine. Il a remplacé
Recombinate®, produit par le méme laboratoire, qui contenait de 1’albumine. L’activité

spécifique du produit est de 4 000 Ul/mg de protéine a 10 000 Ul/mg de protéine.
Helixate Nexgen® et Kogenate Bayer

Ces deux produits sont aussi de I’octocog alpha. Ils proviennent des mémes chaines de
fabrication, utilisant des cellules BHK cultivées en présence d’un milieu dépourvu de
protéines animales. Le facteur VIII est purifié a partir du milieu de culture par
chromatographie échangeuse d’ions et chromatographie d’immun affinité. Il subit un

traitement solvant-détergent. Ce produit ne contient pas d’albumine.
Refacto®(Le moroctocog alpha ou Refacto®)

Est également préparé a partir de cellules CHO. Le géne transfecté a pour particularité
d’avoir été délété de la partie codante correspondant au domaine B de la molécule. La encore,
les cellules sont cultivées sur des milieux exempts de protéines animales et le produit ne

contient pas d’albumine. [29]
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1V.1.7.1.2. Traitements non substitutifs

Deux traitements antihémorragiques non substitutifs sont utilisés dans 1’hémophilie.
» Desmopressine ou DDAVP

Il s’agit d’un composé synthétique dérivé de I’adrénaline et proche de la vasopressine. Utilisé

sous une autre présentation dans le diabéte insipide, il est présenté sous deux formes :

* une forme intraveineuse, Minirin®, utilisée a la dose de 0,3 ug/kg en perfusion de 20 a 30

minutes dans du sérum salé ;

* une forme nasale, Octim®, dont une pulvérisation équivaut a I’injection de 0,2 pg/kg de

Minirin®.

La desmopressine a pour effet d’augmenter les concentrations plasmatiques de facteur de von
Willebrand et de facteur VIII, mais aussi de I’activateur tissulaire du plasminogéne. L’effet
est da a une libération de ces facteurs par I’endothélium ou ils sont stockés. La desmopressine
est surtout utilisée dans 1’hémophilie modérée et dans la maladie de Von Willebrand. En
raison de son activité antidiurétique, elle peut induire une hyponatrémie, c¢’est la raison pour
laquelle on impose habituellement une restriction hydrique lors des périodes de traitement. En
outre, I'utilisation répétée expose a un risque de tachyphylaxie, par épuisement des stocks
avec réduction d’activité biologique. La desmopressine ne doit pas de ce fait étre utilisée plus

de trois jours de suite.

La réponse a la desmopressine est variable d’un individu a I’autre. Elle doit étre testée
avantque la desmopressine puisse étre proposée pour éviter les traitements de substitution.
[29]

» Acide tranexamique

Commercialisé sous le nom d’Exacyl®, il est doté d’une activité anti fibrinolytique et d’un
effet antihémorragique non spécifique indiscutable. Il représente un traitement d’appoint utile

pour les petits gestes chirurgicaux ou pour réduire la fréquence des saignements. [29]
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1V .1.7.2.Modalités d’utilisation de ces produits : traitement et prévention
des hémorragies

Schématiquement, les facteurs antihémophiliques peuvent étre utilisés dans trois types de
situation : traitement d’un accident hémorragique, prévention des accidents hémorragiques et

couverture d’un geste chirurgical ou invasif [32-33].

e Principes du traitement des accidents hémorragiques

Il est habituel de considérer que le taux de facteur VIII a atteindre pour arréter un saignement
chez un hémophile est d’environ 30 %. On dispose de deux méthodes pour apprécier les

quantités injectées :

* Méthode empirique globale :

La dose a injecter se calcule par la formule :

Dose = [poids en kg x augmentation attendue (%)] / 2

Ainsi, pour un hémophile sévére (< 1 %) pesant 60 kg, un taux de 30 % est atteint

théoriquement par 900 U de facteur VIII ;
* Calcul de la dose a partir des données pharmacocinétiques chez I’individu :

Pour obtenir une plus grande précision, compte tenu des variabilités interindividuelles de
cinétique médicamenteuse, il est important d’effectuer une étude pharmacocinétique chez
I’hémophile avec le produit qu’il utilise. Elle consiste a injecter en général 25 Ul/kg, a
distance de tout épisode hémorragique et de toute injection récente, puis a mesurer les taux de

facteur VIl a 30 min, 1 heure, 4 heures, 8 heures, voire 24 heures.

Ceci permet de disposer de deux parametres cinetiques importants, le taux de récuperation et

la demi-vie.

Le taux de récupération est le taux mesuré immédiatement aprées injection. On constate
habituellement qu’une injection de 1 U/kg de facteur V111 augmente le taux de facteur VIII de
2 U/ dl.
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C’est a partir de ces données qu’ont été établies les formules empiriques précédentes. Parfois,

la récupération est plus faible et nécessite des doses plus importantes.

La demi-vie de la molécule est le temps au bout duquel 50 % du produit circulant est éliminé.
La demi-vie du facteur VIII est habituellement de 10 a 12 heures. C’est la raison pour
laquelle, en cas d’hémorragie importante ou de chirurgie, il faut répéter les injections de
facteur VIII toutes les huit heures. [29]

e Mesures spécifiques liées au type d’accident hémorragique [29]

Les modalités thérapeutiques précises (doses injectées, rythme d’injection et mesures

d’accompagnement) different selon le site de I’hémorragie :
> Hémarthroses

Les doses sont habituellement de 20 Ul/kg a 30 Ul/kg une ou deux fois par jour pour le
facteur VIII. 11 est rare d’avoir a dépasser des durées de traitement de deux jours.
L’articulation doit étre mise au repos jusqu’a disparition des symptomes. L’application d’une
vessie de glace permet de réduire la douleur et de limiter I’épanchement. En cas
d’épanchement abondant et douloureux, il peut étre proposé une ponction articulaire sous

asepsie stricte.
» Hématomes

Les plus fréquents sont les hématomes musculaires, en général post-traumatiques. Les doses
sont habituellement les mémes que dans I’hémarthrose, mais la durée de traitement est parfois
plus prolongée car les hématomes sont souvent traités avec retard, lorsque le mollet, la cuisse
ou la fesse contiennent déja des quantités de sang importantes. Les hématomes trés importants
ou a risque compressif peuvent imposer, en plus des gestes spécifiques, le recours a des
posologies plus élevées : 40 Ul/kg a 50 Ul/kg pour le facteur VIII. Le massage des

hématomes est formellement déconseillé.

Des mesures spécifiques doivent étre mises en ceuvre pour les hématomes de localisation
dangereuse. La substitution doit se faire a un niveau élevé : 50 Ul/kg a 60 Ul/kg trois fois par

jour pour le facteur VIII.
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Dans tous les cas, il est important d’associer au traitement de 1’hématome, lorsque cela est

possible, I’application de froid et la compression.
» Hématuries

Il est préférable de ne pas injecter de facteur antihémophilique, car ceci peut déclencher une
crise de colique néphrétique en favorisant la création d’un caillot. Les hématuries de
I’hémophile ne sont jamais graves par elles-mémes. En cas de récidive fréquente, il peut étre
nécessaire de recourir a un avis spécialisé afin de ne pas laisser évoluer une lésion de

I’appareil urinaire.
» Hémorragies digestives

Elles relevent des mémes mécanismes que les hémorragies digestives chez le non-hémophile.
Elles nécessitent une substitution importante, telle qu’elle est appliquée en contexte

chirurgical : 50 Ul/kg a 60 Ul/kg de facteur VIII trois fois par jour.

Ceci permet de mener les investigations nécessaires a ce type de situation, qui sera ensuite

gérée comme le sont les hémorragies digestives chez le non-hémophile.
» Situations particulieres

En cas de traumatisme cranien ou de polytraumatisme, de suspicion de pathologie abdominale
relevant d’une thérapeutique chirurgicale, il est préférable, méme en 1’absence d’hémorragie
documentée, d’appliquer un traitement systématique : 40 Ul/kg & 50 Ul/kg pour le facteur

V1, de facon a obtenir une hémostase normale.

e Preévention des hémorragies en dehors de la chirurgie : la prophylaxie

> A qui s’adresse la prophylaxie ?

La prophylaxie primaire est recommandée au cours de 1’hémophilie sévére et de certaines
hémophilies modérées a phénotype clinique hémorragique. Pour 1’hémophilie modérée ou
fruste, le traitement a la demande, appliqué uniquement en cas d’accident hémorragique, est
en général proposé. Une prophylaxie secondaire plus ou moins prolongée peut en revanche
étre indiquée en cas d’accidents hémorragiques récurrents, articulaires en particulier, ou aprés

un accident hémorragique grave.
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» Quand la mettre en place ?

La prophylaxie peut étre instituée dés le diagnostic d’hémophilie, du moins dans la premiére
année de vie [34, 35]. 1l s’agit de prophylaxie primaire vraie, sans attendre le premier accident
hémorragique. En fonction du contexte ou des pratiques propres a chaque centre ou pays, elle
est parfois mise en ceuvre aprés un, deux, voire trois accidents hémorragiques, ou bien dés la
premiére hémarthrose, ou bien lors de la récidive d’une hémarthrose sur une méme
articulation. Il est en tout cas bien démontre que ’efficacité de la prophylaxie pour prévenir

I’arthropathie hémophilique dépend surtout de la précocité de la mise en place [34].

Dans certains cas, la prophylaxie est instaurée de facon provisoire ou définitive pour
empécher 1’aggravation d’une atteinte articulaire. On parle alors de prophylaxie secondaire
[36].

Un bénéfice supplémentaire de la prophylaxie est de faciliter I’acceptation des injections par
les enfants, car les circonstances sont plus favorables : injection a froid, sans urgence, sans

pression excessive de la part de I’entourage.
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» Conduite du traitement prophylactique

L’objectif est de maintenir constamment un taux circulant de facteur antihémophilique
suffisant pour éviter les accidents hémorragiques. Les doses utilisees dans la prophylaxie
classique sont de 25 Ul/kg de facteur VI1II toutes les 48 heures, avec des variations possibles
de 30 Ul/kg a 40 Ul/kg toutes les 48 heures ou trois fois par semaine.

En pratique, ce traitement peut étre modulé. Les recommandations frangaises [37] de la
Coordination médicale pour I’étude et le traitement de 1’hémophilie (COMETH) proposent
une escalade de doses par paliers : la posologie au premier palier pour le facteur V111 est de 50
Ul/kg une fois par semaine, au deuxieme de 30 Ul/kg deux fois par semaine, au troisieme de
25 Ul/kg a j1 et j3 et 30 Ul/kg a j5, ou de 30 Ul/kg toutes les 72 heures. Le quatrieme palier
est le traitement classique a la posologie de 25 Ul/kg toutes les 48 heures.

L’objectif est de prévenir complétement les hémarthroses spontanées et de réduire a moins de
deux l’incidence annuelle des hémarthroses traumatiques. En cas de survenue de deux
hémarthroses en moins de six mois, il est proposé de passer au palier supéricur. D’autres

protocoles sur mesure sont utilisés dans différents pays, avec des principes assez similaires.

e Prévention des hémorragies per- et postopératoires

En cas d’intervention lourde, 1’objectif de la prévention est d’obtenir un taux de facteur VIII
proche de la normale et en tout cas supérieur a 60 %. Le traitement doit &tre poursuivi a raison
de trois injections par jour pour le facteur VIII pendant toute la période postopératoire
immédiate, et tant que les redans montrent la persistance d’un saignement interne. Apres cette
période, le traitement dépend du type de chirurgie. En chirurgie viscérale, la durée de
traitement est en général d’une dizaine de jours, avec une réduction des doses au-dela de trois
jours apres l’intervention. En chirurgie orthopédique, il est nécessaire de maintenir une
couverture antihémophilique pendant la période de rééducation, le plus souvent, avec un

schéma de type prophylactique.

Des recommandations précises existent concernant la possibilité d’appliquer des traitements
par perfusions continues en fonction du type de produit.ll est habituel de ne pas prescrire de

prévention antithrombotique lors des interventions chirurgicales chez I’hémophile.
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IVV.1.8.Complications du traitement substitutif
IV.1.8.1.Complications infectieuses

Complication du traitement par des concentrés d’origine plasmatique :
- Infection a VIH.
- Hépatite B, C et virus GB.
- Infection par le parvovirus.
- Infection par des agents transmissibles non conventionnels. [38]

I1V.1.8.2.Développement d’anticorps non neutralisants (ANN)

Ces ANN sont détectées a 1’aide de tests immunologiques (ELISA, Luminex entre autres)
pratiqués sur des plasmas d’hémophiles sans inhibiteurs détectés par la méthode Bethesda.
Ces Anticorps n’interagissent donc pas avec les fonctions procoagulantes du FVIIIc : ils sont
non-inhibiteurs. Une large étude multicentrique de 210 patients a pu montrer une prévalence
de I’ordre de 18 % de ces ANN a I’aide de la technologie Luminex . Leur principale cible
semble étre la chaine lourde du FVIlIc. 18% de ces ANN étaient dirigés contre le domaine B
du FVIIIL. L’impact clinique de ces ANN n’a pas encore ét€¢ démontré. Certains auteurs ont
émis ’hypotheése que ces anticorps pourraient étre responsables d’une augmentation de
I’¢élimination du FVIIIc et donc étre impliqués dans les mauvaises récupérations biologiques
du FVIII parfois observées chez certains patients. Actuellement, la détection de ce type
d’anticorps ne fait pas partie du suivi classique d’un hémophile. Leur détection n’influe pas
sur la prise en charge du patient hémophile. Des études sont en cours dans le but de mieux

connaitre la physiopathologie de ces ANN. [38]

IV.1.8.3.Développement d’inhibiteurs dirigés contre le FVIlIc.

