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Nijmegen
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Professeur d”’hématologie biologique
Pr. A. MASRAR RAPPORTEUR

Professeur d”’hématologie biologique
Pr. M. NAZIH

Professeur d”’hématologie biologique
Pr. A. DAMI e

Professeur de biochimie
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UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT
l&fﬁ_?\\ FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAIJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. Mohamed KARRA

1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET

PHARMACIENS
PROFESSEURS :
Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria Gastro-Entérologie
Pr. LACHKAR Hassan Médecine Interne
Pr. YAHYAOUI Mohamed Neurologie

Décembre 1988
Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib Chirurgie Pédiatrique




Pr

. DAFIRI Rachida

Décembre 1989

Pr
Pr
Pr

. ADNAOUI Mohamed
. CHAD Bouziane
. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. CHKOFF Rachid

. HACHIM Mohammed*
. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
AZ70UZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa
BELKOUCHI Abdelkader
BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina
BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar
KHATTAB Mohamed
SOULAYMANI Rachida
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil
BOUJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq
DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

ars 1994

M
Pr

. BENJAAFAR Noureddine

Radiologie

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique V.D a la pharmacie+Dir du
CEDOC

Chirurgie Générale V.D Aff. Acad. et Estud
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Chirurgie Générale
Microbiologie

Radiothérapie



Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BEN RAIS Nozha
CAOQOUI Malika
CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed

OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz

Biophysique
Biophysique
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Doyen de la FMPA

Gynécologie Obstétrique
Traumato-Orthopédie

Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique

Médecine Igterne mmsad:;::aﬁ Z
Dermatologie e

Chirurgie Générale .i p@,n‘“"
Anatomie Pathologique /3

Traumatologie — Orthopé:
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie -Directeur HMI Med V
Urologie

Ophtalmologie
Génétique




Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr. AMIL Touriya*

Pr. BELKACEM Rachid

Pr. BOULANOUAR Abdelkrim

Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
Pr. GAOUZI Ahmed

Pr. MAHFOUDI M’barek*

Pr. OUADGHIRI Mohamed

Pr. OUZEDDOUN Naima

Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BEN SLIMANE Lounis
Pr. BIROUK Nazha

Pr. ERREIMI Naima

Pr. FELLAT Nadia

Pr. HAIMEUR Charki*

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ
Pr. TAOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr. AFIFI RAJAA

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER RIHANI Hassan

Pr. BENKIRANE Majid*
Pr. KHATOURI ALI*

Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUMAR Hassan

Pr. BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB El Mahjoub

Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim#*

Pr. ISMAILI Hassane*

Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie _
Traumatolog/BoT
Néphrologiefe
Cardiologie s

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie

Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Médicale

Hématologie

Cardiologie

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie

Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.




Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*
Pr. TACHINANTE Rajae
Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr. AIDI Saadia

Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
Pr. EL HASSANI Amine

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. EL MAGHRAOQUI Abdellah*
Pr. GHARBI Mohamed El Hassan
Pr. MAHASSINI Najat

Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
Pr. ROUIMI Abdelhadi*

Décembre 2000
Pr. ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr. BALKHI Hicham*

Pr. BENABDELJLIL Maria
Pr. BENAMAR Loubna

Pr. BENAMOR Jouda

Pr. BENELBARHDADI Imane
Pr. BENNANI Rajae

Pr. BENOUACHANE Thami
Pr. BEZZA Ahmed*

Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
Pr. BOUMDIN El Hassane*
Pr. CHAT Latifa

Pr. DAALI Mustapha*

Pr. DRISSI Sidi Mourad*

Pr. EL HIJRI Ahmed

Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
Pr. EL MADHI Tarik

Pr. EL OUNANI Mohamed

Pr. ETTAIR Said

Pr. GAZZAZ Miloudi*

Pr. HRORA Abdelmalek

Pr. KABBAJ Saad

Pr. KABIRI EL Hassane*

Pr. LAMRANI Moulay Omar

Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM

Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Cardiologie _
Anesthésie-Réani {} N
Pédiatrie Directesg\Mc
Urologie ;
Rhumatologie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Neurologie

ORL

Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

LEKEHAL Brahim

MAHASSIN Fattouma*

MEDARHRI Jalil

MIKDAME Mohammed*

MOHSINE Raouf

NOUINI Yassine

SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL HAOURI Mohamed *
FILALI ADIB Abdelhai

HAIJJI Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
OUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.

ABDELLAH EI Hassan

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Générale s
Chirurgie Vasculaire P%&\PEMW /

Pédiatrie G
ey ; W\\M
)
o
uﬂ'w'/'

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZI7Z Noureddine*
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENYASS Aatif
BERNOUSSI Abdelghani
DOUDOUH Abderrahim*
EL HAMZAOUI Sakina*
HAIJJI Leila

HESSISSEN Leila
JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
NIAMANE Radouane*
RAGALA Abdelhak
SBIHI Souad

ZERAIDI Najia

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie

Anesthésie Réanimation

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie cm‘““'s’g
Gynécologie OpBtetitgue
Pédiatrie ' '

Cardiologie  “gmer*
Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie
Ophtalmologie
Radiologie
Rhumatologie
Pédiatrie
Cardiologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
Cardiologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

(mise en disponibilité)



Décembre 2005

Pr.

CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHEMLAL Lahsen*
AKJOUJ Said*
BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika
BIYI Abdelhamid*
BOUHAFS Mohamed El Amine
BOULAHY A Abdellatif*
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*

SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid
ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAIJIJI Larbi*
AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Cardiologie
Anesthésie Réanff) \
Médecine Interntg /5
Anesthésie Réanintaffon
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Anesthésie réanimation Directeur ERSM

Biochimie-chimie



Pr. BENZIANE Hamid*

Pr. BOUTIMZINE Nourdine
Pr. CHARKAOQOUI Naoual*
Pr. EHIRCHIOU Abdelkader*
Pr. ELABSI Mohamed

Pr. EL MOUSSAOUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GHARIB Noureddine

Pr. HADADI Khalid*

Pr. ICHOU Mohamed*

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LALAOUI SALIM Jaafar*
Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yassine*

Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tariq*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*

Pr TAHIRI My El Hassan*
Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*

Pharmacie clinique
Ophtalmologie
Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatices,s
Radiothérapie o s s

. g bl ,M
Oncologie médic $ ot
Dermatologie &

uﬂ'w'/'

Radiothérapie

Anesthésie réanimation
Microbiologie
Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Médecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie

Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre
Chirurgie Générale



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIT BENHADDOU EI hachmia
AKHADDAR Ali*
ALLALI Nazik

AMINE Bouchra

ARKHA Yassir
BELYAMANI Lahcen*
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae*
BOUI Mohammed*
BOUNAIM Ahmed*
BOUSSOUGA Mostapha*
CHAKOUR Mohammed *
CHTATA Hassan Toufik*
DOGHMI Kamal*

EL MALKI Hadj Omar
EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid*

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna *
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
L’KASSIMI Hachemi*
LAMSAOURI Jamal*
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MESSAOUDI Nezha *
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRAJ Latifa
RHOREFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :

Octobre 2010

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALILOU Mustapha
AMEZIANE Taoufig*
BELAGUID Abdelaziz
BOUAITY Brahim*
CHADLI Mariama*
CHEMSI Mohamed*

DAMI Abdellah*

DARBI Abdellatif*
DENDANE Mohammed Anouar
EL HAFIDI Naima

EL KHARRAS Abdennasser*
EL MAZOUZ Samir

Neurologie
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie
Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie

. i
Dermatologie @«]

Traumatologie orthepedi
Hématologie biologique
Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique

Chirurgie Générale
Microbiologie

Meédecine interne

Gynécologie obstétrique
Rhumatologie

Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail

Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie
Radiologie

Chirurgie pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie plastique et réparatrice



Pr. EL SAYEGH Hachem
Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*
Pr. NAZIH Mouna*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil*

Pr. BELAIZI Mohamed*

Pr. BENCHEBBA Driss*

Pr. DRISSI Mohamed*

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL KHATTABI Abdessadek*
Pr. EL OUAZZANI Hanane*

Pr. ER-RAIJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Pr. MEHSSANI Jamal*

Pr. RAISSOUNI Maha*

Février 2013

Pr. AHID Samir
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L’hémophilie est une maladie hémorragique constitutionnelle a
transmission récessive liée au chromosome X. Le diagnostic biologique est
port¢ sur un allongement du TCA avec un déficit en facteur IX pour
I’hémophilie B et en facteur VIII pour I’hémophilie A qui est la plus fréquente.

La thérapeutique substitutive (I’injection du facteur VIII) est la seule option
existante dans les stratégies du traitement préventif comme dans les stratégies du
traitement curatif lors des épisodes hémorragiques, ce qui permet entre autres de
prolonger la durée de vie des hémophiles et de mieux gérer les complications
surtout orthopédiques.

Néanmoins, les complications de ce traitement substitutif est d’un double
danger : les complications infectieuses et la survenue des inhibiteurs dirigés
contre le facteur VIII rendant le traitement substitutif inefficace.

Alors que la sécurité des fractions anti-hémophiliques vis-a-vis des agents
infectieux connus semble a peu pres bien €tablie et que le risque de transmission
d'agents infectieux dits « non conventionnels » n'est abordé que dans un cadre
hypothétique, la survenue d'un inhibiteur dirigé contre le facteur VIII est
considérée actuellement comme une des plus sérieuses complications du
traitement substitutif de I'némophilie A. [1]

Le diagnostic de cette complication est biologique et se base sur des
principes simples qu’est le dépistage et le titrage de ces inhibiteurs par la
méthode de référence de Bethésda-Nijmegen. Ce diagnostic permet aussi
d’adapter les modalités de traitement.

Dans notre étude, nous mettons le point sur le développement des
inhibiteurs chez Les hémophiles A au Maroc, étudions sa prévalence et

discutons le suivie de certains patients.
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1. CONTEXTE

Le Centre Hospitalier Ibn Sina (CHIS) de Rabat est une structure constituée
de 10 établissements hospitaliers de soins et d’hospitalisation. Son Laboratoire
Central d’Hématologie traite les diverses demandes d’analyses dans les
domaines de I’hématologie biologique provenant de ces différents hopitaux. Le
méme laboratoire satisfait aussi des demandes externes.

Dans ce contexte, Il s’agit d’une étude rétrospective durant la période
d’étude de 35 mois : Du 01/04/2014 au 01/03/2017. On a inclus tous les patients
ayant bénéficié d’un dosage de facteur VIII avec mesure du taux d’inhibition et
dosage des anti facteurs VIII. On a fait une étude de la cinétique des Anticorps
chez les patients suivis au CHU avec des bilans avant et apres traitement
substitutif .la méthode de référence utilisée au laboratoire est celle de Bethésda-

Nijmegen

2. INTERROGATOIRE

La fiche des patients contient les informations suivantes :

- Les caractéristiques épidémiologiques : nom, age, poids.