Environ 30 % des hémophiles A séveres développent des anticorps dirigés contre le FVIlIc.
L'apparition de tels inhibiteurs constitue une importante complication mettant en échec les
traitements habituellement utilisés. La gravité de cette complication est fonction du titre de
I'inhibiteur. [38].
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Selon la réponse a l'injection de concentrés de facteur VIII les hémophiles avec inhibiteurs

sont classes en patients « fort répondeurs » ou « faibles répondeurs ». Schématiquement :

- les patients « forts répondeurs » sont des hémophiles dont le titre de I'inhibiteur s'‘éleve
rapidement aprés apport de facteur VIII, cette élévation débutant 4 a 7 j aprés le début de
I'exposition et atteignant son maximum 2 & 3 semaines plus tard ; le titre est élevé (supérieur
ou egal a 5 UB pouvant atteindre plusieurs centaines d'unités) ces anticorps n'ont
pratiquement aucune chance de disparaitre spontanément et sont ceux qui induisent les plus

grandes difficultés thérapeutiques.

- les patients « faibles répondeurs » gardent des titres bas (inférieurs a 5 UB) faiblement
influencés par I'exposition au facteur VI1I (pas ou peu de réponse anamnestique) ces anticorps
détectés primitivement a un titre faible peuvent cependant dans certaines situations augmenter

de facon importante transformant ainsi le patient de faible répondeur en fort répondeur ;

- certains inhibiteurs sont également dits « transitoires » : il s'agit d'inhibiteurs qui
disparaissant spontanément sans qu'il soit nécessaire de mettre en place des traitements
spécifiques ; ces inhibiteurs sont en général de titre faible et ne sont détectés que durant une
période breve (quelques semaines a quelques mois) mais ils peuvent se réapparaissent

ultérieurement dans certaines circonstances [93]
IV.2.Développement d’inhibiteurs

IV.2.1.Prévalence et facteurs de risque d’apparition des inhibiteurs

La survenue d’un inhibiteur est aujourd’hui la complication la plus fréquente du traitement.
L’apparition des inhibiteurs est due a I’interaction, voire la synergie, de nombreux facteurs de
risque qui peuvent étre d’une part intrinseques et donc propres au patient lui-méme, et d’autre
part extrinseques et donc dependants des modalités therapeutiques (type de F VIII administré,

dosage ou mode d’administration), ou méme a I’environnement.
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IV.2.1.1.Facteurs liés au patient :

o Type d’hémophilie :

L’apparition d’inhibiteurs est beaucoup plus fréquente dans 1I’hémophilie A que dans
I’hémophilie B. Il faut aussi tenir compte du degré de sévérité de I'némophilie. Le risque
d'inhibiteur est environ quatre fois plus élevé en cas d'hémophilie A sévére qu'en cas
d'hémophilie modérée ou mineure. [39]. Ainsi, la prévalence des inhibiteurs dans
I’hémophilie A sévere varie de 15 a 33 % en fonction des études [38]. Dans I’hémophilie B

sévere, elle ne représenterait que 1 a 5 % des cas.

o Age du patient et date du traitement :

Les inhibiteurs apparaissent plus fréquemment dans la petite enfance (dans les six premiers
mois de la vie). Les études montrent que I’incidence cumulée d’inhibiteur est de 41% chez
ceux traités pour la premiére fois avant 1’age de 6 mois. Cette incidence est plus faible, 29%,
si le premier traitement a été administré entre 6 et 12 mois de vie et diminue a 12% si la 1ére

injection de FVIII a été effectuée apres 1’age de 12 mois.

Le jeune age au premier traitement semble constituer un facteur de risque d’inhibiteur, mais
les réserves suivantes doivent étre émises : - Les enfants traités le plus précocement sont peut-
étre ceux qui sont atteints le plus séverement et porteurs des mutations les plus déléteres

(absence complete de FVIII), et donc avec un risque plus €élevé d’inhibiteur.

En général les inhibiteurs apparaissent tot, dans les 10 a 50 (au maximum 100) premiers jours
d'exposition au produit (JCPA : journées cumulées en présence de lI'antigéne) [40]. Le risque

devient faible (mais non nul) au-dela du 100°™ jour de traitement.

o Origine ethnigue

L’origine ethnique influence clairement le développement d’inhibiteurs chez I’hémophile. La
fréquence d’inhibiteur est plus grande chez les patients noirs d’origine africaine par rapport a

une population caucasienne (20.9% versus 13.9%).

Certaines variations génétiques concernant le FVIII, et récemment rapportées [13], pourraient
contribuer a cette prédisposition. Des différences significatives ont été identifiées dans la

séquence d’acides aminés, et ce y compris dans les régions du FVIII souvent reconnues par
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des anticorps inhibiteurs, les domaines A2 et C2 [41] .Ce polymorphisme, partiellement en
relation avec I’origine ethnique, pourrait jouer un réle dans 1’induction d’anticorps inhibiteurs

et pourrait rendre compte d’une observation clinique.

Le FVIII était jusqu’il y a peu considéré comme faiblement polymorphique, ¢’est-a-dire que
la séquence d’acides aminés constituant la molécule était considérée comme ne variant pas
d’un individu a I’autre. Mais trés récemment, des différences significatives ont été identifiées
dans la séquence d’acides aminés, et ce y compris dans les régions du FVIII souvent
reconnues par des anticorps inhibiteurs, les domaines A2 et C2 [41]. Ce polymorphisme,
partiellement en relation avec 1’origine ethnique, pourrait jouer un role dans I’induction
d’anticorps inhibiteurs et pourrait rendre compte d’une observation clinique, a savoir que la
fréquence d’induction d’inhibiteurs est plus forte dans certains groupes ethniques et

notamment chez les noirs. [42]

o Facteurs génétiqgues et familiaux :

Parmi les facteurs de risque génétique :

v Le type de mutation touchant le géne du F VIII

Les anomalies affectant le géne du FVIII et entrainant ’hémophilie modifie considérablement
le risque d’apparition d’inhibiteur. Ils se répartissent en deux groupes :

 Celles qui se révelent fortement déléteres et empéchent toute synthése de la molécule
(inversions, délétions étendues, mutations non-sens) sont associées a un risque d’inhibiteur
élevé, variant entre 20 et 90% des patients traités, ces derniers pouvant étre considérés comme
« naifs » vis-a-vis du FVIII.

* Celles qui résultent en une synthese de FVIII, certes anormale mais significative (mutations
faux sens ou anomalie d’épissage), pour lesquelles le risque d’inhibiteur est plus faible et

estimé a 10% environ des patients traités.

Ces données sont issues d’une synthése récente d’Oldenburg et al[43], et de données obtenues
avec des cohortes homogénes de PUPs traités par FVIII recombinant [44] et de la base de
données internationales HAMSTeRS (haemophilia A mutation, structure, test and ressource

site) (http://europium.csc.mrc.ac.uk) qui collige toutes les anomalies génétiques répertoriées,

a ’exception des inversions de I’intron 22 et de I’intron 1.
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- Le risque de développer un inhibiteur différe selon I’anomalie génétique causale et décroit
comme suit :

« Délétions étendues touchant plusieurs exons : 68%

« Mutations non-sens touchant la chaine légere : 50%

* Inversion de I’intron 22 : 35%

» Petites insertions ou délétions de type non A run : 20%

 Mutations non-sens touchant la chaine lourde : 14%

« Délétions étendues ne touchant qu’un seul exon: 12%

« Mutations faux-sens touchant la chaine légere : 12%

« Petites insertions ou delétions de type A run : 6%

« Mutations faux-sens touchant la chaine lourde : 4%

* Anomalies d’épissage : 2%
Parmi celles-ci trois sont associés a un risque accru d'inhibiteur : la mutation a codon stop, la
délétion étendue et I'inversion de I'intron 22. Il n'y a pas de synthese de FVIII (pas de F VIII :
AQ).
Dans le cas des autres mutations il y a synthése d'une molécule de F VIII, non fonctionnelle
mais néanmoins présente, d'ou un type de réponse immune probablement différent. On peut
aussi remarquer que la présence de F VIII: Ag est retrouvée dans 30 % environ des cas
d'hémophilie A sévere en l'absence d'inhibiteur et que ce chiffre correspond a peu pres a la

fréguence des mutations faux sens ou micro délétions observée dans I'étude de Schwaab et al.

- Chez les hémophiles modérés ou mineurs, ce sont essentiellement des mutations ponctuelles
qui sont impliquées résultant en une modification d'acides aminés portant surtout sur les
domaines A2, C1, C2 et plus rarement Al et A3. L'implication de ces mutations dans le
développement des inhibiteurs est évoquée par la proportion élevée d'antécédents familiaux
(41 %) parmi les malades testés. Les mutations ponctuelles suivantes sont a considérer
comme a risque plus élevé d’inhibiteur : Arg593His ; Try2105Cys ; Arg2150His ;
Trp2229Cys (liste non exhaustive).

- Arg593-Cys cette mutation qui résulte en une hémophilie mineure affecte trés probablement
la structure du domaine A2 et induit des anticorps de spécificité variable reconnaissant ou non
le propre F VIII (muté)du patient ;dans les cas rapportés par Van den Brink [52] et Thompson
[51], l'anticorps reconnait a la fois le F V111 sauvage et le F VIII muté d'ou la diminution trés

significative de la concentration de F VIII des patients ; dans I'observation rapportée par
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Fijnvandraat [53], I'inhibiteur ne reconnait que le F VIII sauvage et non le propre F VIII du
patient d'ou la persistance chez ce dernier d'un taux de F V111 de I'ordre de 14 % .

- Arg 2150-His retrouvée également en cas d’hémophilie mineure ; dans les observations
rapportées par Santagostino [55] et Hay [35], la présence de l'inhibiteur est associée a un taux
de F VIII tres abaissé ; dans I'un des deux cas rapportés par Peerlinck [56] il coexiste a la fois
un inhibiteur de titre élevé (300 UB) et un taux de F VIII circulant peu abaissé (23 %),
I'anticorps ne reconnaissant alors que le F VIII sauvage et non le F VIII mute ; l'influence
exercee par le facteur Willebrand dans le mécanisme de neutralisation du F VIII évoque
dailleurs le réle du résidu d'Arg2150 dans la liaison du F VIII au VWF [57] ; de fagon
générale la zone de jonction domaines C1 et C2 pourrait des constituer une zone a haut risque
pour le développement des inhibiteurs dans le cas des hémophilies modérées et mineures
[35, 57].

o Le systeme majeur d'histocompatibilité [42]

Les différences rapportées entre hémophiles avec ou sans inhibiteur ne portent que sur les
antigenes de classe Il. Dans un groupe homogéne de 71 patients atteints d’hémophilie A
sévere liée exclusivement a une inversion de l'intron 22 ayant tous dépassé 100 jours
d'exposition aux concentrés de F VIII, une augmentation de fréquence de I'haplotype HLA-
Al3, B7, C7, DQA*0102, DQB*062, DR15 (fréquent en Europe du Nord) est mis en
évidence chez les patients avec un inhibiteur comparés a ceux sans inhibiteur' toutefois cette
différence n'apparait pas significative [47]. Une autre étude a été réalisée au Royaume-Uni
chez 176 hémophiles sévéres dont 44 % porteurs de Il'inversion de l'intron 22 et 30 % d'un
inhibiteur de titre élevé [46]. Une augmentation de fréquence de I'haplotype HLA-
DRB1*1501, DQA1*0102, DQB1*0602 est retrouvee chez les malades avec inhibiteur par
rapport a la population témoin. Seule I'élévation de fréquence de l'allele DQA1*0102 est
significative essentiellement chez les patients porteurs de la mutation intron 22. Ces études
sont rendues particulierement difficiles par la variabilité des fréquences alléliques dans les
différentes populations (ce qui limite forcément les effectifs), le risque de méconnaitre des
antécédents d'inhibiteur chez les patients considérés comme dépourvus d'anticorps, la variété
des mutations impliquées dans I'hémophilie et la variété des spécificités des anticorps anti-F
VIII. Neanmoins, I'élution d'un petit peptide de 16 aa de la chaine légére du F VIII (aa 1 706-
1 721) a partir d'une lignee cellulaire HLA-DR2 renforce I'hypothéese d'une relation possible

entre les antigénes de classe Il et le type de réponse immune chez I'hémophile [61].
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Cependant, a facteur génétique égal, tous les sujets ne développent pas forcément d'inhibiteurs
y compris au sein des mémes familles et y compris d'ailleurs chez des jumeaux monozygotes.
Dans une série portant sur 48 paires de freres hémophiles dont I'un au moins avec un
inhibiteur on observe ainsi que dans 25 paires (52 %) seul un des freres est porteur d'un
inhibiteur et pas l'autre ; enfin sur quatre paires de jumeaux, l'une d'elle est totalement
discordante (présence d'un inhibiteur élevé chez l'un des fréres, absent chez l'autre). Ces
observations suggerent donc qu'en dehors des facteurs génétiques (type de la mutation,
caractéristiques ethniques, systeme majeur d'histocompatibilité), d'autres facteurs sont

probablement aussi & prendre en compte

IV .2.1.2.Facteurs de risque liés au traitement substitutif

» Les modalités thérapeutiques

Certaines situations peuvent comporter un risque accru de voir apparaitre un inhibiteur.
L’incidence des inhibiteurs serait plus élevée en cas de premiére administration précoce de
FVIIL L’age a la premiére exposition serait donc crucial mais cette donnée est a nuancer car
elle n’a pas été confirmée lors de plusieurs études. Les modalités d’injections ont également
été incriminées : en effet, la prophylaxie serait associée a un risque plus faible que
I’administration des traitements a la demande. Le passage de l'utilisation d'un produit de
pureté intermédiaire vers un produit de haute pureté [46] ; I'exposition a une multiplicité de
produits [47] ; la combinaison d'un changement de produit, d'un traitement intensif administré
en particulier lors d'une intervention chirurgicale, d'une administration en perfusion continue

pourraient revétir un risque particulier [48-49].
» La nature des concentrés de facteur VIII :

L'influence exercée par le type de concentré de F VIII reste un sujet largement discuté. Le
type de traitement substitutif utilisé, recombinant ou plasmatique, est sujet a de nombreux
débats. Actuellement, les données de la littérature ne permettent pas de statuer de maniére

deéfinitive sur le risque en fonction du type de produit. [38]

Le rble exercé par les concentrés a été clairement établi dans au moins deux circonstances
liées a l'introduction de concentrés plasmatiques dont le mode d'inactivation virale avait été
modifié qui ont déclenché rapidement une forte augmentation de l'incidence des inhibiteurs

anti-F V111 chez des malades déja largement traités (en anglais : PTPs pour previously treated
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patients) et qui n'avaient jusque-la pas développé d'inhibiteur. Ce phénomeéne a été observé
aux Pays-Bas et en Belgique en 1990 aprés introduction d'un concentré de F VIII plasmatique
de pureté intermédiaire dont le mode d'inactivation virale de chauffage a sec (72 h a 68 °C)
avait été remplacé par une pasteurisation (chauffage 10 h a 60 °C en milieu liquide) [50, 51]
puis plus tard en 1995 en Belgique et en Allemagne apres l'introduction d'un concentré de F
VI plasmatique a double inactivation virale comportant un traitement par solvant détergent
et une pasteurisation [52, 53]. Ces nouveaux anticorps avaient des caractéristiqgues communes
. apparition chez des malades préalablement traités (plus de 200 JCPA) jusque-la sans
inhibiteur, délai d'apparition tardif (apres 100 a 150 jours d'exposition), titre en général élevé
avec de fortes répercussions sur la réponse thérapeutique, disparition rapide de l'inhibiteur
aprés remplacement du F VIII incriminé par une autre variété de F VIII [54]. Dans ces

circonstances la responsabilité du type de concentré est clairement engagée. [40]

En revanche, l'apparition d'un inhibiteur chez un malade qui n'a jamais été traité
jusqualors par F VIII (PUPs : previously untreated patients) est un phénomeéne plus
complexe qui doit dans son interprétation tenir compte non seulement du type de produit

recu mais aussi des autres facteurs de risque précédemment évoqués dont génétiques.

% Les différences entre produits recombinants et produits plasmatiques [42]

On peut certainement s'interroger sur les raisons qui pourraient expliquer une différence entre
produits plasmatiques et recombinants au regard du risque d'inhibiteur. Tous les concentrés
plasmatiques ne sont certainement pas équivalents. La concentration en VWF est ainsi plus
importante dans les concentrés de F VIII de pureté intermédiaire et les concentrés préparés
par chromatographie conventionnelle que dans les concentrés préparés par chromatographie
d'immuno-affinité (alors qu'elle est nulle dans les concentrés de F V11l recombinants).
=  FVIII recombinants

Certaines préparations de FVIII recombinant sont purifiées par affinité, avec utilisation d’une
colonne sur laquelle un anticorps murin est fixé, mais cette procédure est appliquée aussi a
certains FVIII plasmatiques. La quantité d’anticorps d’origine murine retrouvée dans le
produit final est suffisamment significative pour induire une réponse immunitaire spécifique
chez certains patients. Il n’existe actuellement aucune preuve que cette réponse anti-anticorps
murins joue un role quelconque dans I’immunogénicité du FVIIL. D’autres protéines, issues

de la lignée cellulaire productrice de FVIII, sont potentiellement présentes, mais aucune
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investigation n’a ¢été réalisée jusqu’ici, afin d’évaluer leur role éventuel dans
I’immunogénicité du FVIIL.
Enfin, une proportion non négligeable de molécules de FVIII (jusqu’a 20%) présentes dans
les préparations de FVIII recombinant n’est pas capable de se fixer au facteur Willebrand,
étant ainsi plus sensibles a la protéolyse [55], mais les conséquences en termes d’inhibiteurs
ne sont pas connues.

= FVIII dérivés du plasma
Les préparations de FVIII dérivées de plasma contiennent, a des taux variables, deux types de
contaminants : des protéines co-purifiées avec le FVIII, qui sont essentiellement le
fibrinogéne, la fibronectine et des proportions variables d’immunoglobulines (dont une
fraction est d’origine murine pour les FVIII immunopurifiés), des molécules ayant une action
sur I’'immunité, comme le TGF-beta et du facteur Willebrand (vVWF). Toutes les préparations
de FVIII dérivées du plasma ne contiennent pas de VWF.

De nombreuses publications soutiennent un role possible du TGF-beta, voire du
fibrinogéne et de la fibronectine, en tant que modulateurs de I’'immunogénicité du FVIIL. Ces
études font usage de méthodes analytiques, évaluant notamment des marqueurs cellulaires de
surface. Ainsi, une réduction de la proportion de lymphocytes T CD4+, ou de la production de
certaines cytokines in vitro aprés stimulation de lymphocytes T a été observée apres
exposition a du FVIII plasmatique [56, 57]. Il n’est cependant pas démontré que ces effets
immunomodulateurs, observes in vitro, jouent un role in vivo dans le contréle de I’induction
d’inhibiteurs.

Le role du vVWF semble plus complexe. Il est clairement démontré que la liaison du FVIII
au Vwf masque certains épitopes B (réduisant donc la fixation de certains anticorps) exprimés
en particulier par le domaine C2 [58]. Cette liaison modifie aussi la conformation du FVIII
de telle facon que des épitopes plus ou moins accessibles le deviennent [59]. Ceci implique
une modification de 1’antigénicité (reconnaissance par des anticorps) et non nécessairement de

I’immunogénicité (capacité d’induire une réponse immunitaire) du FVIIL

Les F VIII d'origine plasmatique pourraient aussi moduler la réponse immunitaire et en
particulier les interactions entre cellules B et cellules T par I'axe CD40/CD40L [60]. La
modulation de la réponse immunitaire pourrait dans ce systeme étre expliquée par la présence
de certains composants type TGF-beta dans les produits d'origine plasmatique, totalement

absents des recombinants [61, 62].
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Les concentrés plasmatiques pourraient ainsi différer entre eux par de nombreuses
caractéristiques incluant la concentration en VWF, la composition en PL, le mode
d'inactivation virale, la plus ou moins grande concentration en protéines contribuant a

moduler I'expression de la réponse immunitaire.
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Facteurs augmentant le risque de développer un inhibiteur

Génotype F Mutations non sens

Facteurs Inversion de I'intron 22

génétiques .
Large délétions

Antécédents familiaux 1°" degrés surtout
d’inhibiteurs

Ethnie Non Caucasien
Génotype de certains TNF Alpha
genes IL10
Facteurs non | Modalités thérapeutiques Traitement a la demande

génétiques
Diffusion/injection sous
cutanée du
Chirurgie

Age a la premiére injection

Traitement intensif pour
hémorragie majeur

Facteurs diminuant le risque de développer un inhibiteur

Facteurs Génotype de certains CTLA-4
génétiques geénes
Facteurs non Modalités Prophylaxie réguliere
génétiques thérapeutiques

Tableau 2:Facteurs influengant le risqur de développer un inhibiteur

IV .2.1.3.Autres facteurs : [42]

*La transfusion de produits sanguins labiles (PSL): peut constituer une premiére

exposition au FVIII plasmatique. En cas d’apparition ultérieure d’un inhibiteur anti-FVIII, on
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peut donc émettre ’hypothése qu’il s’agit d’une relance d’un inhibiteur, dont 1’apparition a
été provoquée par la transfusion antérieure de PSL. Ceci explique la position prise dans les
¢tudes frangaises d’exclure de ’analyse de suivi des enfants traités par FVIII, ceux ayant des
antécédents transfusionnels avant la premiére injection de FVIII. Si la transfusion de PSL est
effectuée simultanément au premier traitement par FVIII, le phénomene de relance
d’inhibiteur n’intervient pas. La cohorte historique évaluée avec le FVIII LFB n’écarte pas les
enfants transfusés moins de 24 heures avant la premiére injection de FVIII (données non
publiées). Par ailleurs, la nécessité de transfuser des PSL est un signe indirect de gravité de
I’épisode traité. Selon 1’analyse comparative des deux cohortes historiques frangaises traitées
par FVIII recombinant et plasmatique, la transfusion de PSL augmente le risque de
développer un inhibiteur mais la différence n’est pas significative en analyse multivariée
(données non publiées). Dans cette situation, il faut aussi tenir compte des effets de I’intensité
du traitement, comme discuté précédemment.

Chez les patients pour lesquels on cherche a ne pas induire une relance de

I’inhibiteur, la transfusion de concentrés érythrocytaires lavés est toutefois préconisée.

*Chez les malades infectés par le VIH, les antirétroviraux peuvent restaurer les fonctions
immunitaires, évolution qui, associée a un syndrome inflammatoire, peut favoriser
I’apparition d’un inhibiteur. Néanmoins, un tel événement peut aussi étre contemporain de
modifications du traitement Substitutif.

*Chez les malades infectés par le VHC , le traitement par interféron peut aussi étre
associ€ a I’apparition de nouveaux inhibiteurs.

*Les vaccinations : induisent par définition une stimulation du systéme immunitaire. On
peut donc émettre ’hypothése que si une injection de FVIII est effectuée a proximité d’une
vaccination, le risque d’apparition d’un inhibiteur est augmenté, surtout s’il y a extravasation
du FVIIL. Ce risque n’est jusqu’a présent que théorique. En France, cette information est
recueillie dans le protocole PUPs mené par le Réseau FranceCoag, ce qui permettra une
analyse ultérieure de cette question.

*Allaitement maternel : il a été suggéré par certains auteurs que 1’allaitement maternel
exercait un effet protecteur vis-a-vis de ’apparition d’inhibiteurs. Le lait maternel participe en
effet au développement du systéeme immunitaire digestif et a la mise en place d’une tolérance
immune par voie orale. En outre, le lait maternel contient une protéine (human milk fat
globulin) homologue au FVIII et au FV. Ceci a conduit une équipe suédoise (le taux

d’allaitement maternel en Sue¢de étant particulierement élevé) a tester cette hypothése dans un
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groupe de 116 enfants hémophiles séveres (100 hémophiles A et 16 hémophiles B), dont 25
avaient développé un inhibiteur (19 hémophiles A et 6 hémophiles B). Les auteurs ne
rapportent cependant aucune différence significative d’incidence d’inhibiteurs selon le recours

ou non a I’allaitement maternel et sa durée [94].

Enfin, certains polymorphismes du TNF alpha et de I’IL 10 ont également été

associes a un risque plus élevé.

A Tlinverse, certains facteurs diminueraient le risque de développer un inhibiteur
comme la prophylaxie réguliére ou certains polymorphismes de la CTLA-4 (cytotoxic T-

lymphocyte associated protein-4).

1VV.2.2.Mécanisme d’action

Les inhibiteurs anti-FVIII vont principalement compromettre 1’interaction du FVIIIc avec ses
différents partenaires (facteur von Willebrand, FIX, phospholipides ou FX) selon différents
mécanismes. D’une maniére générale, les Allo-anticorps ont une cinétique de typel c’est-a-
dire qu’ils inhibent complétement, de maniére dose-dépendante, 1’activité pro coagulante du
FVIII. L’épitope reconnu par I’anticorps et sa localisation interviennent de manicre
importante dans le mécanisme d’inhibition. Les principaux épitopes reconnus par les
inhibiteurs précisément identifiés sont situés au niveau des domaines C2, A2 et/ou a3A3 du
FVIII. [13].
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Figure 10 : Mécanismes d’action des inhibiteurs.