- Les caractéristiques concernant la maladie : type de I’hémophilie, degré
de sévérité, age de découverte, présence ou non d’inhibiteurs, date de recherche
des inhibiteurs.

- Les dosages et tests effectués : TP, TCA, fibrinogene, dosage des FVIII,

dosage des inhibiteurs et le pourcentage d’inhibition.

3. PRE-ANALYTIQUE
Le prélevement sanguin est effectué par ponction veineuse franche dans
des tubes sous vide contenant du citrate trisodique (0,109M) comme

anticoagulant. Le mélange sang/anticoagulant (9V/1V) est assuré

4



immédiatement par retournements successifs et lents, pour éviter tout début de
coagulation. Le délai entre le prélevement et le traitement des échantillons doit
étre le plus court possible, environ 2 heures [2].

Le prélevement subit deux centrifugations successives a 2500g
pendant15min puis il est congelé a -80°C.

NB : Les échantillons congelés doivent €tre incubé€s, avant tout test, dans le
bain marie pendant 10 minutes a 37°C et laisser pendant 10 min a température

ambiante.

4. PHASE ANALYTIQUE :

Les tests réalisés sont répartis en des tests permettant de s’assurer de
I’atteinte hémophilique et son évolution, et des tests permettant de déceler la
présence d’inhibiteurs et de doser leur taux. Tous ces tests sont réalisés en

utilisant la méthode optique: Sysmex CS-5100/ Siemens.

4.1 Tests de diagnostic de I’hémophilie :

Dans I’hémophilie, le temps de céphaline et activateur (TCA) est allongé,
tandis que le temps de Quick (TQ), temps de thrombine, temps de saignement
ou test d’occlusion sur PFA et le taux de plaquettes sont normaux. La
combinaison d'un résultat normal de TQ et d'un allongement du TCA localise
I'anomalie au niveau des facteurs contacts dont le déficit n'entraine pas
d'hémorragie, mais aussi au niveau du facteur XI et des facteurs VIII et IX. Le

dosage spécifique des facteurs précise le type de I'hnémophilie et sa gravité[3].

4.1.1 Temps de céphaline et activateur (TCA) :
Le TCA est le temps de coagulation d’un plasma pauvre en plaquettes a

37°C en présence de phospholipides (céphaline), d’un activateur de la phase



contact (acide ellagique, silice micronisée, kaolin, célite, citrate) et de chlorure
de calcium. La concentration en phospholipides apportés par la céphaline étant
optimale, ce test explore la voie intrinseque de la coagulation (il explore tous les
facteurs de la coagulation a I’exception du FVII). Il est par ailleurs tres sensible
aux conditions de prélévement.

Les résultats sont exprimés par le rapport TCA malade/TCA témoin ; on
admet comme normal, des valeurs inférieures ou égales a 1,2 chez I’adulte[4].

Des valeurs relatives a I’age de 1’enfant ont €té rapportées.

NB: L’activation de la coagulation, liée a une ponction traumatique et/ou
au maintien prolongé du garrot, conduit a une consommation des facteurs de
coagulation et a un temps faussement allongement du TCA, notamment chez

I’enfant.

4.1.2 Dosage spécifique des facteurs anti-hémophiliques :
Ce dosage est basé sur le pouvoir de correction, par le plasma a tester, du
temps de coagulation d’un plasma dépourvu électivement du facteur FVIII. Les

résultats sont exprimés en pourcentage.

4.2. Protocole de dépistage et titrage des inhibiteurs anti FVIII

pratiquée au laboratoire d’Hématologie centrale d’Avicenne Rabat :

4.2.1 Détection de effet inhibiteur :

Echantillons plasmatiques :

Apres double centrifugation des prélevements citratés a 2500g pendant
15mn, aliquoter dans 5 tubes eppendorff, 250ul de plasma pauvre en plaquettes
par chaque eppendorff.

Réalisation de : TCA, TP, Fib, NFS et indice de Rosner (IR)



IR : TCA (P+T) - TCA (T) / TCA (P)

Indice de Rosner <12 : absence d’effet inhibiteur
12-15 : état douteux

> 15 : présence d’effet inhibiteur.

Réalisation des dosages des facteurs VIII (si urgence). (Figure 1)

‘ Allongement isolé du TCA

Exclure héparinothérapie 1 Confirmer 'allongement

‘ Suspecter un déficit factoriel (constitutionnel ou acquis) ou un Lupus Anticoagulant |

‘ Test du mélange 1:1 avec un plasma normal ‘
(plasma du commerce certifié pour test du mélange) incubation 2h a 37%¢

/\*

correction faible ou
Correction de I'allongement du TCA absence de correction de I'allongement du TCA
(M+T/T < 1,2 ou IR (M+T-T/M) <15)

| suspecter un anti-Facteur ou un LA

‘ suspecter un déficit factoriel | Dosages des facteurs VIII, IX, XI (X1)

/\\m

1 facteurlabaissé +sieurs facteurs abaissés
" ou facteurs normaux

Dosages des facteurs VIII, IX, XI (XII)

Déficit d’un seul facteur
| en faveur d'un déficit constitutionnel

Recherche et titrage de
inhibiteur

| Neégatif .

[ Positif = antifacteur

Tests spécifiques LA

Figure 1: arbre décisionnelle lors d’un allongement de TCA[5]



Si les dosages sont différés, réaliser une congélation immédiate des

échantillons a -80°C.

4.2.2-Dépistage et Titrage des inhibiteurs : quelle méthode
d’analyse ?

Les inhibiteurs anti-FVIII neutralisent 1’activité coagulante du FVIII selon
une cinétique qui est fonction de la température et du temps [6, 7].

La plupart des inhibiteurs anti-FVIII de I’hémophile ont une cinétique de
type 1 caractéris€e par une inhibition linéaire, rapide et complete du FVIII avec
un maximum d’inactivation atteint en 2 heures environ. Plus rarement, la
cinétique est de type 2 avec une premicre phase de neutralisation rapide suivie
d’une deuxieme phase d’inactivation plus lente avec neutralisation incomplete
du FVIII [7, 8].

La décroissance du FVIII est appréciée par le dosage du FVIII coagulant
(FVIIIL:C) résiduel d’un mélange du plasma du malade avec une source de FVIIL.

- Dans la méthode d’Oxford (“ nouvelle ” méthode), la source de FVIII est
un concentré de FVIII (3-6 U/ml) incubé (mélange “ test ”’) durant 4 heures a
37° avec le plasma du malade (1 vol/4 vol) en méme temps qu'un mélange
contrdle (1 vol concentré FVIII/4 vol tampon imidazole). Le FVIII résiduel dans
le mélange test est exprimé en % du taux mesuré dans le mélange contrdle [7,
9].

- Dans la méthode de Bethesda, la source de FVIII est un plasma normal
mélangé volume a volume avec le plasma du malade (mélange test). Le mélange
est incubé a 37° durant 2 heures en méme temps qu’un mélange controle (1 vol
plasma normal/1 vol tampon imidazole). Pour €tre interprétable, le taux de FVIII

résiduel dans le mélange test doit €tre compris entre 25% et 75% ce qui, en



dehors de ces fourchettes, nécessite des ajustements par dilution du plasma du
malade.

Dans ces conditions, 1 UB est définie comme la quantité d’inhibiteur
capable de neutraliser 50% du FVIII:C contenue dans 1 ml de plasma normal [7,
10].

Si le plasma testé contient du FVIII (hémophile trait¢é ou hémophile non
sévere), 1l doit étre chauffé 30 min a 56°C afin de détruire le FVIII circulant et
de dissocier d’éventuels complexes antigeéne-anticorps[7, 11].

La comparaison historique des 2 méthodes demandée par I’ISTH a établi
une relation de 1 unité Oxford pour 1,21 unité Bethesda [7, 12]. La méthode de
Bethesda a des lors été considérée comme la méthode de référence.

La méthode de Bethesda présentait toutefois deux écueils identifi€és en
1995 par un groupe hollandais et susceptibles d’expliquer la fréquence élevée
d’inhibiteurs de titre faible sans corrélation clinique constatée par les
utilisateurs:

- Une élévation du pH dans le mélange plasmatique durant les 2 heures
d’incubation avec comme conséquence une dégradation du FVIII,

- Une différence de concentration protéique entre le mélange “ test ”
plasmatique et le mélange “ contrdle ” comportant 1 vol de tampon pour 1 vol
de plasma.

La variante Nijmegen [7, 13] comprend donc deux modifications par
rapport a la méthode Bethesda.

- Un tamponnement par 1’imidazole du plasma normal utilisé comme
source de FVIII dans le mélange “ test ” ou “ contrdle ,

- Le recours a un plasma déplété en FVIII dans le mélange “ controle ” en

remplacement du tampon imidazole.



La comparaison des deux méthodes (Bethesda/Nijmegen) faite en 1995,
puis plus tard lors d’une large étude canadienne [7, 14], montre que des titres
faibles d’inhibiteurs, dépistés par la méthode Bethesda (0.5-0.9 UB) et sans
expression clinique apparente, ne sont pas détectés par la méthode Nijmegen.
Cette derniere a des lors été proposée comme la méthode de référence par
I’ISTH en 1996. Des différences d’interprétation des titres d’inhibiteur ont
cependant ét€ mises en €évidence avec la méthode Nijmegen selon la nature du
plasma déplété en FVIII et en relation avec la présence ou non dans ce dernier
de facteur Willebrand (VWF) [7, 15]. L’absence de VWF induit une instabilité
du FVIIL:C influencant les titres mesurés d’ou la proposition de remplacer le
plasma déplété en FVIII par une solution d’albumine a 4%, avec 1’avantage en
outre d’un moindre coit [7, 16].

En réalité, dans la mesure ou la plupart des laboratoires utilisent comme
source de plasma normal un plasma de référence lyophilisé tamponné lors de sa
reconstitution, on peut admettre que la stabilit¢ du pH du mélange plasma
normal/plasma malade est assurée, ce qui améliore notablement la performance

de la méthode de détection [7, 17].

4.2.3-Le protocole de dépistage et de titrage tel pratiqué au
laboratoire :

Premiere étape : dépistage des anti FVIII

- Pour chaque patient, mélanger dans deux tubes a bouchons et a volume
égale, 200ul de plasma patient (P) et 200ul de plasma témoin (T) a 100% de
FVIII : P+T. (c’est le mélange test)
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- En paralléle, réaliser en deux tubes a bouchons, un mélange de 200ul
de plasma témoin et 200ul de plasma déficient FVIII : T1/2. (c’est le mélange
controle)

- Incuber les mélanges 2heures a 37°C.

- Réaliser les dosages des activités FVIII sur les plasmas natifs, les
mélanges P+T et sur T1/2.

- Interprétation des résultats : un dépistage des inhibiteurs est positif s’il
y a un taux d’inhibition de 25% d’activité de FVIII du plasma témoin. C.-a-d.
quand le FVIII résiduel « corrigé » (= taux FVIII mesuré dans le mélange test
divisé par le taux FVIII mesuré dans le mélange contrdle) multiplié par 100, est
inférieur a 75%][5]

Le FVIII résiduel « corrigé » permet de titrer le taux d’inhibiteur en Unité

Bethesda.