Un des mécanismes est fondé sur I’inhibition de la liaison du FVIII avec ’un de ces partenaires (A) ; les Acs anti-domaine C2 (en vert)
empéchent I’interaction avec le vWF soit avec les PLs. Certains Acs anti-domaines C2, de la méme maniére que les Acs anti-domaines al
(bleu) inhibent I’interaction du FVIII avec le FXa, et les Acs anti-domaines A2 et anti-domaines A3 (gris) perturbent I’interaction du FVIII
avec le FIXa. Un deuxieme mécanisme est fondé sur I’encombrement stérique (B) masquant les épitopes fonctionnels du FVIII. Certains
inhibiteurs dirigés contre la région acide al (rouge) interférent avec I’activation du FVIII par la thrombine. D’autres Acs, spécifiques du
domaine C2 ou de la région acide a3 (vert), empéchent la protection par le vVWF, rendant le FVIII plus sensible a la protéolyse. Un autre
mécanisme est lié a I’augmentation de la clairance du FVIII car certains inhibiteurs (gris) générent des complexes immuns avec le FVIII
I’éliminant de la circulation (C). Le dernier mécanisme fait intervenir les anticorps catalytiques : certains inhibiteurs présentent une activité

protéolytique et dégradent le FVIII (D).

Les Acs anti-domaine C2 vont essentiellement compro- mettre la liaison du FVIII au facteur
von Willebrand ainsi qu’aux phospholipides électronégatifs. Les Acs anti-A2 vont
compromettre 1’interaction avec le FIXa. Certains Acs dirigés contre le domaine A2 vont
empécher I’activation du FVIII par la thrombine. Enfin, les Acs dirigés contre le domaine A3
vont essentiellement compromettre ’interaction avec le FIXa [4]. Les Acs anti-C2 semblent
étre les plus fréquemment identifiés parmi les inhibiteurs développés chez 1’hémophile A.
Une autre catégorie d’Acs anti-FVIII est représentée par les Acs catalytiques. Ces Acs
possédent une activité enzymatique et catalytique directe sur le FVIII [5]. Cette catégorie

particuliére d’Acs serait présente chez plus de 50 % des hémophiles A avec inhibiteurs. Ces



anticorps catalytiques sont aussi décrits dans 1’hémophilie acquise et sont capables de

catalyser le FVIII mais aussi le FIX [6].

Les sites reconnus par les inhibiteurs anti-VIII ont d'abord été étudiés par les techniques
d'immunoblotting utilisant des fragments de FVIII protéolysé par la thrombine ou des
fragments recombinants. La majorité des épitopes reconnus par les anticorps anti-FVIII ont
ainsi pu étre localisés sur un fragment de 18,3 kDa en position N terminal du domaine A2
et/ou un fragment de 17,3 kDa en position C terminale du domaine C2, quelques-uns d'entre
eux reconnaissant en plus le domaine A3. Certains anticorps dirigés contre la zone acide AR1
ont parfois aussi été décrits. Ultérieurement les méthodes de neutralisation ont montré que
certains sites antigéniques pouvaient étre détruits par les techniques de dénaturation SDS
utilisées au cours de I’immunoblotting. La distinction entre anticorps neutralisants et non
neutralisants était par ailleurs établie par d'autres équipes soulignant I'intérét de privilégier les
méthodes mesurant une activité inhibitrice plut6t que celles évaluant uniquement la liaison de

I'anticorps a la protéine.

Gréace a l'utilisation des hybrides FVIII porcin/FVIII humain et aux travaux du groupe de
Lollar [13], il a été possible de localiser plus précisément les épitopes reconnus par les
inhibiteurs anti-F VIII :

- anti-A2 : la composante anti-Az2 est associée au fragment 484-508 ; la fagon dont
cet anticorps neutralise l'activité coagulante du F VIII reste encore obscure puisque cette
variété d'anticorps ne blogue pas la liaison du F VIII au facteur 1X ou aux PL ; ces anticorps
se comportent néanmoins comme des inhibiteurs non compétitifs du complexe F
Villa/IXa/PL ;

- anti-C2 : la plupart des anti-C2 empéchent la liaison du F VIII au VWF et aux PL
d'ou probablement une instabilite du F VIII ; par ailleurs le F VIlla ne se lie que de fagon
incompléte aux PL d'ou une insuffisance de I'activation du facteur X ; I'épitope reconnu par
ces anticorps a été localisé dans la portion C terminale du fragment C2 en position 2315-2330
avec un rble important joué par les résidus Cys2326 et Glu2327 probablement dans le
maintien de la conformation du site ; I'importance de sites davantage situés du coté N terminal
du domaine C2 (2 181-2 243) a aussi été montrée , confirmé par Barrow et al. pour les sites
2181-2 321 ; le rapprochement des extrémités N et C terminales du domaine C2 assuré par

des ponts di-sulfures est probablement une composante importante de l'antigénicité du
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domaine C2 ; plus rarement les anticorps anti-C2 ne bloquent que la liaison aux PL sans
empécher la liaison du VWF; dans ce cas la dissociation du F VIII et du VWF est ralentie ;
comme les sites de liaison du VWF et des PL se chevauchent ceci entraine probablement une
interférence dans la liaison aux PL ; la liaison du F V11l aux PL protége le F VIII de I'activité
inhibitrice des anti-C2 ;

Les anticorps anti-C2 semblent étre les plus fréquemment identifiés parmi les inhibiteurs

développés chez I’hémophile A.

- anti-A3 : dans le cas de la composante anti-A3 le site semble étre localisé en
position 1 694-2 017, peut-étre plus en position 1 811-1 818 ou 1 778-1 823 bloquant la
liaison du F Vlllaau F 1Xa ;

- anti-AR3 : enfin une composante dirigé contre le peptide d'activation 1 649-1 689 a
été clairement identifiée dans plusieurs plasmas contenant une activité anti-A3 ; ces anticorps

agissent tres probablement en bloguant I'activation du F VIII.

-Une autre catégorie d’anticorps anti-FVIII est représentée par les anticorps
catalytiques. Ces anticorps possedent une activité enzymatique et catalytique directe sur le
FVIII. Cette catégorie particuliére serait présente chez plus de 50 % des hémophiles A avec
inhibiteurs. Ces anticorps catalytiques sont aussi décrits dans I’hémophilie acquise et sont

capables de catalyser le FVIII mais aussi le FIX. [38].

1VV.2.3.Méthodes d’étude des inhibiteurs

IV.2.3.1. Méthode Oxford [63]
Principe :  On fait incuber des dilutions du plasma a tester avec une quantité connue de
facteur VIllIc ; puis on dose le FVIlIc résiduel.
Cette méthode utilise comme source de F VIlic un concentré de F VIII dont la
concentration est exprimée en U/ml.
Le taux d’anticoagulants est égal a I’'inverse de la dilution du plasma a tester qui neutralise

0.5 Ul de F VIII du mélange.
1V.2.3.2.Méthode de Kasper ou Béthesda [13]

L'activité neutralisante des anticorps anti-FVIII du plasma est mesurée par la méthode de

Kasper (Kasper, Aledort et al. 1975). Afin de neutraliser I'activité anti-FVIII présente dans le
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plasma des sujets ayant développé des anticorps anti-FVIII, le FVIII exogéne est détruit par
chauffage 1 h a 56°C, avant de déterminer I'activité anti-FVIIl. Le plasma ou les anticorps
anti-FVIII immunopurifiés sont incubés avec un volume égal de pool de plasma citraté
humain. Un controle est réalisé en incubant a parts égales un volume de pool de plasma citraté
humain et un volume de tampon Owren koller 0,05 M pH 7,3. Les mélanges ont été incubés 2
h & 37°C. L'activité du FVIII est déterminée par méthode chronométrique en incubant a parts
égales un volume de céphaline et de Kaolin (5 mg/ml), un volume de plasma exempt de FVIII
et différentes dilutions de la solution a doser. Le temps de formation du caillot de 4 dilutions
en série (1/20 eme a 1/160 éme) du pool de plasmas de référence a été comparé a celui des
différentes dilutions des échantillons a tester. Le titre en unités Béthesda (UB) est défini

comme l'inverse de la dilution donnant 50 % de FVIII résiduel [6].

1V.2.3.3. Méthode de Nijmegen [64]
Pour pallier le manque de sensibilité et de spécificité de la méthode pour les anticorps faibles
la méthode de Nijmegen dérivée de la méthode Bethesda a été introduite en 1995. Cette
méthode comporte deux différences par rapport a la méthode Béthesda : le maintien a pH 7,4
du mélange et du contrdle (pour éviter la diminution du F VIII : C liée a la baisse de pH au
cours de l'incubation), I'utilisation d'un plasma déficient en F VIII comme contréle au lieu de
tampon pour égaliser les concentrations protéiques. L'utilisation de la variante dite Nijmegen

semble ainsi réduire la fréquence des anticorps de faible titre, probablement non spécifiques.
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IV.2.3.4. ELISA [65]
L'antigéne (anticorps monoclonal murin anti-lgG humaine, FVIII immunopurifié,
fragments F (ab")2 d'IVIg ou d'lgG anti-FVIII immunopurifiés, ou fragments Fc d'lgG
[Pasteur Mérieux]) a une concentration de 2 pg/ml (ou 10 Ul/ml dans le cas du FVIII)
dans 50 pl de PBS est adsorbé au fond de puits de plaques ELISA la nuit & 4°C. Les sites
libres seront saturés par addition de 100 pl d'une solution de PBS-gélatine 1 % pendant 1
h a 37°C. Apres lavage a l'aide de PBS, la solution a tester, diluée dans le tampon de PBS-
gélatine, est incubée au contact de I'antigéne pendant 1 h a 37°C. Les plagues sont ensuite
lavées et incubées avec des anticorps secondaires adéquats (anticorps murin anti-1gG
humaine ou anticorps de chévre anti-lgG murine) couplés a la phosphatase alcaline. Aprés
lavage, les anticorps secondaires fixés sont révélés avec le substrat de la phosphatase
alcaline et la densité optique de chaque puits est mesurée au spectrophotomeétre a 405 nm.
Les résultats des tests démontrent des valeurs de densité optique égales ou plus grandes
que 2 fois la valeur obtenue pour la moyenne des controles négatifs est considérée comme

résultats positifs.

1VV.2.3.5. Imunoblot [13]

Le FVIII (95 pl de FVIII & 0,76 mg/ml) est digéré par 5 pl de thrombine a 20 U/ml et dialysé
contre un tampon tris 50 mM, Na CI 150 mM et CaCl2 2 mM a pH 7,2. Aprés 1 h
d’incubationa 37°C, 1 ul de PPACK (phenyl alanine proline arginine chloromethyl ketone) et
8,5 ul de tampon d’échantillon 4X (Glycérol, SDS, Tris, B-mercaptoéthanol, bleu de
bromophénol, pH 6,8) sont ajoutés. Le FVIII digéré est soumis a une électrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS. Composition du gel de séparation (0,75 mm d'épaisseur):
10% d'acrylamide, 0,27% de bis-acrylamide, tris 0,375 M a pH 8,8, SDS 0,1%, TEMED
0,1%, 0,25% d'ammonium-persulfate. Composition du gel de dépot : 4 % d'acrylamide, 0,1 %
de bis-acrylamide, tris 0,125 M a pH 6,8, SDS 0,1 %, TEMED 0,8 %, 0,05 % d'ammonium
persulfate. La migration des protéines est effectuée a température ambiante a l'aide d'un
systéeme mini-PROTEAN Il (Bio-Rad) a une intensité de 25 mA/gel jusqu'a ce que le front de
migration atteigne l'extrémité inférieure du gel. Aprés I'électrophorése, les protéines seront
transférées du gel sur une membrane de nitrocellulose (Schleicher et Schill, Dassel,
Allemagne) par transfert électrique semi-sec pendant 60 mn a 0,8 mA/cm2 a l'aide d'un Semy
Dry Electroblotter B (Ancos, Danemark). La membrane de nitrocellulose est ensuite
"bloquée” en présence de PBS/Tween 20 (Sigma) 0,2 % pendant 90 mn. Les IgG anti-FVIII

immunopurifiés seront incubées avec la membrane dans un dispositif de type "Cassette
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Miniblot System" (Immunetics Inc., Cambridge, MA) pendant 4 h & température ambiante
avec agitation lente. Aprés incubation, la membrane est lavée avec du PBS/Tween 20 0,2 %,
puis incubée en présence d'un anticorps secondaire anti-lgG humain couplé a la phosphatase
alcaline (Sigma) pendant 90 mn a tempeérature ambiante. La membrane est ensuite lavée. Les
anticorps fixés seront révélés avec du nitroblue tetrazolium (NBT)/bromo-chloro-indolyl
phosphate (BCIP) dans le tampon de substrat de la phosphatase alcaline (100 mM Tris pH 9,5,
100 mM Na CI, 5 mM MgCI2). La réaction est arrétée apres 3-5 mn en immergeant la
membrane dans I'eau distillée. La quantification des 1gG fixées et du profil des protéines est
effectuée par densitométrie, en mode réflectif, a lI'aide d'une caméra haute résolution CCD
(Masterscan, Scanalytics, Billerica, MA).
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I1VV.2.3.6.Tests radio immunologiques d'inhibition de liaison d'anticorps
anti-FVI11 [13]