Deuxieme étape : titrage des anti FVIII

I Unité Bethesda correspond a la quantité d’anticorps neutralisant 50% de

facteur VIII dans un plasma en contenant 100%[ 18]
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Figure 2: Droite théorique de I'unité Bethesda[5].

Lorsque le FVIII résiduel corrigé est < 75% le plasma a tester est dilué en
tampon imidazole au 1/2, Y4, 1/8, 1/10 etc...

- Des mélanges volume a volume [référence 100% + dilution] sont incubés
a 37°C 2 heures et les dosages de FVIII effectués sur les différents mélanges

-Le titre de I’anticorps correspond a I’'inverse de la dilution du plasma dans
lequel le FVIII résiduel corrigé = 50%[5]

Sur le plan pratique a notre laboratoire, on procede comme suit :
> Réactifs :

- Plasma étalon 100% FVIII.

- Diluant : tampon Ph7, 35

- Plasma déficient FVIIL.

12



» Protocole :

- Mélanges tests: 200ul plasma étalon + 200ul plasma patient a différentes
dilutions : pur, au 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 (P+T).

- >>>> Dilution du plasma patient est faite par le tampon pH7,35.

- Mélange témoin : 200ul plasma étalon + 200ul plasma déficient FVIII
(T1/2).

->>> NB : Le tampon peut €tre utilisé a la place du plasma déficient.

- Laisser incuber les mélanges 2H a 37°C.

- Dosage du FVIII des mélanges :

- FVIII des mélanges tests (P+T : patient a différentes dilutions + étalon)
sont notés R2.

- FVIII du mélange T1/2 est noté R1.

- Taux FVII résiduel: R2x100/R1.

- Choisir la dilution qui donne un taux FVIII résiduel voisin de 50%.

- Lire le nombre d’unité Bethesda/ml sur la courbe théorique d’étalonnage

sachant que 50% de FVIII résiduel correspond a 1UB/ml.

Exemple : Titrage de I’anti FVIII :
- Mélange T1/2  : FVIII 40% R1.
- M¢élanges tests R2 R2x100/R1
- Etalon + patient pur : FVIII 3%
- Etalon + patient au ¥5: FVIII 4%
- FEtalon + patientau Y :  FVIII 6%

- Etalon + patient au 1/8: FVIII 8% 27%
- FEtalon + patient au 1/16:  FVIII 12% 40%
- FEtalon + patient au 1/32:  FVIII 19% 63%
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- Dilutions qui encadrent les 50% sont 1/16 et 1/32 :
-1/16 >>> 40% de FVIII résiduel correspondant a 1,3x16: 20,8 UB/ml
-1/32 >>> 63% de FVIII résiduel correspondant a 0,6x32 : 19,2 UB/ml
- Moyenne : 20UB/ml (Figure 3)
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Figure 3: Droite théorique de l'unité Bethesda en mettant le point sur des dilutions qui
encadrent 50%.
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1. REPARTITION DES PATIENTS SELON LES TRANCHES D’AGE :

L’étude a portée sur 73 hémophiles type A d’une tranche d’age située entre
5 ans et 32 ans (4ge moyen est entre 11 et 15 ans), répartis comme suit : (figure
4)

60.00%
50.00%

40.00%
30.00%
20.00%
10.00% I I I
0.00% . .
6mois -5ans 6-10 ans 11-15 ans 16-20 ans 21-25ans 26-30ans

Figure 4 : Représentation de différentes tranches d’age des patients.
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Cependant les hémophiles révélés inhibiteurs positifs étaient répartis
comme suit : (tableau 1 et figure 5)

Tableau I: Répartition des inhibiteurs positifs selon les différentes tranches d’age.

5 mois a 5 6 -10 11- 15 16-20 >20 ans

ans ans ans ans
0 3 11 11 3
39,28% 39,28%
10,71% 10,71%
0
5 mois a5 ans 6-10 ans 11- 15 ans 16-20 ans >20 ans

Figure 5: Représentation des différents ages des hémophiles inhibiteurs positifs.
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2. REPARTITION SELON LA PRESENCE OU IL’ABSENCE
D’INHIBITEURS : RESULTAT DU DEPISTAGE

Parmi les 73 patients hémophiles A recueillis au service d’hématologie, 28
patients se sont dépistés inhibiteurs positifs, tant que 45 patients se sont dépistés

négatifs. (Figure 6)

H Dépistage positif ~ m Dépistage négatif

Figure 6:Résultat du dépistage des inhibiteurs chez les hémophiles A (série de 73
hémophiles)

3. REPARTITION SELON LE DEGRE DE SEVERITE DE
L’HEMOPHILIE :

Au cours de cette période parmi tous les dosages du facteur VIII qui ont été
adressés au service d’hématologie biologique un total de 73 patients a été

recensé, et selon leur taux résiduel en FVIIla on constate la répartition suivante :
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Tableau ll: répartition de 73 patients selon leurs taux résiduel en FVllla

46 22

Donc apres ce résultat, le pourcentage du degré de sévérité est réparti

comme suit (figure 7)

= Hémophilie A severe = Hémophilie A non sévere

Figure 7: répartition de 73 hémophiles A selon leur degré de sévérité

Sur 46 hémophiles séveres, on a 26 hémophiles qui ont développé des

anticorps anti-FVIII (figure 8)
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Figure 8: répartition de 46 hémophiles sévére selon leur développement d’inhibiteurs
Chez les inhibiteurs positifs, on révele la présence dans notre série deux
types d’hémophile en fonction du taux résiduel en FVIIla: 26 hémophile A
séveres et 1 hémophile A modérés, et aucun cas d’hémophile A mineur (figure

9)

B Hémophiles sevéres  m Hémophiles modérés

4%

Figure 9: sévérité de I’hémophilie chez les inhibiteurs positifs
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4. TAUX DES INHIBITEURS ET POURCENTAGE D’INHIBITION :
Le taux d’inhibiteurs était variable de 29,1 % a 99%. (figure 10)

99 99 989 9%7,799 99 99 97,998,79%97,798 99 97,3

88 86,5
81,0 ’

o 60 6543 605

Taux d'inhibition '52 1

en% 48,6 ’

42,8

3191

123456 7 8 910111213141516171819202122232425262728

patients

Figure 10: Représentation des taux d’inhibiteurs chez les patients inhibiteurs positifs en %.

Parmi ces patients inhibiteurs positifs, on a dépisté 9 cas d’inhibiteurs faibles

répondeurs (<= 5UB/ml), et 17 cas d’inhibiteurs forts répondeurs (> 5 UB/ml),

(figure 11)

Figure 11: Répartition des inhibiteurs faibles et forts répondeur
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L’étude de titrage des inhibiteurs nous mene a distinguer les différents taux

d’inhibiteurs chez les deux catégories forts et faibles répondeurs : (figure 12 et

13)

Forts répondeurs

99,84
95 92,25

Titre en UB/ml 48,42 48

32,2 31,1 32,72 31,9
20,3 20,22

9,45 5,42 5,45 6

26,08
18

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

patients

Figure 12: Taux d’inhibiteur en UB/ml chez les forts répondeurs

Faibles répondeurs
3,23

3,1
2,5
1,76
Titre en UB/ml 154
! 0,9
I I i l
1 2 3 4 5 6 7 8 9

patients

Figure 13: Taux d’inhibiteur en UB/ml chez les faibles répondeurs

En analysant les hémophiles A sévere, 17 patients sur 64 sont devenu des

inhibiteurs fort répondeurs (figure 14)
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Figure 14: Répartition des forts et faibles répondeurs chez les hémophiles A sévéres

5. CINETIQUE ET SUIVIE DES INHIBITEURS :

Du a la chronicité de la maladie et le recours permanant au dépistage des
inhibiteurs, nous avons 14/28 patients inhibiteurs positifs ayant bénéficié de plus
d’un dosage du facteur VIII et plus d’un titrage d’inhibiteurs, et ceci dans le but

d’adapter leur traitement substitutif ultérieur (figure)
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Figure 15: évolution de la cinétique de développement d’inhibiteur chez certains 14
hémophiles positifs

On peut distinguer 3 cinétiques d’évolution chez ces 14 patients en
fonctions de leur titre en inhibiteurs :
- Patients fort répondeurs ayant un titrage en inhibiteurs toujours supérieur

a 5 UB/ml, (figure 16) :
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Figure 16: cinétique des patients forts répondeurs

Patients faibles répondeurs ayant un titrage en inhibiteurs toujours

inférieur a 5 UB/ml: (figure 17)

B.M K.Y
M Taux d'inhibition % m Dosage des anti FVIII UB/ml

Figure 17: cinétique des patients forts répondeurs
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-Patients ayant changé le titrage d’inhibiteurs de forts répondeurs en faibles

répondeurs OU de faibles répondeurs en forts répondeurs : (figure 18)

99597 98 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99
AEY EM H.S M.MH N.W Y

m Taux d'inhibition % m Dosage des anti FVIII UB/ml

Figure 18: cinétique des patients ayant changé le titrage de leurs inhibiteurs
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I-PHYSIOLOGIE DE LA COAGULATION [19]

La survenue d'une plaie vasculaire entraine immédiatement une réaction de
défense de l'organisme, visant a 1’obturation de la breche et le controle de
I’hémorragie. L'hémostase comprend classiquement plusieurs étapes qui sont en
fait étroitement intriquées [20]:

* 'hémostase primaire comportant deux temps : un temps vasculaire et un
temps plaquettaire,

*la coagulation plasmatique aboutissant a la formation d'un caillot de
fibrine insoluble,

e la fibrinolyse qui permet la dissolution du caillot de fibrine lorsque la

plaie est cicatrisée.

1-Hémostase primaire
L’hémostase primaire met en ceuvre une barricre hémostatique d’urgence
par la constitution d’un clou plaquettaire ou thrombus blanc venant obstruer la
breche vasculaire. Au cours de cette €tape quatre acteurs principaux qui
interviennent : la paroi vasculaire, les plaquettes et deux protéines plasmatiques :
le facteur Willebrand (FvW) et le fibrinogene. L'hémostase primaire peut €tre

explorée globalement par le temps de saignement (TS).

1.1-Le temps vasculaire :
C’est I’étape initiale secondaire a la constitution de la bréche vasculaire, il

en résulte une vasoconstriction réflexe réduisant le calibre vasculaire.
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1.2-Le temps plaquettaire :
L’adhésion plaquettaire au sous-endothélium : s'effectue par l'intermédiaire
du FvW, fixé sur son récepteur membranaire : la protéine GPIb. Ce phénomene

est tres rapide provoquant l'activation des plaquettes.

1.3-L’activation plaquettaire:

Les plaquettes activées changent de forme, se  contractent et, par un
mécanisme actif, expulsent les granules contenant des éléments ayant une
action agrégeante: ADP, adrénaline, noradrénaline. Ces ¢éléments vont
provoquer l'activation d'autres plaquettes et I'agrégation plaquettaire. Un autre
phénomene essentiel se déroule au cours de cette phase est le phénomene de «
flip flop » membranaire permettant aux structures internes de la membrane de
se repositionner vers 1’extérieur en contact avec le plasma, cette modification

permet la fixation des facteurs de la coagulation vitamine K-dépendants.

1.4-L'agrégation plaquettaire :

S’effectue en présence de calcium et sous l'influence des éléments sécrétés
par les plaquettes lors de 1'étape précédente. Les plaquettes s'agrégent entre elles
par l'intermédiaire des molécules de fibrinogene qui se fixent sur un récepteur de
la membrane plaquettaire la GPIIbllla. Cette étape devient rapidement
irréversible sous l'action de la thrombine, générée par la coagulation

plasmatique, elle-méme déclenchée tres rapidement apres du vaisseau.
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Figure 19: schéma montrant les différents intervenants dans I'agrégation

2-Hémostase secondaire : La coagulation [22, 23]

La coagulation qui vise a consolider le clou plaquettaire obtenu a la fin de
I'hémostase primaire, a pour élément clé une enzyme, la thrombine (FIla). La
thrombine est 1’enzyme qui clive le fibrinogéne en fibrine. La fibrine se
polymérise en créant réseau qui constitue la trame du caillot fibrinocruorique.
Le processus de coagulation peut se décomposer en trois phases : une phase
d’initiation, qui conduit a la génération de faibles traces de thrombine a la
surface des cellules exprimant du facteur tissulaire (FT). Une phase

d’amplification, qui aboutit a I’accumulation de facteurs activés a la surface des
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plaquettes ; puis une phases de propagation comportant I’assemblage de larges
complexes enzymatiques a la surface des plaquettes, la génération « explosive »
de fortes concentrations de thrombine induisant la formation d’un caillot stable
[24, 25].
2.1-Phase d’initiation de la coagulation :

La coagulation est initi€ée par la liaison du facteur tissulaire et le FVII
formant

le complexe [FT-FVII] [26]. Le FT est une glycoprotéine cellulaire qui
s’exprime sur la surface de certaines cellules. Cette liaison génere le facteur VII
activé (FVIIa). Le complexe [FT-FVIIa] peut activer le FIX et FX mais de facon
insuffisante  générant que des traces de thrombine qui ne suffit pas pour
produire la fibrine nécessaire a la constitution du caillot, mais permet le

déclenchement de la phase de propagation de la coagulation.

Domaine Vila
catalytique
I 4 du FViI {
b 'i‘\
EGF2 W8,
\ 2 'f‘;.Fﬁ
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A : le facteur tissulaire (FT) est une protéine transmembranaire. La partie extracellulaire
comporte deux sous-unités TF1 et TF2 qui interagissent avec le facteur VII (FVII). Le FVII
est une pro-enzyme, comprenant un domaine Gla, deux sous-unités epidermal Growth Factor
(EGF)-like puis un domaine catalytique.

B : I'interaction avec le FT induit une modification conformationnelle du FVII qui démasque
son site catalytique, qui en résulte un complexe [FT-FVIla] qui activera le FX.
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2.2-Phase d’amplification de la coagulation :

L’activation du FVIII en FVIIIa se fait par la thrombine générée sur le site
de coagulation et a moindre degré par le FXa. Le FVIIIa se sépare du vVWF pour
se lier aux phospholipides plaquettaires sur lesquels il est concentré. C’est donc
sur la surface des plaquettes que se produit la phase d’amplification : le FIXa
généré pendant la phase d’initiation est fixé de facon diffuse sur les plaquettes,
ou il se lie au FVIII a en présence de calcium. La liaison FIX-FVIII implique les
domaines A2 et A3 du FVIIIa. Le complexe ainsi créé [FIXa-FVIIIa] s’appelle
aussi tenase intrinseque.

La thrombine a un autre impact, elle active le facteur V (FV) en facteur V
activé (FVa) qui se fixe lui aussi sur la surface des plaquettes et qui forme avec
le FXa un complexe [FXa-FVa] qui s’appelle complexe prothrombinase.

A la fin de cette phase se concentrent a la surface des plaquettes plusieurs

facteurs activés dont le FXa, Flla, FIXa, FVIIla et le FVa.
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Figure 21: Phase d’amplification de la coagulation [23].

A : Le complexe [FT-FVIla] peut activer le FX et le FIX. Le FIXa active lui aussi le FX. Le
FXa active la prothrombine (FII) en thrombine (FIla) ; la thrombine génére les premicres
traces de fibrine, trame du caillot. Cette réaction se déroule a la surface des plaquettes.

B : La thrombine transforme FVIII en FVIIla. Le complexe [FIXa-FVIIla] ou tenase
intrinseéque induit une activation importante du FX. En outre la thrombine active le FV en
FVa et le FXI en FXIa. A la fin de cette phase se concentrent a la surface des plaquettes
plusieurs facteurs activés dont le FXa, Flla, FIXa, FVIIla et le FVa.

2.3-Phase de propagation de la coagulation :

A la surface des plaquettes, le complexe tenase génere des quantités
importantes de FXa. L’activation du FX en FXa par le complexe tenase est 50
fois supérieure a celle du FX par le complexe [FT-FVIla]. Le complexe
prothrombinase clive la prothrombine en thrombine, mais apres la phase
d’amplification, la présence a la surface des plaquettes de concentrations élevées
de facteurs activés permet la génération « explosive » de quantités importantes

de thrombine qui aura de multiples effets ; activation en boucle du FXI, du
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FVIII et du FV, activation des plaquettes et surtout protéolyse du fibrinogene en
monomeres de fibrine.

La polymérisation spontanée de ces monomeres crée la trame de réseau de
fibrine qui structure le caillot. Ce caillot est consolidé par 1’action du FXIII, lui-

méme activé par la thrombine.

3-Inactivation de la coagulation et Fibrinolyse
3.1-Inactivation de la coagulation

Les inhibiteurs physiologiques de la coagulation sont indispensables pour
assurer un équilibre des réactions de I’hémostase. Ils agissent en contrOlant les
phénomenes d'activation de la coagulation. L'antithrombine III (ATIII) inhibe
essentiellement le facteur Xa et la thrombine. La protéine C et la protéine S
forment un complexe inhibant les facteurs Va et Vllla. La protéine C est activée
par la thrombine, apres que celle-ci soit fixée sur son récepteur endothélial : la
thrombomoduline. Il existe également des inhibiteurs de la fibrinolyse, qui sont
en fait des anti-activateurs (anti tPA, anti urokinase...)

3.2-La fibrinolyse :

La formation d'un caillot de qualité va permettre de stopper 'hémorragie et
la cicatrisation de la plaie vasculaire. Cette cicatrisation terminée, le caillot,
devenu inutile, va étre dissout par un mécanisme faisant intervenir d'autres
facteurs, ce mécanisme est la fibrinolyse.

Les facteurs intervenants dans cette étape sont : le plasminogene,
I’activateur tissulaire du plasminogene (tPA), les facteurs de la phase contact :
surtout le facteur Xlla, et I'urokinase. Sous 1'action des activateurs (tPA, facteur
XII, urokinase), le plasminogene présent entre les mailles du caillot, est

transformé en plasmine. Cette plasmine formée permet la lyse du caillot de
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fibrine en fragments qui seront ensuite éliminés dans la circulation. Ces

fragments sont les produits de dégradation de la fibrine (PDF).

|Inhibitiun' | Lyse I
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Figure 22: inhibiteurs de la coagulation et fibrinolyse [21].

35



I1I. LE FACTEUR VIII

Le FVIII, aussi appelé facteur antihémophilique A, est une protéine
présente a 1’état de trace dans le plasma humain. Son entité a été décrite dans le
début des années 1980 apres le clonage de son ADN complémentaire (ADNCc) et

purification de la protéine.

1-Le gene du FVIII et son ARN messager [27]

Le gene du FVII, appelé F8 ou F8C, est situé sur le bras long du
chromosome X en position Xq28. Le gene F§8 a été cloné en 1984 [28]: il
s’étend sur 186 kb, et comprends 26 exons de taille allant de 69 a 3106 paires de
bases (bp), et 25 introns allant de 207 a 32400 bp. Représentant 0,1% du
chromosome X, il est un des plus grands genes du génome humain.

La transcription de ce gene produit 2 un ARN messager (ARNm) de 9 kb.
L’ARNm du FVIII a été retrouvé dans plusieurs tissus : il est essentiellement
synthétisé au niveau du foie, par les hépatocytes et les cellules sinusoidales [29,
30], mais nous pouvons aussi le retrouver dans la rate, les reins, les lymphocytes

ou méme dans les cellules endothéliales vasculaires du poumon [31].

2- Structure du FVIII [32]

Le facteur VIII est une protéine de 2332 acides aminés [33], codée par un
gene de 186 kb situé sur I’extrémité du bras long du chromosome X (Xq28) et
comportant 26 exons et 25 introns et codant un acide ribonucléique messager
(ARNm) de 9 kb 13 [28, 34]. Parmi ceux-ci, 24 exons font entre 69 et 262 paires
de base, alors que I’exon 14 est composé de 3 106 paires de bases et que I’exon
26 en comporte 1 958. Cependant, une grande partie de I’exon 26 est dans
I’extrémité 3', non transcrite, ce qui fait de I’exon 14 la plus grande séquence

exonique qui code le domaine B de 1la molécule [23].
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Le facteur VIII est composé de plusieurs domaines contenant deux types de
répétitions ; la premicre consiste en un module triplé, les domaines A (A1, A2 et
A3).Une région acide al sépare les domaines Al et A2. Une seconde région
acide a2, relie A2 a un large domaine fortement glycosylé, le domaine B ; ceci
conduit & une troisieme région acide a3, qui connecte ce dernier au domaine A3.

La seconde répétition interne, une duplication, appelée domaine C (Clet
C2), se trouve dans la partie C-terminale de la molécule. Au final, ces
différentes régions sont assemblées dans 1’ordre suivant : Al-al-A2-a2-B-a3-
A3-C1-C2. Le FVIII circule dans le plasma sous forme d’hétérodimeres formés
d’une chaine 1égere (a3-A3-C1-C2) de taille constante, et d’une chaine lourde de
taille variable (Al-al-A2-a2, avec différentes longueurs du domaine B). [33]

L’association entre les chaines lourdes et 1égeres est médiée par un cation
divalent [23].

Il existe une grande homologie parmi les especes pour les acides aminés
des trois domaines A et des deux domaines C. Les trois domaines A, essentiels

pour I’activité cofacteur, présentent une homologie avec ceux du facteur V de la
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coagulation et de la céruloplasmine. Une grande partie du domaine B peut €tre
délétée sans perte de I’activité [35, 36].

Le facteur VIII est produit essentiellement par les cellules endothéliales et
les hépatocytes, mais les reins, la rate, le placenta et les ganglions lymphatiques
peuvent également constituer des lieux de sécrétion.