Pour le marquage des anticorps, 100 ul de iodogéne dilué dans du chloroforme a la
concentration de 0,5 mg/ml sont déposes dans des tubes en verre a hémolyse de 5 ml. Les
tubes sont laisses a température ambiante jusqu'a évaporation du chloroforme et conservés a
4°C jusqu'a utilisation. Quatre-vingts pg d'anticorps anti-FVII1 immunopurifié & partir des
plasmas des patients Bor et Wal ainsi que 80 pg de F(ab")2 d'lIVIg anti-FVIII sont mélangés a
de I'1251 a raison de 20 pCi/ug d'anticorps. Apres 6 mn a tempeérature ambiante, le mélange
est déposé sur une colonne PD-10 (Pharmacia Biotech) préalablement équilibrée par du PBS.
La colonne est éluée par fractions de 500 pl.on mesure les cpm présents dans 2 pl de chaque
fraction a l'aide d'un compteur g. Les fractions contenant plus de 105 cpm sont rassemblées et
conservées a 4°C jusqu'a utilisation. Un volume de 50 ul de FVIII immunopurifié (Hemophil
M, Travenol Lab., USA) a une concentration de 10 U/ml est déposé au fond de puits de
plaques Falcon 3912 (Becton-Dickinson). Les plaques sont incubées la nuit & 4°C. Les sites
libres seront saturés par I'addition de 100 ul d'une solution de PBS-gélatine 1 % pendant 1 h a
37°C. Dans le cas d'expériences d'inhibition compétitive, I'inhibiteur dilué en série au 1/3 dans
50 pl de PBS-gélatine est incubé au contact du FVIII pendant 3 h a 37°C. Cinquante pl
d'anticorps anti-FVIII radiomarqués sont ensuite ajoutés a la concentration de 3 pg/ml et
incubés une h a 37°C. Dans le cas d'expériences de compétition idiotypique, les anticorps
radiomarqués a une concentration de 3 pug/ml sont préincubés dans un volume total de 50 pl
en présence de dilutions en série au 1/3 d'inhibiteurs, pendant 4 h a 37°C. La solution
préincubée a ensuite été incubée au contact de I'antigéne pendant 1 h a 37°C. Les plaques ont

été lavées a I'eau et les cpm comptés au compteur gamma [13].

IV.2.3.7.Mesure des constantes d’affinité des anticorps anti-FVIII
immunopurifiés [13]

L’analyse en temps réel de la formation de complexes entre les anticorps IgG anti-FVIII et
les domaines C2 et A2, la chaine légere du FVIII, et le FVIII immunopurifié a été réalisée a
I’aide du systéme BIAcore® (Biacore, Uppsala, Suéde). Les anticorps IgG anti-FVIII
immunopurifiés ont été dialysés contre un tampon NaHCO3 0,1 mol/Il, pH 8,3 et incubés avec
de la biotine 3 h a 4°C. Les IgG biotinylées ont ensuite été immobilisées sur une "sensorchip™
SA comportant de la streptavidine dans un tampon HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20
0,005%, CaCl2 5 mM, pH 7,4 (HBS-CaCl2), selon la méthode recommandée par le fabricant.
Toutes les expériences ont été realisées a 25°C. Trente microlitres de tampon HBS-CaCl2
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contenant une concentration de 6,25, 12,5, 25, 50 ou 100 nM de FVIII immunopurifié ou de
fragments de FVIII, a été injecté sous un flux continu de 5pl/mn permettant d’obtenir un
temps de contact avec les anticorps fixes sur la sensorchip de 7 min. La dissociation a été
enregistrée sur une période de 4 min suivant I’injection du tampon HBS-CaCl2 seul. La
régénération de la "sensorchip” a été effectuée apres chaque analyse par deux injections
successives de 10 pl d’une solution de HCl 100 mM. Un témoin négatif a été réalisé en
injectant le FVIII immunopurifié ou les fragments de FVIII sur une "sensorchip™ SA non
activée. Les courbes d’association et de dissociation du témoin négatif ont été soustraites des
courbes obtenues par 1’injection du FVIII immunopurifié¢ ou des fragments de FVIII sur les
sensorchips activées par les anticorps anti FVIIL Le calcul des constantes d’association et de

dissociation a été réalisé a l'aide du logiciel BlAevaluation 3.0 (Pharmacia).

Autres méthodes :

* Les techniques d’immuno-empreinte ou d’immuno- précipitation ont permis les
premiéres études sur la spe- cificité épitopique des Acs anti-FVIII [20]. L’utilisation de
fragments du FVIII générés suite aux clivages par la thrombine ou [’utilisation de
fragments recombinants des différents domaines du FVIII ont permis de cartographier de
maniere précise des épitopes reconnus par les Acs anti-FVIII [21]. Cependant, ces
techniques ne permet- tent pas d’identifier des épitopes conformationnels (ou discontinus),
représentant 90 % des épitopes reconnus par les Acs. Elles possedent également certaines
limites quant a la résolution de 1’analyse épitopique en raison de 1’absence de dissociation

de la chaine légére par la thrombine, par exemple.

» L’utilisation d’hybrides FVIII porcin/FVIII humain a égale- ment permis une
localisation fine des épitopes au sein du FVIII [22]. En effet, ces constructions
chimériques basées sur le remplacement systématique de séquences homo- logues du
FVIII humain par celles du FVIII porcin ont pour but d’identifier les résidus responsables
de différences antigéniques. Cependant, en raison des homologies de séquence entre le
FVIII humain et le FVIII porcin, cette technique ne permet pas 1’identification compléte
du répertoire épitopique du FVIIL. De plus, cette technique n’est envisageable qu’au prix
d’un lourd investissement matériel et de longues étapes de préparation des mutants, de

purifications.
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* La technique Spot a été¢ développée dans les années 1990. Elle est basée sur I’utilisation
d’une membrane de cellulose sur laquelle est fixée un grand nombre de pep- tides,
généralement synthétisés a partir de la séquence peptidique de la protéine d’intérét [23]. Ces
peptides sont ensuite immergés par une solution contenant les anticorps anti-FVIII et la
liaison des Acs est révélée par un Acs marqué. Cet outil a permis I’identification de nombreux
épitopes continus au sein du FVIII, reconnus a la fois par des inhibiteurs et des ANN. En
revanche, cette technique ne permet pas la caractérisation d’épitopes discontinus et nécessite
une quantité importante de plasma. ¢ La technique de phage display consiste a faire exprimer
par des phages des peptides aléatoires. Cette technique est trés performante pour identifier
d’éventuels épitopes conformationnels [24]. Elle est bien adaptée au criblage d’épitopes
reconnus par des anticorps monoclonaux. Néanmoins, elle est relativement longue et n’est pas
trés bien adaptée a 1’étude des Acs polyclonaux contenus dans le plasma de certains patients

hémophiles. la rendant, en pratique, peu accessible en routine.

* La technique Luminex est également utilisée afin de rechercher et de caractériser les Acs
anti-FVIII [25]. Cette technique est basée sur I’utilisation de microbilles magné- tiques
possédant chacune une combinaison spécifique de marqueurs fluorescents. A la surface de ces
billes, il est possible de coupler chimiquement des protéines d’intérét (Acs, FVIII, peptides).
Elle utilise le principe de la cytométrie en flux : un premier laser reconnait le codage
fluorescent de la bille et un second laser reconnait 1’anticorps secondaire marqué a la
phycoérythrine. Cette technique autorise également un multiplexage permet- tant

théoriquement 1’analyse d’environ 100 analytes différents.
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IV.2.4. Traitements des hémophiles avec inhibiteurs : les facteurs activés

> Feiba®

Le terme Feiba est un acronyme (factor eight inhibitor bypassing activity). Ce dérivé, appelé
aussi complexe prothrombique activé, est une fraction PPSB contenant des formes activées
des facteurs de coagulation : Flla, FVIla, FIXa et des phospholipides. Il est d’origine
plasmatique et subit une inactivation par chauffage a la vapeur. Il y a un risque connu de

thrombose en cas de surdosage. [29]
» Novoseven®

Il s’agit de facteur VII recombinant activé (eptacog alfa activé) produit par génie genétique a
partir de cellules BHK. Le facteur VII purifié passe par plusieurs étapes de chromatographie
au cours desquelles la molécule s’active spontanément. Le facteur VI activé est stabilisé par
du chlorure de calcium sans ajout de protéines humaines. Utilisé a forte dose, il s’avére d’une
trés bonne efficacité chez les hémophiles avec inhibiteur. Apres injection, il se fixe de facon
non spécifique a la surface des plaquettes, ou il participe avec les autres facteurs actives de

coagulation au phénoméne d’explosion de thrombine thrombin burst.[29]
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IVV.2.5.Conduite thérapeutique actuelle

Le traitement de 1’hémophilie avec inhibiteurs constitue un vrai défi. Les différentes
stratégies actuelles reposent sur trois solutions : restaurer le processus de coagulation
autrement que par I’administration du facteur VIII, leurrer le systtme immunitaire ou,

solution plus radicale, tenter d’éliminer les inhibiteurs. [66]

1VV.2.5.1.Contourner le besoin en facteur VIII

Si les patients avec un titre faible d’inhibiteurs peuvent parfois étre traités avec de
fortes doses de FVIII, ceux qui ont un titre élevé nécessitent des stratégies alternatives,
sans facteur VIII humain. En effet, ’utilisation de facteur VIII humain serait susceptible

de « relancer » leur production. [66]

v' Les concentrés de complexe prothrombique (Feyzin®,
Autoplex®)

Contiennent les facteurs de coagulation I, VII, IX et X sous forme partiellement
activée. lls permettent de « court-circuiter » le besoin en facteur VIII dans la cascade de
coagulation. Leur efficacité clinique est démontrée depuis plus de vingt-cing ans. Cependant,
ils présentent plusieurs inconvénients. D’abord, leur action est trés limitée dans le temps, ce
qui peut rendre nécessaires jusqu’a trois injections par jour. De plus, un risque de coagulation
trop importante existe (thrombose). Enfin, la présence de traces de FVIII dans ces complexes

est susceptible de relancer la production d’inhibiteurs. [66]
v' Le facteur VII activé recombinant (NovoSeven®) :

Amplifie la coagulation au niveau du site hémorragique. Autorisé en France depuis
1996, ce produit a fait ses preuves dans le traitement des accidents hémorragiques modérés et
séveres et dans la prévention des saignements en cas de chirurgie. Bien tolére cliniquement et
biologiquement, ce produit présente 1’avantage de ne contenir ni facteur VIII ni facteur 1X
(pas de relance des inhibiteurs). De plus, les problemes éventuels de coagulation excessive
sont trés rares. Enfin, sa nature recombinante garantit une sécurité virale maximale. Sa courte

demi-vie est son principal inconvénient, rendant le traitement contraignant. [66]



1V.2.5.2.Mystifier le systeme immunitaire

v Le facteur VIII porcin (Hyate C®) :

Présente une forte homologie avec le facteur VIII humain et peut ainsi étre efficace
pour restaurer le processus de coagulation tout en trompant le systéme immunitaire, ¢’est-a-

dire en passant inapercu des inhibiteurs anti-FVIIl humain.

Malgré quelques effets secondaires, ce facteur VIII porcin est particulierement utile pour
arréter les saignements importants chez des patients ayant un fort titre d’inhibiteurs (de 1’ordre
de 50 UB). Toutefois, chez 25a 35 % des patients, son utilisation conduit a une réponse
immunitaire contre le facteur VIII porcin (développement d’inhibiteurs anti-FVI1I porcin) lors

de la seconde injection. [66]

1VV.2.5.3.Eliminer les inhibiteurs

Certaines méthodes, toutefois assez lourdes a mettre en ceuvre, permettent d’éliminer
transitoirement les inhibiteurs. Souvent, elles doivent étre associées a un traitement

immunosuppresseur (par exemple cortisone) afin de bloquer la synthése d’anticorps en amont.
v’ La plasmaphérese :

Consiste a prélever le sang total, a « épurer » le plasma des inhibiteurs et a ré-

administrer le sang sans inhibiteur au donneur.

Cette méthode diminue significativement le titre d’inhibiteurs et restaure ainsi
temporairement ’efficacité¢ des concentrés de FVIIIL. Elle peut par exemple étre pratiquée

efficacement avant une chirurgie non urgente. [66]
v' L’immunoadsorption

Est une méthode d’épuration plasmatique qui fait intervenir la protéine A pour
éliminer les anticorps anti-FVIIL. Plus courante chez les malades atteints d’hémophilie
acquise, cette méthode est parfois utilisée en association avec du rFVlla (facteur VII active

recombinant) dans des cas compliqués d’échec thérapeutique. [66]



v Le Rituximab®.