Le FVIII est une coenzyme du FIXa, sans activité catalytique, son taux

plasmatique est faible : 0,10 a 0,20 mg/1. [23]

3-Sécrétion du FVIII [27]

Comme la plupart des protéines extra cellulaires sécrétées, le FVIII va
subir de nombreuses modifications post-traductionnelles.

Premierement, dans le réticulum endoplasmique (RE), le peptide signal de
19 AA du FVII est clivé (Figure 3). Le FVIII va aussi y subir des ajouts de N-
glycosylations sur les résidus Arginine (Arg) : il existe plus de 20 sites de N-
glycosylations dont seulement 5 sont situées en dehors du domaine B [37]. Ces
glycosylations jouent un role dans la conformation intra cellulaire de la protéine
et dans son cheminement dans la voie de sécrétion. D’abord elles constituent des
sites d’ancrage pour des protéines de contrOle de qualité du repliement de la
protéine du FVIII, telles que la calréticuline et la calnexine. La fraction de FVIII
mal conformée se lie alors aux protéines de RE, appelées BiP, et est dégradée.
Ensuite les glycosylations permettent la liaison a des protéines de transport intra
cellulaires telles que la lectine mannose-binding protéine 1 (LMANI) et la «
multiple coagulation factor deficiency 2 » (MCFD2), qui agissent de concert
pour le transport de la fraction de FVIII correctement conformée depuis le RE

jusqu’a I’appareil de Golgi (AG).
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Deuxieémement au niveau de I’AG, d’autres modifications post-
traductionnelles sont observées avec notamment une modification des N-
glycosylations et 1’ajout de nombreuses O-glycosylations majoritairement sur le
domaine B. Il existe aussi 6 sites de sulfatation des résidus Tyrosine (Tyr) dont
voici les positions : 346 (domaine Al), 1664, 1680 (domaine A3) et 718,719 et
723 a I’extrémité C-terminale du domaine A2. Les tyrosines sulfatées, chargées
négativement, ont une implication directe sur le taux d’activation du FVIII par la
thrombine. Le polypeptide du FVIII subit aussi une protéolyse des liaisons
covalentes entre sa chaine lourde et sa chaine 1égere, au niveau des Argl313 et
Argl648, par une endoprotéase d’identité encore inconnue. La chaine lourde
comporte les domaines Al-al-A2-a2-B et mesure de 90 a 210 kDa
approximativement en fonction de la taille du fragment de domaine B clivé par
les protéases ; la chaine 1égere comporte les domaines a3-A3-C1-C2 pour une
taille d’environ 80 kDa (Figure 3). Les chaines lourde et 1égere restent unies
grace a des liaisons ioniques divalentes (cuivre, calcium ou manganese) non
covalentes entre les domaines Al et A3, formant ainsi un hétérodimere.

La fonction et la stabilit¢ du FVIII dépendent des ions métalliques
divalents, particulierement les ions calcium (Ca2+) et les ions cuivre (Cu2+).
Les ions Cu2+ de type I et les ions Cu de type II s’attachent de maniere
covalente au FVIII. Des expérimentations de mutagénese dirigée et des
expériences biophysiques suggerent que les ions Cu2+ de type I se lient aux
domaines Al et A3, ce qui multiplierait 1’affinité inter-chaine par 100 [38] mais
cet attachement aurait besoin d’un ion Ca2+ pour stabiliser la structure [39]. La
position de cet ion Ca2+ n’est pas exactement connue mais deux sites de liaison
pour les ions Ca2+ qui auraient deux affinités différentes [39] sont supposés : un
de forte affinit¢é au niveau d’une boucle des 8 résidus acides 110-126 du
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domaine Al, et un de faible affinité dont la possible localisation a été
récemment décrite par des études de cristallographie : un ion Ca2+ lierait le
résidu Glu604 du domaine A1l avec le résidu Glul908 du domaine A3 [40]. Les
domaines Al et A3 interagissent aussi via des interactions entre paires d’ions
définies par certains de leurs résidus respectifs. En effet les résidus chargés des
différents domaines se lient par des liaisons ioniques ou des liaisons hydrogenes.
C’est ainsi que se lie le domaine Al avec A2, et le domaine A2 avec A3. En
revanche les domaines C ont peu de liaisons stabilisantes avec les domaines A.
Finalement, le FVIII est pauvrement sécrété dans le milieu extra cellulaire

puisque sa concentration plasmatique chez I’humain est de 0,1 - 0,2 mg L-1.
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Sécrétion du FVIII : maturation et clivages protéolytiques

Réticulum endoplasmigque : clivage du peptide signal
PS: 19 AA Polypeptide mature monomérique du FVIII : 2332 RAA
N-terminal C-termingl
< > < »
11920 348 389 730 760 1667 1713 2040 2188 2193 2351
19 BR| 329 RA 332 BB 808 AR 328 RR 149 AR 153 RAR
Bppareil de Golgi : autres clivages protéolytiques du domaine B
1313 1648

C-terminal

N-terminal

Hétérodimeére de FVIII

< >

N-terminal C-terminal

cut

Chaine légére 80kDa

N-terminal C-terminal

Figure 24: Schéma récapitulatif de la structure et des étapes de la maturation protéique du
FVIII. Les glycosylations et les sulfatations des tyrosines ne sont pas représentées. [27]

4-Interaction du FVIII avec les autres composants de I’hémostase[27]

4.1-Interaction du FVIII avec son transporteur : Facteur Von
Willebrand [27]

Une fois sécrété dans le plasma, 92 a 95% du FVIII se lie de facon non

covalente au facteur Von Willebrand (vWF) et 5% de FVIII circule librement.

Chaque monomere du multimere vWF peut lier une molécule de FVIII avec une
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forte affinité (K<1 nM). In vivo, due a la faible concentration en FVIII dans le
plasma, le ratio FVIII:vWF est de 1:50.

Deux régions de la chaine légere du FVIII agissent en synergie dans la
liaison serrée au vVWF [41, 42] (Figure 25) :

*Une a I’extrémité N-terminale de la chaine 1égere du FVIII, au niveau de
la région acide a3 : avec une trés grande importance des résidus Argl689 et
Ser1690 et surtout du résidu Tyr1680 sulfaté,

e L’autre a I’extrémité C-terminale de la chaine 1égere du FVIII, ou les 159
AA C-terminaux du FVIII sont importants pour la liaison au vWF, notamment
entre les résidus 2303-2332 du domaine C2. Il semblerait que la présence du
domaine C1 adjacent permette que cette liaison soit optimale, sans que le
mécanisme exact ne soit connu.

La formation du complexe FVIII/VWF est cruciale pour maintenir des taux
stables de FVIII dans le plasma et ce, grace a plusieurs mécanismes :

*Le vWF module certaines interactions du FVIII avec d’autres effecteurs
de la coagulation, notamment en prévenant la liaison prématurée entre le FVIII
et les autres composants du complexe tenase intrinseque :

*Le vWF prévient la liaison du FVIII au FIXa [43]. L affinité du FVIII
pour le vVWF est 100 fois supérieure a celle du FVIII pour le FIXa mais le
mécanisme d’inhibition exact de la liaison du FVIII au FIXa par le vWF n’est
pas encore connu. Les deux molécules, vVWF et FIXa, n’interagissant pas avec le
méme site de liaison de la chaine 1égere du FVIIL, I'inhibition ne peut se faire
par compétition mais probablement par encombrement stérique ou altération de

la conformation du FVIII.
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*Le vWF interfere avec la liaison du FVIII avec les surfaces
phospholipidiques chargées négativement exposées a la surface des plaquettes
activées [44].

Considérant que le vWF et les phospholpides (PLs) se lient au FVIII sur le
domaine C2 au niveau de la région déterminée par les résidus 2303-2332,
lorsque le FVIII est 1ié au vWF, il ne peut absolument pas se lier aux membranes
lipidiques, et inversement

* Le vWEF stabilise la structure hétérodimérique du FVIII [45] et protege de
la dégradation protéolytique par les sérines protéases vitamine K dépendantes
comme la protéine C activée [46] ou le FXa [47]. Ces derniers nécessitent en
effet de pouvoir de s’assembler au FVIII sur des surfaces phospholipidiques
membranaires pour une protéolyse efficace du FVIIIL.

*Le vWF empéche la capture du FVIII par les cellules [48, 49], limitant sa
clairance.

En revanche le vVWF ne protege pas le FVIII de la protéolyse par la
thrombine ; cette derniere ayant une activité protéolytique indépendante des
surfaces membranaires. Ainsi le clivage du FVIII par la thrombine provoque un
détachement du FVIII et du vWEF, associé a une conversion du FVIII dans sa

forme active.

4.2-Interaction du FVIII au sein du complexe tenase intrinséque
[27]
Comme nous l’avons décrit dans le chapitre «I.1. Physiologie de la
coagulation », le FVIII activé par la thrombine se libere du vWF pour venir
interagir comme cofacteur au sein du complexe tenase intrinséque, associant

FIXa, PLs membranaires des plaquettes activées et FX en présence de Ca2+.
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Nous aborderons dans ce chapitre les interactions précises FVIII avec les
acteurs de ce complexe (Figure 25).

Le FIXa se lie autant a la chaine 1égere qu’a la chaine lourde du FVIlIa :

*Les résidus 1811-1818 du domaine A3 constituent un site de liaison de
haute affinité pour le domaine Gla du FIXa[37],

e tandis que les résidus 558-565 du domaine A2 se lient eux au domaine
protéase du FIXa [50]. Il est suppos€ que cette liaison soit responsable de
I’amélioration des capacités protéolytiques du FIXa.

Le FVIIIa, via sa chaine 1égere, se lie aux PLs chargés négativement, les
phosphatidylsérines (PS), exposés a la membrane des plaquettes activées [51] et
des microparticules. Un site de liaison pour la PS a été localisé au niveau des
résidus 2303-2332 du domaine C2 [52]. En présence de PLs, la liaison des
domaines A2 et A3 du FVIII au FIXa, induit un changement de conformation du
FIXa favorisant son activité catalytique pour le substrat FX, qui lui, est lié¢ au

niveau de la région acide a/du FVIIIa, entre les résidus 337 et 372 [53].
5- Régulation de ’activité du FVIII

5.1-Activation du FVIII [27]

Dans ce chapitre seront décrits 1’activation du FVIII puis 1’assemblage de
complexe d’activation du FX, le complexe tenase intrinseque.

Pour que le FVIII puisse exercer son activité de cofacteur du FIXa, son
activation protéolytique est nécessaire. Cette protéolyse est réalisée
essentiellement par la thrombine qui clive le FVIII a 3 niveaux : aux résidus
Arg372 et Arg740 de la chaine lourde et au résidu Argl689 de la chaine 1égere
[54]. Ces sites de protéolyse sont situé€s en partie C-terminale des régions acides,

al, a2 et a3, respectivement. L’ Arg372 est située au sein de la région acide al
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entre les domaines Al et A2. La région acide al joue le rdle de peptide
d’activation en bloquant la formation du complexe FVIII -FIXa. Une fois le
peptide al clivé au niveau de 1’Arg372, sa conformation change, en effet le
segment peptidique Pro330-Arg372 dans la forme active restructure et relocalise
completement le domaine Al. Et cette réorganisation de conformation expose
alors completement un site cryptique de liaison entre le domaine A2 et permet la
formation du complexe FVIIla — FIXa [55]. Les clivages Arg372 et Argl689
sont nécessaires pour une activité complete du FVIIIa.

L’activation du FVIII par protéolyse est aussi réalisée par le FXa au niveau
de résidus communs avec la thrombine (résidus Arg372, Arg 740 et Argl689) et
au niveau de résidus qui constituent des sites de protéolyse spécifiques du FXa :
Arg 336 au sein de la chaine lourde, et Argl721 de la chaine 1égere [53].

L’activation du FVIII en FVIIIa par la thrombine expose de nombreux sites
d’interactions pour les autres membres du complexe tenase intrinseque: le FIXa,
les PLs membranaires, et le substrat FX. En effet deés que la chaine 1égere du
FVIII est clivée, son affinité pour le vWF diminue 1600fois, puisque la région
a3 contenant la Tyr1680 sulfatée est libérée. La dissociation induite du
complexe FVIII-vWF libere le site de liaison du FIXa pour le FVIIIa. Le FVIIIa
peut alors jouer le role de cofacteur non enzymatique en améliorant les capacités
protéolytiques du FIXa d’environ 10 fois. Les surfaces phospholipidiques
membranaires ont 2 roles dans I’assemblage du complexe tenase intrinseque :
elles associent ’enzyme FIXa et le cofacteur FVIIIa sur le mé€me site, et elles

positionnent le complexe enzyme-cofacteur dans une conformation active.
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5.2-Inactivation du FVIII [27]

Apres activation par la thrombine, le FVIIla se présente sous forme
hétérotrimérique intrinsequement instable dont 1activité cofacteur est
rapidement perdue, avec une demi-vie d’environ 3 minutes. Il existe deux
mécanismes d’inactivation du FVIIIa :

» Par dissociation spontanée du domaine A2, dépendante du pH. En
effet la sous-unité A2 est responsable de ’activité du FVIlla, et
nécessite la présence du domaine Al. La perte du domaine A2 est
attribuée a sa faible affinité vis-a-vis des domaines A1/A3-C1-C2 ;

» Par clivage protéolytique. La chaine lourde de FVIIIa est clivée sur
différents sites par plusieurs protéases :

Par la protéine C activée (PCa) qui induit une double dégradation du
FVIlIa intra- et inter moléculaire [37]. La PCa clive le FVIIIa au niveau des
résidus Arg336 et Arg562 [56]. Le clivage en position Arg336 relargue la région
al ce qui diminue I’affinité entre le domaine Al et le domaine A2 accélérant la
dissociation spontanée du domaine A2 (dégradation intramoléculaire). Ce
clivage entraine aussi une dégradation intermoléculaire en inhibant la liaison
entre le FX et le FVIIIa. Le clivage en position Arg336 est aussi réalisé par le
FIXa [57], le FXa [58] et la plasmine alors que le clivage en position Arg562 est
spécifique de la PCa ; il inhibe la liaison entre le FIXa et le domaine A2. La
protéolyse du FVIIIa par la PCa est augmentée en présence de son cofacteur la
protéine S et du FV [59].

Par le FXa qui clive sur le méme site que la PCa en position Arg336 mais
aussi en position Lys36 du domaine A1 [58].

Par le FIXa qui est aussi capable de cliver le FVIIIa en position Arg336 et
Arg 1719 (chaine 1égere) [57].
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Figure 25: Schéma des interactions du FVIIl avec les autres composants de I'hémostase
pendant les processus d'activation et d'inactivation du FVIII. [27]
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6- Clairance du facteur VIII [27]

Le FVIII non activé est éliminé de la circulation via une interaction entre le
complexe FVIII-vWF et les protéoglycanes d’héparines sulfatées membranaires
des hépatocytes, qui concentrent ces complexes a leur surface, permettant une
clairance par les récepteurs LRP1 (« low density lipoproteine receptor-
relatedprotein 1 ») [37] . Le LRP1 participe a la capture et au transport du FVIII
vers les voies de dégradation intracellulaire. Il existe un site de liaison pour le
LRP1 au sein des résidus Arg484-Phe509 du domaine A2 [60], exposé apres une
étape protéolytique ; et 3 sites de liaison au niveau de la chaine 1égere du FVIII,
entre les résidus Lys1804-Phel838, Lys2065 ouLys2092 et Ser2173-Tyr2332,
protégés par le vWF. La liaison FVIII - LRP1 est spécifique avec une constante
de dissociation variant de K 60 nM a 116 nM selon les études [48, 60]. Elle est
aussi réversible et dose-dépendante. Le LRP1 pourrait fonctionner en synergie
avec le récepteur du LDL[61, 62]. Apres endocytose par le LRP1, s’en suit une
dégradation lysosomale du FVIIL.

Le vWF inhibe la liaison FVIII - LRP1 de maniere dose-dépendante sans
savoir par quel mécanisme exactement [48] puisque le vVWF ne suit pas le FVIII
dans I’endocytose par le LRP et que la liaison du FVIII au LRP1 ne se fait pas
sur le méme site de liaison que le vVWF.

Le LRPI reconnait d’autres protéines responsables de la coagulation et de
la fibrinolyse : le complexe thrombine - antithrombine ou thrombine - cofacteur
de I’héparine de type 2, le complexe FXa - a2-macroglobuline, la protéase
nexine 1, le TFPI, les activateurs du plasminogene, la thrombospondine, le FXa
et participe a la régulation négative de I’expression du FT a la surface des

monocytes [48].
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INI-HEMOPHILIE A

1- Définition et épidémiologie de I’hémophilie A [27]

L’hémophilie A est une maladie hémorragique constitutionnelle,
caractérisée par un déficit en FVIII de la coagulation. C’est une maladie li€e a
des anomalies au niveau du gene FVIII, situé au niveau du chromosome X ; elle
est donc de transmission récessive liée au sexe, c’est-a-dire que généralement,
les garcons sont atteints et les femmes sont dites « conductrices » [63].

Il s’agit d’une maladie rare, dont la prévalence estimée varie de 105 a 160
par million d’habitants males. On compterait plus de 500 000 hémophiles au
niveau mondial (Hémophilie A et hémophilies B confondues). L’hémophilie
concerne tous les groupes ethniques de fagon équivalente et touche 1 enfant sur
5000 naissances de sexe masculin. D apres le dernier rapport annuel en 2012 de
la World Federation of Hemophilia (WFH), sur 109 pays ayant participé au
recueil de données (91% de couverture) 142 205 patients étaient hémophiles A
[64]. L’hémophilie A est 5 a 6 fois plus fréquente que ’hémophilie B, qui elle

est caractérisée par un déficit en FIX de la coagulation.

2- Physiopathologie de I’hémophilie A [19]

Les deux facteurs anti-hémophiliques FVIII et FIX sont tres différents. Le
FIX a une activité enzymatique, forte lorsqu’elle est dans sa forme active, il est
vitamine k-dépendant et n’a aucune homologie avec le facteur VIII. Le FVIII
n’a pas d’activité enzymatique, c’est un cofacteur, non vitamine k-dépendant.
Néanmoins, le déficit congénital en 1’un de ces deux facteurs crée la méme
pathologie, I’hémophilie. Chez le patient atteint d’hémophilie, 1’adhésion
plaquettaire se fait normalement sur le site de la lésion vasculaire, mais la

génération de thrombine est retardée ce qui entraine un ralentissement de la
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coagulation. En 1’absence d’une tenase intrinseque fonctionnelle, du fait soit
d’un déficit de ’enzyme FIXa, soit d’un déficit du cofacteur FVIIIa, il ne peut
pas y avoir cette « explosion de la thrombine » nécessaire a la phase de
propagation et indispensable pour conférer une structure stable au caillot.
L’hémophilie apparait ainsi essentiellement comme un défaut de la génération
de thrombine a la surface des plaquettes, entrainant une perturbation de la
cascade des réactions de la coagulation, ainsi cette dernicre est inachevée et ne
fonctionne pas normalement, le clou plaquettaire demeure instable, et

I’hémorragie se poursuit provoquant un saignement prolongé.
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Figure 26 :La coagulation chez I’hémophile [65]




3-Signes cliniques et complications de I’hémophilie A

L’hémophilie est classée suivant la concentration mesurée de 1’activité du
facteur spécifique ; elle peut donc €tre mineure, modérée ou sévere (Tableau 3).
Cette classification permet de corréler le plus souvent la concentration
biologique en facteur spécifique avec le phénotype hémorragique du patient.
Elle permet de déterminer le risque hémorragique, de guider la stratégie
thérapeutique, de prédire les évenements et de prévenir les complications. Il est
a noter que la sévérité clinique est la méme chez tous les membres d’une méme

famille, et reste stable au cours du temps. [27]

Concentration en facteur Classification Symptomatologie clinique
(VIII:C

<0,01 UI/mL Sévere Hémarthroses et hématomes

(<1% de la normale) musculaires spontanés,

saignements post-traumatiques
(accidents, chirurgie)

0,01-0,05 UI/mL Modérée Hémarthroses et hématomes
(1-5% de la normale) musculaires apres
traumatismes 1égers ;

saignements excessifs apres
chirurgie et extraction dentaire

>0,05-0,40 UI/mL Mineure Normalement pas de saignement
(>5% de la normale) spontané ; saignements
aprés  chirurgie,  extraction

dentaire et accidents

Les manifestations cliniques de I'hémophilie sont en fonction de 1'intensité
du déficit en facteur (sévere, modérée ou mineure) et non du type d'hémophilie
[67]. Les manifestations hémorragiques dans I'hémophilie sévere sont

fréquentes, spontanées ou secondaires a un traumatisme minime ou faire suite a
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un effort prolongé (longue marche, pratique d'un sport, port d'une charge
importante...), et surviennent tot dans la vie [68].

Dans les formes modérées, les saignements sont moins fréquents,
apparaissent plus tardivement et sont secondaire a un traumatisme [68].

Dans les formes mineures, les épisodes hémorragiques sont beaucoup plus
rares et ne perturbent que rarement la vie quotidienne; surviennent uniquement a
la suite d'une blessure grave ou dans le cadre d'une intervention chirurgicale. De
ce fait, ces formes peuvent €tre longtemps silencieuses et ne se révéler qu'a un
age avancé. [68]

En fonction de leur localisation, plusieurs types d'hémorragies peuvent €tre
distingués.