Des études préliminaires indiquent que le Rituximab®, anticorps initialement destiné
au traitement des lymphomes, pourrait étre efficace pour éliminer les anticorps anti-FVIII,
essentiellement dans le cas des auto-anticorps anti-FVIII retrouvés lors de maladies auto-

Immunes. [66]
v" L’induction de tolérance immune (ITI)

L’élimination des inhibiteurs par tolérance immune reste le meilleur choix pour le
long terme et surtout pour les titres élevés d’inhibiteurs. Cette approche consiste a administrer
de fortes doses de facteur VIII. Les doses massives de facteur antinémophilique induisent une

tolérance immune par exces d’antigene [67, 68].
Plusieurs éléments ont une valeur pronostique pour la réussite de I’'ITI [9] :

*Titre de ’inhibiteur au moment de I’induction. C’est le facteur prédictif le plus important
: si le titre est inférieur a 10 UB, la probabilité de faire disparaitre I’inhibiteur apres ITI atteint

85 %, contre 43 % au-dessus de ce taux.

*Pic de I’inhibiteur avant ’ITI et pic aprés instauration de I’ITI. Un taux d’inhibiteur
dépassant 500 UB, surtout s’il est atteint en cours de traitement, laisse mal augurer d’une

efficacité possible.

*Délai entre la détection de I’inhibiteur et I’instauration de PITI. Il est souhaitable que
I’ITT commence le plus tot possible, mais il serait abusif de traiter par ITI un inhibiteur

transitoire, tel qu’il se rencontre lors de I’initiation d’un traitement.
*Age a instauration de ’ITIL L’ITI a plus de chances de succés chez un enfant en bas age.
Protocoles

Il est de régle d’utiliser le produit qui a entrainé D’apparition de I’inhibiteur. Cette
recommandation consensuelle ne repose toutefois sur aucune base scientifique, comme

d’autres recommandations en matiére de tolérance immune [69].
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Le schéma thérapeutique classique utilise des doses de 100 Ul/kg/j a 300 Ul/kg/j [70].
D’autres schémas sont possibles : 50 Ul/kg trois fois par semaine ou des posologies
intermédiaires entre ces deux propositions. L’absence de consensus sur les doses a conduit a

proposer la mise en place d’un essai randomis¢ international.

Le titre de I’inhibiteur doit étre évalué tous les mois. Le critere minimum de réussite est la
disparition apparente de I’inhibiteur, ¢’est-a-dire la diminution du taux en dessous du seuil de
détection de 0,5 UB

I1 est habituel de faire suivre I’ITI d’une prophylaxie, a raison de deux ou trois injections par

semaine.

Compte tenu des doses injectées, ce traitement est coliteux et contraignant. L’indication reléve
de centres spécialisés et ne doit étre mise en place qu’aprés étude des caractéristiques de
I’inhibiteur et de son évolution chez le patient. Une approche alternative, le protocole de
Malmo, repose sur une étape d’immuno-adsorption combinée a 1’administration
d’immunosuppresseurs. Malgré un succes certain (élimination des inhibiteurs dans 63 a 100
% des cas), le moment d’induction d’une tolérance immune varie significativement d’un

protocole a I’autre.

IV.2.6.Les nouvelles perspectives thérapeutiques

Les bases moléculaires de la réponse immunitaire contre le FVIII sont de mieux
en mieux comprises. Cela permet d’envisager de nouvelles approches thérapeutiques. Ces
nouvelles perspectives se fondent sur la modification de I’immunogénicité de la molécule
du FVIII, sur la neutralisation des inhibiteurs ou sur une intervention au niveau des

lymphocytes T « helper » CD4+.

1V.2.6.1.Réduire immunogénicité du FVIII

Deux approches, en cours d’évaluation, consistent a tenter de rendre le FVIII
moins immunogéne. Ces stratégies, tres intéressantes, doivent cependant encore étre

testées chez ’homme :

— La premiére repose sur une modification chimique de la molécule de FVIII pour

minimiser I’exposition des épitopes (zones du FVIII reconnues par les inhibiteurs). Cette
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approche permettrait non seulement de réduire I’immunogénicit¢é du FVIII, mais aussi

d’augmenter sa demi-vie dans 1’organisme.

— Un second espoir réside dans la nouvelle génération de molécules recombinantes
hybrides FVIII humain - FVIII porcin. En effet, le FVIII porcin, moins antigénique que le
FVIII humain, remplacerait alors le FVIII humain dans ses régions fortement immunogenes.
Moins antigénique que le FVIII humain, ce produit hybride, réalisé par génie génétique,
bénéficierait aussi de trés grandes garanties contre d’éventuels risques de transmissions

virales.

1V.2.6.2.Neutraliser les inhibiteurs :

Plusieurs méthodes, étudiées actuellement, consistent a bloquer [’action des

inhibiteurs.

* Les leurres peptidiques

Certains peptides miment les épitopes reconnues par les inhibiteurs. Ils leurrent ainsi
les inhibiteurs qui se fixent a eux au lieu de se fixer au FVIII. Le FVIII, libre, conserve alors
son activité coagulante. L’utilisation de ces peptides serait une nouvelle voie prometteuse de
traitement des inhibiteurs. Cependant, les travaux de recherche n’ont jusqu’a présents étés

effectués que chez la souris.

* Anticorps anti-idiotypiques :

Certains anticorps anti-idiotypiques neutralisent efficacement les inhibiteurs. Ces
anticorps protecteurs sont présents dans le plasma des sujets sains. On a également décrit leur
apparition chez de rares patients hémophiles avec inhibiteurs rendus tolérants au FVIII et chez
certains patients en rémission d’une hémophilie acquise. L’effet neutralisant de ces anticorps
anti-idiotypiques a été validé in vivo dans un modéle de souris rendues artificiellement

hémophiles (invalidation du géne codant le FVIII).

* Neutralisation de I’activité protéolytique des inhibiteurs :

L'équipe de Srini Kaveri a démontré récemment une activite hydrolytique
significative des inhibiteurs de 13 patients hemophiles sur 24. De nouvelles approches

thérapeutiques importantes pourraient découler de ces travaux. Elles consisteraient a
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concevoir des molécules synthétiques qui neutraliseraient cette activité hydrolytique des
inhibiteurs, notamment grace a I’identification des sites du FVIII qui sont la cible de ces

inhibiteurs protéolytiques.

IV.2.6.3.Intervenir au niveau des lymphocytes T « helper »

* Molécules de costimulation :

Pour que les lymphocytes B produisent des anticorps (inhibiteurs), il est nécessaire
que les lymphocytes T s’activent grace a des signaux de costimulation. Certaines études ont
montré qu’en agissant sur la signalisation de la costimulation, on agissait sur la réponse des

lymphocytes T et, en conséquence, sur la synthése des inhibiteurs.
* Lymphocytes T spécifiques du FVIII

Les lymphocytes T spécifiques du FVIII sont actuellement caractérisés. En théorie,
il serait possible d’utiliser des anticorps spécifiques pour neutraliser directement ces

lymphocytes et bloguer la fabrication d’inhibiteurs.

IV.2.6.4.Thérapie génique

La thérapie génique a suscité un grand espoir dans I’hémophilie apres les premiers essais
menés en 1995. La quasi-totalité des essais ont été suspendus. Théoriquement, 1’hémophilie
constitue un candidat de choix pour la thérapie génique [71, 72]. C’est une maladie
monogénique et il suffirait, pour mettre les patients a 1’abri des complications, d’obtenir des
taux circulants constants de facteur VIII correspondant a une situation d’hémophilie modérée,
voire fruste. Un autre avantage possible du concept de thérapie génique chez I’hémophile est
qu’un exces de facteur VIII ou IX induit par thérapie génique a peu de conséquences déléteres

a court terme.

Néanmoins, les espoirs soulevés par la thérapie génique ont été décus, méme si quelques
équipes continuent a travailler sur ce modele. La thérapie génique chez 1’hémophile pose non
seulement des problémes médicaux et techniques, mais aussi des problémes éthiques :
I’hémophilie n’est plus une maladie mortelle, la prophylaxie permet aux hémophiles de mener

une existence presque normale et les met a I’abri des complications ostéoarticulaires.
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Dans ces conditions, le risque potentiel, pour une grande part inconnu, de la thérapie
génique doit étre mis en parallele avec la possibilité pour un hémophile de mener une vie

normale grace aux médicaments actuels ou a venir.

V. PATIENTS ET METHODES

V.1.Patients

Il s’agit d’une étude descriptive rétrospective de 41 patients hémophiles A suivis au CHU
Tlemcen de la période allant de janvier 2011 a décembre 2016, dont I’age varie de 2ans et 55

ans.

+ Recueil des données

La collecte des données s'est faite d'une maniére passive a partir des dossiers des malades et

d'une maniére active avec les malades eux méme ou leurs médecins.

Pour cela, un questionnaire a été établi pour chaque patient, il contient :

-Nom et prénom

-Age

-Type d’hémophilie

-Sévérité de la maladie

-Enquéte familiale (fréres oncles, cousins maternel : malades ;nom de la maman)
-Type de traitement recu.

-Prophylaxie poursuivie ?

-Type de prophylaxie (primaire ou secondaire)

-Date des derniers Acc(positif ou négatif)
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-Titre des Acc

-Transfuse ou jamais ?

-Type de PSL regu.

V .2.Matériel

La recherche et le titrage des anticoagulants circulants anti-facteurs V11 se sont effectués au
niveau de 'unité d’hémostase du service d’ Hémobiologie du CHU Tlemcen, le matériel

utilisé (commun pour les autres tests d’hémostase) est le suivant :

* Une centrifugeuse.

* Des tubes secs pour la congélation.

* Des tubes a hémolyse.

* Des portoirs.

* Un bain marie (37°,56°).

* Des pipettes de 50 pL, 100uL, 200uL, 1000 pL.

* Billes magnétiques

* Barrettes

* Micropipette

* Coagulometre semi automatique (type STart)

* Coagulometre automatique (type STA Compact)

* Embouts
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Réactifs :

- Thromboplastine calcique (réactif déclenchant)

- CK Prest Céphaline+ Kaolin,

- CaCl2 0,025M,

- Réactif substrat déficient en facteur VIII,

- Unical

- Tampon Owren Koller.

- L’ecau distillée pour la reconstitution des réactifs.
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V .3.Méthodes

V .3.1.Recueil et traitement des échantillons

Selon les recommandations du GEHT :
v' Le prélévement

- Le prélévement est effectué par ponction veineuse franche, garrot peu serré, il est

préférable d’étre a jeun lors du prélévement.

- Le tube doit étre rempli correctement, il faut respecter le rapport anti-coagulant/sang qui

est de1/9 ; I’anti-coagulant utilisé est le citrate trisodique 0,109M.

- Le tube doit étre agité par retournement immédiat pour éviter la formation de micro-

caillots.

- Le délai entre le prélevement et le traitement des échantillons au laboratoire doit étre le

plus court possible de 2a3 heure maximum.

- La recherche des ACC anti-facteurs VIII peut se faire sur du sang frais ou aprés

décongélation d’un plasma pauvre en plaquettes conservé a-80°C.

v" Centrifugation :

-Cette étape est cruciale, plus le plasma sera pauvre en plaquette meilleure sera la

sensibilité des tests de dépistage des ACC.

-Pour préparer un plasma pauvre en plaquettes on soumet les échantillons a un double
centrifugation, la premicre de 10 mn a3000g suivie d’une deuxieme de 10 mn a 3000 g

également.

v" Conservation des échantillons :

- La conservation des échantillons repose sur la congélation de leur plasma pauvre en

plaquettes.

- Les échantillons sont conservés dans des tubes secs étiquetés a-80°C.
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- L’échantillon doit étre maintenu congelé jusqu’au moment de 1’essai puis rapidement

décongeler et utilisé pour les tests de coagulation.

- Décongélation rapide au bain-marie a 37°C, puis homogéneisation et test immédiat. Si

tests différés : conservation a + 4°C < 2 heures. Recongélation : a proscrire pour tous les

tests fonctionnels. [73]

» Pour I’étude génétique, 5 ml de sang périphérique ont été récoltés dans des tubes avec
EDTA (Ethylene Diamine Tetracéetique Acide) comme anticoagulant.
- Les prélévements sont par la suite congelés & -20°C, pour une extraction ultérieure de
I’ADN.

V.3.2.Les tests d’hémostase

V.3.2.1.Détermination du temps de Quick (TOQ):

v Principe du test :

C'est le temps de coagulation a37°C d'un plasma citraté pauvre en plaquettes, recalcifié en

présence d'un exces de facteur tissulaire et de phospholipides.

Le temps de Quick consiste a comparer en présence de thromboplastine calcique, les temps de
coagulation d'un plasma pauvre en plaquettes par rapport a un plasma témoin normal traité

dans les mémes conditions.
v" Mode opératoire :
- Déposer les barrettes dans la zone d’incubation
- Distribuer une bille dans chaque cupule
- Mettre S0uL de plasma citraté dans chaque cupule
- Incuber pendant 1mn
- Transférer dans la zone de lecture

- Déclencher la coagulation en distribuant 100uL de thromboplastine calcique (préincubée a

37°C) dans chaque cupule
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- Le temps de coagulation se mesure par I’arrét du mouvement de billes.
v’ Résultats :

Les résultats sont exprimés en seconde. Le TQ est voisin de 12 sec, il est allongé s’il dépasse

le témoin de 2 sec.