3.1- Hémorragies non extériorisées
3.3.1- Les hémarthroses

Les hémarthroses représentent 70% a 80% des accidents hémorragiques
chez I'hémophile [69]. Ce sont des hémorragies intra articulaires
pathognomoniques de 1'hémophilie sévere, elles se manifestent en général a
'apprentissage de la marche ou le systeme locomoteur est tres sollicité, toutes
les articulations des membres supérieurs et inférieurs peuvent étre touchées.
Cependant, plus de 80% des hémarthroses surviennent dans les articulations
soumises a des pressions importantes (chevilles, genoux,) ou peu protégées
(coudes). [70, 71]. En cas d'hémophilie sévere et en 1'absence de traitement, les
patients peuvent présenter jusqu'a plus de 30 hémarthroses par an [72]. Sur base
de la présentation clinique, on distingue divers tableaux d'hémarthrose

- L'hémarthrose aigué : débute par une sensation de géne et de limitation
modérée du mouvement, elle entraine rapidement une douleur vive, un

gonflement, une augmentation de la température cutanée et une impotence

53



fonctionnelle totale de l'articulation touchée [73]. L'administration d'un
traitement substitutif a ce stade précoce permet la régression de 'hémarthrose.
En l'absence de traitement substitutif, I'hémarthrose persiste plusieurs jours,
voire plusieurs semaines avant de se résorber au prix d'une importante
inflammation de la synoviale, d'altérations cartilagineuses et d'atrophie
musculaire consécutive a l'immobilisation ; cette impotence fonctionnelle
entraine une amyotrophie favorisant les récidives hémorragiques [68, 72, 74].

- Les hémarthroses subaigué€s surviennent apres la répétition des €pisodes
d'hémarthrose au niveau d'une méme articulation [72]. Les épisodes
hémorragiques répétés au niveau d'une articulation endommagent durablement
l'articulation et les os, pouvant entrainer des déformations, engendrant une
synovite chronique proliférative et destructrice, désignée sous le terme
d'arthropathie hémophilique [70, 72].

3.3.2- Les hématomes

Un hématome est une collection sanguine apparaissant a l'intérieur d'un
tissu apres une hémorragie survenue a la suite d'un traumatisme minime ou
important, il se manifeste le plus souvent par une douleur et un gonflement de la
zone concernée, il représente 10 a 20% des accidents hémorragiques [74] . Il
peut s'agir:

- D'hématomes superficiels, localis€s au niveau du tissu sous cutané
souvent accompagnés d'ecchymoses; ce sont les plus fréquents et sans gravité
puisqu'ils se résorbent spontanément plus ou moins vite ex: face antérieure de la
jambe, face externe du bras ... etc.

- D'hématomes profonds, intra- musculaires, post-traumatiques, [74] Leur

gravité est liée :
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* Soit a leur volume, La taille de I'hématome dépend souvent de la région
anatomique dans laquelle il se développe, ex: un hématome d'une loge
musculaire large (fessier, mollet) peut atteindre une taille importante car le
saignement se produit dans un espace extensible [68, 72]

* Soit a leur localisation (figure 12), Certains hématomes mettent en jeu Le
pronostic vital: comme 1'hématome laryngé et du plancher de la bouche (une
asphyxie aigue), hématome intracérébral ou rétro-péritonéal...LLe pronostic
fonctionnel: comme les hématomes compressifs des membres avec compression
vasculaire (risque ischémique) ou nerveuse (médian et cubital a la loge
antérieure de l'avant-bras (risque de syndrome de Volkmann), sciatique a la
fesse ou au creux poplité, hématome péri-rachidien, rétro ou périorbitaire avec
risque de cécité ... etc. [72, 75, 76]. L'hématome du psoas droit est parfois
difficile a évoquer peut simuler une appendicite aigu€; une échographie permet
de confirmer le diagnostic. [73]

3.3.3- Les autres hémorragies intro tissulaire

Les hémorragies intra-pleurales, cérébro-méningées, rétiniennes, intra-
péritonéales sont rares [75]. Les hémorragies du systeme nerveux central: le
risque d'hémorragie intracranienne (HIC) est 20 a 50 fois plus élevé chez le
patient hémophile par rapport a la population normale, 1'une de leurs
complications est la survenue de crises d'épilepsie [76].

3.2- Hémorragies extériorisées

Elles sont de localisations variées (digestive, ORL...etc.), souvent de

diagnostic aisé mais inquiétantes pour le patient, elles représentent 10 a 20 %

des accidents hémorragiques [68].
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3.2.1-. Hémorragies cutanéo-muqueuses

- Hémorragies cutanées: sont abondantes, difficiles a contrdler et siegent au
niveau du front, arcades sourciliéres, cuir chevelu ... etc [75, 76].

- Hémorragies buccales: sont le plus souvent post traumatiques, plaie du
frein de la langue, brossage des dents trop intense. ..etc.

- Epistaxis: a l'occasion d'un rhume ou aprés une exposition prolongée au
soleil [74, 75]

3.2.2- Hémorragies viscérales

Les hématuries: sont en général spontanées, récidivantes et moins
fréquentes [76].

Les hémorragies digestives: se traduisent, par des hématémeses ou mélénas
et sont souvent révélatrices de lésions sous-jacentes du tube digestif (ulcere
gastrique, polype intestinal...) [74].

3.2.3- Hémorragies post opératoire

Lors d'une amygdalectomie, circoncision, extraction dentaire ou de toute

intervention pratiquée, chez un hémophile non diagnostiqué d'ou l'intérét de

pratiquer un bilan d'hémostase complet avant tout acte chirurgical. [75]
4-Diagnostique biologique de I’hémophilie A

4.1-Test de routine : Allongement du TCA [66]

Il mesure le temps de coagulation a 37 °C d'un plasma dépaquetée,
décalcifié en présence de phospholipides (céphaline), d'un activateur de la phase
contact (Kaolin, acide ellagique, célite ... ) et de calcium [77]. Le résultat est
exprimé en secondes par rapport au temps d'un plasma témoin, valeur moyenne

varie entre 20 et 40 sec, ou en ratio [temps du malade/temps du témoin], un
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rapport supérieur a 1,2 chez l'adulte et a 1,3 chez l'enfant, confirme un
allongement du TCA [77].

Le TCA explore la voie intrinseque (KHPM, PK, VIII, IX, XI) et la voie
commune (I, I, V, X). [34]

* Taux de plaquettes normal

* TS normal.

* TP normal.

* TCA allongé de maniere isolée

Test de correction
TCA du mélange (volume a volume plasma malade, plasma Témoin).
Incubation a 37°C pendant 2 h des 3 tubes (M, T et M+T). Elle améliore la
sensibilité du test.

Le résultat du test est exprimé par l'indice de Rosner

IR = ([TCA M+T] - [TCA T])/TCA M) x 100

V' Avec TCA du malade (M), TCA du témoin (T) et TCA du mélange
(M+T)

UN IR < 12 est en faveur de 1'existence d'un déficit factoriel.

12< IR <15 douteux.

UN IR> 15 est en faveur de la présence d'un anticoagulant circulant.

4.2-Dosage spécifique du facteur de coagulation (FVIII)

Le dosage du facteur (FVIII) permet de préciser le degré ou la sévérité de
I'hémophilie. Il existe plusieurs techniques de dosage des facteurs de la
coagulation. Certaines d'entre elles permettent d'apprécier l'activité coagulante
du FVII (FVIIIL:C). D'autres permettent de mesurer les FVIII antigenes (FVIIL:
Ag) [78]
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4.2.1-Mesure de IDactivité coagulante par dosage
chronométrique [66]

b. Principe : TCA effectué sur un mélange dilué de plasma a tester et d'un

plasma réactif déficient en facteur que 1'on veut doser (VIII) contenant tous les
autres facteurs en concentration normale.[79]

Dans ces conditions l'allongement du TCA observé est directement

proportionnel aux concentrations circulantes du facteur concerné. [79]

c. Les résultats sont exprimés en pourcentages par rapport a une droite
d'étalonnage (Log/Log). Les Valeurs normales : 60-150%.[79]

Tps(sed) P

L
v

%
-

25 50 100 Concentration (%)

Figure 27: droite d’étalonnage (Log/Log) de I'allongement de TCA

d. Prudence: Les droites d'étalonnage sur la majorité des automates ne sont
pas linéaires de O a 100%. Deux types de gammes doivent donc étre effectués,

gamme « large » 25-100% et gamme fine (0- 25%) ; sur les gammes fines un
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blanc réactif doit €tre systématiquement passé car les plasmas déficients réactifs
peuvent contenir des traces du facteur.[79]
4.2.2-Mesure de Dactivité coagulante par dosage
chromogénique [27]

La méthode chromogénique de mesure d’activité FVIII:C, est la méthode de
référence pour la mesure de ’activit¢ FVIII:C dans le plasma et dans les
concentrés de FVIII. Le mélange réactionnel consiste en ’association de FIXa
purifié, du FX purifié, des PLs, du Ca2+ et de la thrombine pour activer le FVIII
; la source de FVIII est le plasma de patient. Ce mélange est incubé 5 min a
37°C. La thrombine va activer le FVIII en FVIIla, qui va pouvoir former le
complexe tenase intrinseque en se liant avec le FIXa, le Ca2+ et les PLs.
L’activation du FX en FXa par le FIXa est alors accélérée par le FVIlla,
approximativement 100 000 fois [80, 81] ; et la génération de FXa est
directement proportionnelle a la concentration de FVIIL:C contenue dans le
plasma du patient. Ensuite, un troisieme réactif est ajouté : il contient un
inhibiteur de la thrombine pour stopper la coagulation et un substrat
chromogénique du FXa. Ce mélange est de nouveau incubé pendant 5 min a
37°C, ou le FXa hydrolyse son substrat chromogénique spécifique, libérant le
groupe chromophorique para-Nitro Aniline. L’extinction du signal lumineux, lue
par un photometre a 405 nm, est directement proportionnelle a la concentration
de FVIIL

Si la méthode chromogénique est plus colteuse, ses avantages sont
multiples. Contrairement a la méthode coagulométrique, elle n’est ni sensible a
I’héparine ni aux ACC de type lupique, présentant alors un intérét tout
particulier pour distinguer les ACC lupiques des inhibiteurs spécifiques du

FVIII. De plus, la méthode chromogénique n’est pas influencée par des réactifs
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tels que la céphaline ou le plasma déficient en FVIII. Elle présente une variation
analytique moindre pour les valeurs basses [82]
4.2.3-Mesure de I’activité antigénique [66]

Le FVIII antigene (FVIII:Ag) peut étre dosé par radio immunologie ou par
une technique ELISA (ELISA FVIII ou ELISA FIX) [83]. Les patients chez
lesquels le dosage antigénique retrouve, méme a 1'état de traces, la présence du
FVIII sont dits aussi « CRM+ » (Cross Reacting Material). Il s’agit d’une
synthése normale ou réduite d’'une molécule de FVIII qualitativement anormale.
Le risque de développer un inhibiteur est probablement plus faible chez ces
patients que chez les sujets CRM- [84]. Habituellement le taux de FVIII : Ag est
proche de taux de FVIII: C.