En pratique courante, le temps de Quick (TQ) est converti en taux de prothrombine (TP)
exprimé en pourcentage. La conversion du TQ en TP se fait a I’aide d’une droite d’étalonnage
ou droite de «Thivolle », établie a partir de plasma témoin pur et dilué au %2 ,1/3, Y en

tampon Owren Koller.

Les valeurs moyennes normales sont comprises entre 70 et 100%
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V.3.2.2.Détermination du temps de Céphaline Activée (C.K.PREST) TCA :

v Principe du test :

C’est le temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté pauvre en plaquettes en présence

de céphaline et d’un activateur de la phase contact=Kaolin et de calcium.
v" Mode opératoire :

- Placer les barrettes dans la zone d’incubation

- Mettre une bille dans chaque cupule

- Ajouter 50uL de plasma citraté et S50uL de céphaline activateur

- Incuber pendant 3mn

- Transférer la barrette en zone de lecture

- Déclencher la coagulation en ajoutant S50uL de solution de CaCl2

Le temps de coagulation se mesure par I’arrét du mouvement de billes
v Résultat:

Le temps de coagulation est exprimé par rapport au temps d’un plasma témoin dont la
valeur moyenne varie entre 20 et 40 sec. Le TCA est allongé¢ lorsqu’il dépasse de 10 sec le

temps du témoin ou lorsque le rapport tps du malade/tps du témoin est supérieur a 1,2.

V.3.3.Dosage spécifique du facteur anti-hémophiliques A
v’ principe :

Il consiste a mesurer un temps de céphaline activée sur un mélange du plasma a tester et d’un
plasma artificiellement déplété en FVIIIc, qui apporte 1I’ensemble des autres facteurs en exces.
Dans ces conditions, le temps de coagulation est directement fonction de 1’activité du facteur
VIII que ’on veut doser. L’activité est mesurée par comparaison au temps de coagulation

d’un plasma commercial de référence dont I’activité est de 100%.
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v" Mode opératoire :

Le plasma témoin dilué par du tampon d’Owren koller au 1/10,1/20,1/40,1/80. La

dilution 1/10 est considéree arbitrairement comme correspondant a une activité de 100%.
Ces dilutions serviront a établir la droite d’étalonnage.
Le plasma a tester est dilué au 1/10 .
Les réactifs sont placés dans la zone d’incubation a 37°C.
- Placer les barrettes dans la zone d’incubation
- Mettre une bille dans chaque cupule
- Ajouter 50uL de plasma dilué, 50uL de déficient en FVIII et 50uL de céphaline-kaolin
- Incuber pendant 3mn
- Transférer la barrette en zone de lecture
- Déclencher la coagulation en ajoutant S0uL de solution de CaCl2
v Expression des résultats :

On porte les temps en ordonnées d’un papier bi logarithmique et les concentrations ou
dilutions du plasma témoin en abscisse. Le taux de facteur VIlIc du plasma a tester est obtenu

par intrapolation, apres avoir joint tous les points pour obtenir la droite d’étalonnage.

Les valeurs normales : 55-110% d’activité.

Le taux hemostatique est a 40 %.4
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V.3.4.Recherche et titrage d’inhibiteurs anti-facteurs VIlIc chez les hémophiles par la
méthode Béthesda

V.3.4.1. Test de dépistage [42]
v Principe :

On incube le plasma a tester avec le plasma témoin, puis on dose le facteur anti-

hémophilique VIlic résiduel dans la mixture.
v" Mode opératoire :

- Préparation des mélanges :

Mélange 1
Un volume du plasma référence a 100% de facteur
Un volume du Tampon Owren Koller

Mélange 2
Un volume du plasma référence a 100% de facteur
Un volume du plasma malade

- Incuber les deux mélanges 2heures a 37°C.

- Tracer la courbe d’étalonnage a partir du mélange 1 : 1(PT+Tampon OK), en faisant des
dilutions au 1/10, 1/20,1/40,1/80.

- Doser le F VIlIc dans le mélange 2 dilué au 1/10.
* Si le taux=50% : Absence d’inhibiteur.

* Si le taux est inférieur a 50% : Titrer ’inhibiteur.
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V.3.4.2.Titrage de I’inhibiteur anti-facteur VIlIc : Méthode Béthesda
v Principe :

Mesure du taux résiduel de FVIII apres incubation 2 heures a 37°C d’un mélange vol/vol

constitu¢ du plasma malade (ou des dilutions de ce plasma) et d’'un plasma témoin titré a

100% de FVllIc.
Le titre d’inhibiteur est exprimé en unité Béthesda.

On définit 'unité Béthesda comme étant la quantité d’anticorps qui neutralise 50%

d’activité du F VlIlc.
v" Mode opératoire :
- Préparation des mélanges pour le titrage de I’inhibiteur :
Mélange 1
Un volume du plasma référence a 100% de facteur
Un volume du Tampon Owren Koller
Me¢langes 2,3,4,5,6 ...........
Un volume du plasma référence a 100% de facteur
Un volume de plasma a tester Dilué en tampon Owren Koller
1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160....
-Incuber 2heures a 37°C au bain marie en tubes bouchés.
-Dosage du F Vlllc sur les différents mélanges dilués au 1/10.

v" Mode d’expression des résultats : L’inverse de la dilution du plasma malade qui

donne 50% d’activité de F VIIIc résiduel représente le titre de I’inhibiteur.
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V.3.5.Introduction de I’étude génétique de la mutation en cause réalisée en 2013:
amplification de I’intron 22 par PCR long Range :

v Principe de la PCR standard [74]

L’amplification d’ADN in vitro appelée aussi Polymerase Chain Reaction ou PCR est une
technique de biologie moléculaire mise au point en 1985 par Karry Mullis (Mullis K. et al
1986). Cette technique permet de produire un grand nombre de copies d’ADN de longueur et

de séquences bien déterminées a partir d’un brin d’ADN matrice.

L’amplification est assurée par une enzyme thermorésistante « Taq polymérase » extraite
d’une bactérie thermophile « Thermus acquaticus ». D’une certaine fagon, la PCR imite la
réplication naturelle de I’ADN, puisque le nombre de molécules d’ADN générées est doublé

apreés chaque cycle. Aprés « n » cycle, nous pouvons reproduire environ 2 n copies d’ADN.

La réaction PCR est assurée automatiquement par un automate « thermocycleur », elle
comporte des cycles successifs comprenant chacun trois phases : dénaturation d’ADN,

hybridation des amorces et élongation des brins a partir des amorces (Figure.13).
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13 : Figure Principe de la PCR

v Principe de la PCR Long Range (PCR Long Distance ou PCR longue) : [75]

La PCR est une méthode habituellement utilisée pour amplifier les fragments dont
la séquence varie entre 0,5 a 1,5 Kb. En apportant certaines modifications a la PCR



standard, il est désormais possible d’amplifier des fragments de grandes tailles pouvant
atteindre 50Kb. La réaction d’amplification permettant de réaliser de tels fragments est

appelée la PCR Long Range ou une PCR long distance.

Pour réaliser ces amplifications, quatre amorces correspondant aux séquences d’intérét
(int22h-1, int22h-2 et int22h-3) ont été utilisées. Ces amorces sont représentées dans le

tableau qui suit :

5'int22h1 P gCC CTg CCT gTC CAT TAC ACT gAT gAC ATT ATgCTg AC

3int22h1 Q | ggC CCT ACA ACC ATT CTg CCT TTC ACT TTC AgT gCA ATA

5'int22h2/3 A | CAC AAg ggg gAA gAg TgT gAg ggT gTg ggA TAA gAA

3'int22h2/3B | CCC CAA ACT ATAACC AgC ACCTTgAAC TTC CCC TCT CATA

Tableau 3: Les amorces utilisées pour I'amplification de I'intron 22

L’¢tude de I’inversion de I’intron 22 avec les amorces ABQ et PBQ permet 1’obtention
de deux profils électrophorétique distincts. A partir de ce profil le génotypage des individus
peut étre réalisé. La concordance entre les deux profils (ABQ/PBQ) permet la confirmation

des résultats.

La migration sur gel d’agarose des produits d’amplification nous permettra de mettre en
évidence les éventuelles inversions au niveau de I’intron amplifié¢ et qui se révelent par la

présence d’une bande supplémentaire.

v Mise au point de la PCR Long Range :
Pensez a préchauffer I’amplificateur 9700 a 94°C (20mn) avant de distribuer les ADN.
-Dilution des ADN a 100 ng / ul (Suivant la qualité des mix on peut étre amené a travailler
a 50ng/ul).
-Décongeler et garder dans la glace les aliquots PQB et ABQ

Amplification de I’intron 22 avec les 3 amorces PBQ :
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L’ADN génomique (concentré a 50ng/pl) est amplifi¢ dans un mélange réactionnel de

25ul composés de 23 pl de Mix PBQ et de 2 ul d’ADN du patient atteint.

Le Mix PBQ contient 18,6 pl de prémixe PBQ, 1,9 ul de DMSO, 0,5 ul de 7déaza dGTP a
(10mM), 1,5 ul d’H20 distillée stérile, et 0,5 pl de Taq long rang 5U/pl.

Les amorces PBQ nous permettent de détecter I’inversion de 1’intron 22.

- Amplification de I’intron 22 avec les 3 amorces ABQ :

L’ADN génomique (concentré a 50ng/ pl) est amplifié dans un mélange

réactionnel de 25ul composés de 22 ul de Mix ABQ et de 3 ul d’ADN du patient atteint.

Ce Mix contient 18,6 pl de prémixe ABQ, 1,9 pl de DMSO, 0,5 ul de 7déaza dGTP a
(10mM), et 0,5 ul de Taq long range 5U/pl.

e Préparation du Mix PCR

1 tube | ntubes 1tube | ntubes

Mix PQB 18,6pl Mix ABQ 18,6
ul

D.M.S.O. 1,9 pl D.M.S.0. 1,9 pl
7déaza dGTP a 10mM 0,5 uL 7déaza dGTP a10mM | 0,5puL
Taq expand 0,5 uL Taq expand 0,5 pL
H,0 1,5l H,0 Ol
Agiter les Mix et répartir dans les tubes PCR :(toujours dans la glace)
Volume de Mix 23 ul 21.5 ul
ADN a 100 ng / ul 2 ul 3.5ul

Remarque : Lorsque le mix a été fraichement préparé 50ng d’ADN suffisent.
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L’amplification a été réalisée dans un thermocycleur (Biometra T Gradient) utilisé¢ dans le
laboratoire du département de Génétique Moléculaire Appliquée (USTO). Le programme
d’amplification comporte une premiére étape de dénaturation initiale a 94° pendant 3 minutes,
suivi de deux étapes d’hybridation de 10 et 29 cycles respectivement. La premicre étape
d’hybridation de 10cycles dure un peu plus de 13mn dont, 12sec a 94°, 2mn a 60°, 3mn a 65°,
3mn a 6°, et 5mn a 65°.

La deuxiéme étape est similaire a la premiere a la différence qu’elle comporte 20 cycles, et

qu’un incrément de 10sec/cycle pour les 5 derniéres minutes y est insér¢.

La derniére étape est un cycle d’élongation a 72° pendant 7 minutes. La réaction

d’amplification dure environs 8heures (Tableau 4).

94° | 94° 60° 65° 60° 65° |94° 60° 65° 60° 65° |72° |4°

KX 12s 2 ¥y 3 5 12s 2 ¥ 3 5* 7T 0

1c 10 cycles 20 cycles 1

* = incrément de 10 secondes par cycle - Durée du programme (environ 8h)

Tableau 4 : Programme d'amplification de la PCR Long Range

v" Electrophorése sur gel d’agarose pour le test d’amplification

Le controle d’amplification s’effectue par ¢€lectrophorése sur gel d’agarose. Apres plusieurs
essais le choix s’est finalement porté sur un gel d’agarose a 1%, préparé dans du TAE 1X. Le
mélange agarose-TAE 1X est chauffé jusqu’a 1’obtention d’une solution transparente, ou est

ajouté 10ul de BET (bromure d’éthidium 100 ng/pl) avant polymérisation.

Les échantillons déposés sur le gel sont un mélange de 5 pl du produit d’amplification et 5 pl
de tampon de charge (bleu de bromophénol 6X ; le sucrose 40%) Ce tampon est utilisé pour

marquer le front de migration et pour alourdir I’ADN, dans chaque puits.
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La migration se fait dans du tampon TAE 1X a 90 Volts pendant 45mn et la visualisation des
produits amplifiés se fait sous UV. Une amplification positive se traduit par 1’observation de

plusieurs bandes sur le gel, et dont la taille varie entre 10 et 12kb.
v Résultats attendus

L’inversion de I’intron 22 est le résultat d’un crossing-over intra-chromosomique entre les
régions AB, et PQ qui font 10Kb et 12Kb respectivement. Le résultat de ce réarrangement est
la génération de deux régions QA et PB de 11KB chacune.

Les amorces ABQ s’hybrideront avec la région BA dans le cas normal, et avec les régions BA
et QA en cas d’inversion, les résultats attendus sur le gel seront donc les bandes de 10Kb et
11Kb correspondant a ces deux régions respectivement.

Les amorces PBQ s’hybrideront avec PQ dans le cas normal et avec PB en cas d’inversion,
les résultats de 1’électrophorése révéleront a une bande de 12Kb correspondant a la région

normale et une bande de 11Kb correspondant a la région réarrangée.
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PCR l
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Genomic DNA copy Number
PQ 1 0 1
PB+AQ 0 2 2
AB 2 1 3

Figure 14 : Profil électrophorétique représentant les résultats attendus



VI. RESULTATS

V1.1.Résultats de la recherche des ACC :
» 62 hémophiles A recensés, dont :

e 45 hémophiles A séveres (73%)
e 14 hémophiles A modérés (22%)

e 3 hémophiles A mineurs (5%)

L’age de ces patients varie de 2ans et 55 ans avec une médiane de 28 ans.

Figure 15 : Répartition des hémophiles A selon la sévérité

» Parmi les 45 hémophiles A séveres :

e 17 enfants (38%)
e 28 adultes (62%)
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Figure 16 : Répartition des hémophiles A séveres en fonction de I'age

» 41hémophiles ont bénéficies de la recherche des inhibiteurs dont :

e 36HA séveres,
e 5HA modérés.
Les SHA modérés n’ont pas développés des Acc, parmi les 36 HA sévéres y en a 11

hémophiles ont développés des inhibiteurs et 25 qui n’en ont pas.

Les resultats sont exprimés dans le tableau et la figure qui suivent :

Hémophile A Nombre Fréquence
Sans inhibiteurs 25 69%
Avec inhibiteurs 11 31%

Tableau 5: Résultats de la recherche d'inhibiteurs
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Figure 17 : Répartition des hémophiles A séveres en fonction du développement d'inhibiteurs

Les 11 qui ont développés des inhibiteurs étaient tous des HA sévéres :

e 2 patients ont présentes un fort titre d’inhibiteurs > 5UB

Expression de l'inhibiteur : Recherche positive Cas

N°1 KRIM
Mélange 1 (Ref + tampon) FVIIl =53% FVIII cor
Mélange 2 (Ref + plasma pur) FVIII = 1,6% 2%
Mélange 3 (Ref + dil 1/2) FVIII=1,7% 3%
Mélange 4 (Ref + dil 1/5) FVIIl = 2% 3,9%
Mélange 5 (Ref + dil 1/10)  FVIIl = 2% 3,9%
Mélange 6 (Ref + dil 1/20)  FVIIl = 2,1% 3,9%
Mélange 7 (Ref + dil 1/40)  FVIIl = 2,1% 3,9%
Mélange 8 (Ref + dil 1/80)  FVIIl = 2,8% 5,2%
Mélange 9 (Ref + dil 1/160) FVIII = 4,5% 8,3%
Mélange 10 (Ref + dil 1/320) FVIII = 15,8% 29,4%
Mélange 11 (Ref + dil 1/640) FVIII = 45% 83%
Mélange 12 (Ref + dil 1/1280) FVIII = 88% 165%

‘ Cinétique simple
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Figure 18 : Expression des résultats et calcul du titre d'inhibiteur

e les 9 autres patients étaient des faibles répondeurs (titre d’inhibiteur <SUB)

Type de répondeurs
M Sériel
FORTS répondeurs FAIBLES répondeurs

Figure 19 : Répartition des hémophiles A avec inhibiteurs en fonction du type de répondeur



V1.2.Résultats de I’étude moléculaire

L’étude a été réalisée chez 6 hémophiles A sévére. Les résultats sont exprimés sur

le tableau ci-dessous :

Code Nom et prénom | séverité | FVIII/C | inhibiteur | Intron22 | Intronl
Tlemcen 1 S.H sévere <1% négatif négatif | Négatif
Tlemcen 2 B.M sévere <1% | indéterminé | négatif | Négatif
Tlemcen 3 G.S sévere <1% positif négatif | Négatif
Tlemcen 4 R. N sévere <1% négatif positif
Tlemcen 5 T.S sévere <1% positif positif
Tlemcen 6 F.S sévere <1% négatif positif

Tableau 6: Résultats de I'étude moléculaire

Parmi les 6 qui ont bénéficiés de I'étude moléculaire, 3 présentaient une inversion de

I'intron22.
2 des 6 patients étaient de faibles répondeurs :

e L’un d’eux possédait I’inversion de 1’intron 22

e L’autre ne la présentait pas

VII.  Les limites de I’étude
e Absence du réactif substrat déficient en facteur VIII durant notre période de stage pour

le dosage des ACC ce qui nous a obligé de passer a une étude rétrospective.

o Difficultés d’avoir des réponses sinceres dans les questionnaires proposés aux patients

en raison de certains tabous qui caractérisent notre sociéte.
e Taille réduite de la population étudiée.

e [a durée courte de I’étude.
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VIII.

DISCUSSION

- L’hémophilie A sévere est plus fréquente que les formes modérée et mineure (73% versus

22% et 5% respectivement).

Dans notre étude, la prévalence des inhibiteurs au cours de I’hémophilie A sévére était de
27%( 11 cas sur 41) :

e 2 patients ont présentés un fort titre d’inhibiteurs > SUB

e Les 9 autres patients étaient des faibles répondeurs (titre d’inhibiteur <5UB)

- Parmi les 6 qui ont bénéficié de I'étude moléculaire, 3 présentaient une inversion de

I'intron22 (50%). Parmi ces 3, un seul a développé des inhibiteurs,

Les résultats sont exprimés sur le tableau ci-dessous :

Code Nom et prénom | séverité | FVIII/C | inhibiteur | Intron22 | Intronl
Tlemcen 1 S.Hichem sévere <1% négatif négatif | Négatif
Tlemcen 2 | B. Medjdoub sévere <1% | indéterminé | négatif | Négatif
Tlemcen 3 | G.Sidahmed sévere <1% positif négatif | Negatif
Tlemcen 4 R.Nazim sévere <1% négatif positif
Tlemcen 5 T.Slimane sévere <1% positif positif
Tlemcen 6 F .Salah sévere <1% négatif positif

- 2 des 6 patients étaient de faibles répondeurs :

e L’un d’eux ne possédait pas I’inversion de I’intron 22 (Ghomari)

e L’autre la présentait (Tadjine)

- Chez ce dernier le traitement prophylactique n’a pas été suivi, en plus il a était transfusé
plusieurs fois par du sang total, par contre ses freres et certains de ses cousins et oncles n’ont
pas développé d’ACC (ils n’ont pas regus de transfusions), mais un de ses cousins était aussi

un faible répondeur, ce dernier comme le propositus, il a regcu un traitement transfusionnelle.

A facteur de risque égal, la transfusion était la seule variable entre le groupe qui a développeé

les inhibiteurs et celui qui n’en a pas.
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- A facteur de risque génétique égal (Ghomari) et en absence de I’inversion de I’intron22, le
frére ayant bénéficié d’une prophylaxie primaire n’a pas développé d’ACC par rapport a celui

qui a recu une prophylaxie secondaire.

- Le patient présentant un fort titre d’inhibiteurs (fort répondeur) a été transfusé plusicurs

fois, en plus il est HCV positif, cependant la mutation en cause n’a pas pu étre déterminée.

- Fakir, présentait 1’inversion de 1’intron 22 mais pas d’inhibiteurs. Ce patient n’a regu

aucune thérapeutique avant 1’analyse génétique.

Selon la littérature, 1’inversion de I’intron 22 est decrite dans 50% des familles ayant

une hémophilie A sévere [76, 77,78]. Nos résultats concordent avec ces données.

Evidemment, la mutation qui sous-tend I’hémophilie est importante. Cependant, en réalité, la
situation n'est pas aussi tranchée. Chez les patients présentant des mutations identiques,
certains peuvent produire des inhibiteurs et d'autres non. De toute évidence d'autres facteurs
sont impliqués [79, 80, 81] :

e Le risque cumulé de développer des inhibiteurs chez les patients préalablement non
traités (PUPs) a été évalue selon la littérature de 0% a 38,7% [80,81].

e Théoriquement, la sollicitation du systeme immunitaire provoquée par des infections,
la vaccination, et des lésions tissulaires en association avec I'exposition FVIII,
génerent des signaux qui activent les cellules présentatrices d'antigéne [83,84], et
induisent une réponse immunitaire contre le FVIIL. L’influence des autres facteurs :
tels que I'age a la premiére exposition, le type de produit utilisé, et les modalités de
traitement, ont été rapportés dans les études cliniques [84, 85, 86].

e Dr’autres Circonstances d’immunisation ont été rapportées par certaines études [95]
[96] telles : I’apport massif de facteurs antihémophiliques réalisé lors des interventions
chirurgicales ou en cas d’hémorragie grave, 1’dge a la premicre exposition,

changement du produit, cependant on n’a pas pu les déterminer dans notre étude.
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IX.

CONCLUSION

Dans cette étude, outre la mutation en cause, d'autres facteurs de risque contrélables ont
été évoqueés tels : les modalités thérapeutiques (notamment prophylaxie versus traitement a la
demande, prophylaxie primaire versus prophylaxie secondaire, traitement transfusionnel,
I'existence d'infections récentes). Ces facteurs, en particulier les facteurs environnementaux

restent encore a élucider.

A ce jour, peu de données sont disponibles sur la relation qui pourrait exister entre les
modalités d’administration des facteurs anti-hémophiliques et I’apparition d’inhibiteurs. En
effet il est souhaitable de faire un recueil a long terme d’informations sur le traitement en

prophylaxie

Chez la plupart des hémophiles immunisés, il est nécessaire de limiter les indications du
traitement transfusionnel afin de permettre a I'activité de I'inhibiteur de décroitre jusqu'au titre
le plus bas possible. Chez ces malades, si le traitement transfusionnel d'une anémie intense

parait inévitable, il est logique d'utiliser des suspensions d’hématies lavées.

Malheureusement, faute d'un nombre suffisant de patients inclus, aucune conclusion

formelle ne peut étre apportée sur cette question.

Nous espéerons par ce modeste travail avoir attiré I'attention du personnel médical et
paramédical sur la nécessité d'un suivi biologique régulier dans le but d’améliorer la qualité

de vie de ces patients et de leur prise en charge.

En définitive I'objectif essentiel serait théoriquement la prévention de la sensibilisation
elle-méme. Le préalable indispensable d'une telle entreprise est de savoir reconnaitre, parmi
les hémophiles, ceux qui sont plus que d'autres exposés aux risques d'une immunisation
éventuelle. 1l s'agit la d'une question a laquelle nul ne peut encore donner de réponse. Celle-ci

devrait logiquement venir de I'immunogénétique.
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ANNEXES
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Résumé :

Ce travail a pour objectif d’étudier certains facteurs de risque responsable d’apparition des inhibiteurs anti-facteur VIII dans 'hémophilie A.
Leur dépistage a été réalisé par la méthode Bethesda sur 41 hémophiles dans 'dge varie de 2 a 55 ans, suivis au laboratoire d’hémobiologie du
CHU Tlemcen.

L’hémophilie A sévere est plus fréquente que les formes modérée et mineure (66% versus 29% et 5% respectivement).27% des hémophiles A
séveres ont présenté des inhibiteurs dont 11% sont de forts répondeurs et 89% des faibles répondeurs.

Les résultats obtenus concordent avec ceux de la littérature :

- A facteur de risque génétique égal, une prophylaxie primaire protege contre le développement d’acc par rapport a une prophylaxie
secondaire.

- Le patient fort répondeur est un polytransfusé, HCV positif. Cependant la mutation en cause n’a pas été déterminée.
- Le patient ayant I'inversion de I'intron 22 mais pas d’inhibiteurs n’a regu aucune thérapeutique.

L’indispensable de cette étude est de savoir reconnaitre, parmi les hémophiles, ceux qui sont exposés aux risques d'une immunisation. Nul ne
peut encore donner de réponse. Celle-ci devrait logiquement venir de I'immunogénétique.

Mots-clés : Hémophilie A, diagnostic génotypique, facteur VIII, inhibiteur, traitement substitutif, facteurs génétiques.

Abstract :

The aim of this work is to study certain risk factors responsible for the appearance of anti-factor VIII inhibitors in hemophilia A. Their screening
was carried out by the Bethesda method on 41 hemophiliacs in the age range from 2 to 55 years, Followed at the hemobiology laboratory of the
Tlemcen University Hospital.

Severe hemophilia A was more common than moderate and minor forms (66% versus 29% and 5%, respectively). 27% of severe hemophiliac A
had inhibitors, 11% of which were strong responders and 89% of the weak responders.

The results obtained are in agreement with those of the literature:

- At the same genetic risk factor, primary prophylaxis protects against the development of acc compared with secondary prophylaxis.
- The strong responder is a polytransfused, HCV positive. However, the mutation in question has not been determined.

- The patient with inversion of intron 22 but no inhibitors received no therapy.

The essential feature of this study is to recognize, among the hemophiliacs, those who are exposed to the risks of immunization. No one can give
any answer yet. This should logically come from immunogenetics.

Keywords: Hemophilia A, genotypic diagnosis, factor VIII, inhibitor, replacement therapy, genetic factors.
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