4.3-Diagnostic génétique [85]
L'hémophilie est une maladie constitutionnelle dont la transmission est
récessive, situé sur le bras long du chromosome X: Xq28. Ce sont donc les
garcons qui présentent des saignements alors que la maladie est transmise par les

femmes, appelées conductrices ou porteuses. [86, 87]
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Figure 28 : Transmission de I’hémophilie (mére conductrice).[68]
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Dans 30 a 45 %, aucun antécédent d'hémophilie n'est retrouvée dans la
famille, on parle alors d'hémophilie sporadique. La "néo-mutation" peut avoir
lieu dans l'ovule de la meére ou dans le spermatozoide du pere ou plus tard chez
le feetus lui-méme, cette mutation, bien que spontanée va se transmettre de fagon
héréditaire a la descendance du patient [86, 88]. Les antécédents familiaux sont
déterminants pour détecter les conductrices obligatoires et potentielles :[83]

 Conductrice obligatoire : Une fille née d'un pere hémophile. La mere d'un
enfant hémophile avec une histoire familiale évocatrice, ou La mere d'au moins
deux garcons hémophiles (non jumeaux homozygotes), [79]

* Conductrice potentielle : La fille d'une conductrice. La sceur d'un
hémophile. La niece d'un hémophile ou la mere d'un enfant hémophile sans
histoire familiale évocatrice [79].

L'hémophilie féminine existe, mais elle est exceptionnelle; les femmes
peuvent étre atteintes d'hémophilie, les causes pouvant en étre:

- Les filles "double hétérozygotes" pour I'némophilie nées de pere hémophile
et de mere conductrice [83, 86].

- Une lyonisation extréme inactivant la majorité des chromosomes porteurs
du gene.

- Un syndrome de Turner (XO0).

- Une translocation X-autosome.

- une disornie 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 [75].

Les anomalies génétiques responsables de la maladie incluent de larges
délétions dans le gene du F VIII, des inversions de séquence, la présence de
codons «stop», de mutations non-sens et de petites délétions dans le gene [89].
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- Les délétions partielles ou totales du gene [90]: ces délétions représentent
5% des anomalies génétiques dans 1’hémophilie A (92 délétions de 1 a 210 kb
ont été décrites dans 1’hémophilie A sévere). Les délétions larges sont
responsables de déficits séveres en FVIIIL. Les conséquences des délétions de
fragments plus petits sont variables. Une délétion, méme minime, d’'un nombre
de nucléotides non multiple de 3 engendre un décalage du cadre de lecture
(mutation frameshift) a I’origine d’une protéine aberrante, voire de 1’apparition
d’un codon stop prématuré, responsable d’un déficit trés sévére. A I'inverse, la
délétion en phase d’un ou de plusieurs codons triplets pourra n’entrainer qu’un
déficit partiel.

- Les insertions rares ou les duplications : (2 cas décrits : insertion de 2.1 ou
3.1 kb de séquence de type LINE). [91, 92]

- Les mutations ponctuelles : De nombreuses mutations ponctuelles ont été
décrites, touchant pratiquement tous les exons. Un tiers de ces mutations
ponctuelles surviennent dans des zones a haut risque de mutations (hot spot), au
niveau d’un doublet CpG, du fait de I’instabilité des cytosines méthylées. Les
conséquences des mutations ponctuelles sont variables selon leur localisation.
Les mutations non-sens sont habituellement séveres (elles sont retrouvés dans la
tres grande majorité chez les hémophiles A séveres), alors que les mutations
faux-sens peuvent avoir différents degrés de sévérité mais sont le plus souvent
modérées. Les mutations impliquant les sites d’épissage de I’ARN revétent des
aspects de sévérité variable selon la position de la mutation par rapport a la
jonction exon-intron [91].

- Un phénomene d’inversion[90]: plus fréquente, ou recombinaison

intrachromosomique au niveau de I’intron 22 [93]. Cette derniére anomalie

rend compte de plus de la moitié des cas d’hémophilie A sévere. L’intron 22
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renferme 2 genes appelés F8A et F8B. Dans le cas de I'inversion de I’intron 22,
il y a une recombinaison entre le géne F8Aet I’un de ses homologues pres du
télomere. Il en résulte une absence d’épissage entre 1’exon 22 et I’exon 23. Une
autre forme d’inversion a été décrite, portant sur l'intron 1, liée a une
recombinaison avec une zone télomérique. Elle est a I’origine de 3% a 5% des

déficits séveres en FVIII [94].

4.4-Dépistage des conductrices
Il permet d'évaluer le risque encouru de mettre au monde un enfant
hémophile, la reconnaissance de leur statut est importante, pour cela le dosage
systématique de FVIII ou de FIX est nécessaire [83].

Taux de facteur VIII chez les conductrices :

* Le plus souvent modérément abaissé (30-50%) ou normal sans que cela
écarte la possibilité que la femme soit effectivement conductrice [86].

* Dans 1/3 des cas taux bas pouvant entrainer un syndrome hémorragique
(phénomene amplifié par lyonisation de 1'X) [79].

Diagnostic phénotypique :

Il repose sur le dosage du FVIII:C couplé au dosage VWF:Ag. Un rapport
FVIII:C/VWF:Ag<0,7 retrouvé a plusieurs reprises en dehors de toute grossesse
est évocateur du statut de conductrice, néanmoins, certaines conductrices
présentent un rapport normal rendant impossible le diagnostic phénotypique.
Une analyse génétique doit alors €tre envisagée [83].

Diagnostic génotypique :

L'analyse génotypique permet l'identification de la mutation responsable de
I'anomalie, elle se fait selon deux approches : Directe par la mise en évidence du

défaut génétique en cause comme, par exemple, l'inversion de l'intron 22 dans
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I'hémophilie A, Cette analyse est difficile pour FVIII (gene = 26 exons 186Kb).
Indirecte par 'association du défaut causal et de marqueurs polymorphes situés a
proximité ou au sein du gene. (a partir des ADN garcons malades (définition de
I'haplotype de 1'X porteur du gene muté) et des ADN garcons sains (fournit
I'haplotype sain) [79].

Seule, une forme sévere peut justifier une €tude génotypique. L'étude de
I'ADN du chromosome X est faite a 1'aide de sondes géniques, les familles

détectées de cette maniere sont dites informatives [73, 83].

4.5-Diagnostic prénatal

Il est réalisée par ponction de sang foetal au 2eéme trimestre de la grossesse
(18eme SA) en évitant la contamination du sang par le liquide amniotique qui
peut stimuler et activer FVIIL:C [95, 96]. Lorsque la mutation causale (de type
inversion de I’intron 22 du geéne du FVIII) a été identifiée dans la famille, le
diagnostic est réalisé par ponction des villosités trophoblastiques avant la 10eme
SA (des les 8-9¢me SA) pour une étude de I'ADN. Lorsqu'elle n'a pas été
identifiée, la stratégie differe selon qu'il s'agit d'une hémophilie avec antécédents
familiaux ou d'une hémophilie sporadique [96].

* Si la femme n'est pas informative pour aucun des polymorphismes testés
et si le feetus est de sexe masculin : un prélevement de sang foetal a la 18eme
SA est recommandé.

* Si la femme est informative pour au moins un marqueur, un diagnostic sur
ADN trophoblastique peut étre tenté a la 11éme SA [96].

NB: Les couples doivent étre informés des possibilit€s diagnostiques

offertes et des risques associés [96].
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Il est également possible de faire un diagnostic préimplantatoire (DPI) dans

le cadre d'une fécondation in vitro [96].

4.6-Diagnostic différentiels

Les diagnostics différentiels de I’hémophilie A avec déficit en FVIII sont :

- Déficit constitutionnel en FIX de ’hémophilie B. Un dosage de FIX:C
permet de faire le diagnostic d’hémophilie B ;

- Déficit en FVIII de I’hémophilie acquise, par développement d’auto-
anticorps anti-FVIII. Le contexte est souvent €vocateur : femme enceinte,
personne agée, antibiothérapie récente, maladie auto-immune associée, cancer
[27]; Pour le diagnostic, Le TCA est constamment allongé et non corrigé par
'apport de plasma témoin normal avec un IR > 15 [97].

- Déficit combiné en FVIII et FV : le TCA et le temps de Quick seront
allongés [27] ;

- La maladie de Willebrand de type 1, 2A, 2B, 2M, 3 : La transmission de
la maladie est autosomale dominante, le syndrome hémorragique n'est pas
comparable. Sur la plan biologique, allongement du TS, du VWEF: RCo, une
diminution du VWF: Ag [98].

- Maladie de Willebrand 2N (Normandie) : Cette maladie se caractérise par
la présence de variant du VWF ayant une affinité faible pour la liaison au FVIII,
le diagnostic différentiel avec I'hémophilie A mineure repose sur 1'étude de la
liaison FVIII—VWF qui est normale dans 'hémophilie A et diminuée dans le

Willebrand type 2N [98, 99].
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5- Traitement de I’hémophilie A [27]

Aujourd’hui, il n’y a pas de traitement curatif de I’hémophilie A. La prise
en charge de ’hémophilie sévere repose sur le traitement substitutif, c'est-a-dire
I’administration de concentrés du FVIII.

Les traitements peuvent &tre donnés lorsque les saignements surviennent,
nous parlons de traitement « a la demande » ; ou régulierement, pour prévenir
I’apparition d’épisode hémorragique qu’il soit spontanés ou provoqués, et en cas
de geste invasif prévu (exemple : chirurgie), nous parlons alors de «prophylaxie
». L’administration prophylactique des facteurs de la coagulation est aujourd’hui
recommandée comme traitement de référence par la World Federation of
Hemophilia (WFH) et I’Organisation Mondiale de la santé¢ (OMS).

L’administration des concentrés de FVIII se fait par voie intraveineuse
stricte.

Les modalités du traitement substitutif tiennent compte :

- De deux parametres pharmacocinétiques de la molécule thérapeutique de
FVIIL:

Le taux de récupération du produit injecté : quels que soient les produits
utilisés, il est théoriquement de 200% pour le FVIII. En pratique, ’injection d’1
UI kg-1 de FVIII entraine une augmentation d’environ 2% (2 UI dL-1) du taux
de FVIII circulant (FVIIL:C). L’augmentation souhaitée du FVIII se calcule de la
maniere suivante : FVIII (Ul dL-1) x poids (kg) x I/n (avec n=taux de
récupération observé du produit a injecter)

La demi-vie de la molécule : environ 12 h pour le FVIII en conditions
pharmacocinétiques de repos.

- Du taux de FVIII C a atteindre : les doses perfusées et les durées de

substitution dépendent de I’indication thérapeutique qui est fonction du site
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hémorragique, de la gravité de 1’hémorragie constituée [100] et du risque
hémorragique.

Quelques produits existent actuellement sur le marché, obtenus par
fractionnement du plasma, ce sont les produits plasmatiques, ou par génie

génétique, ce sont les produits recombinants.

5.1-FVIII d’origine plasmatique [27]

Avant 1940, seules les transfusions de sang total et de plasma frais étaient
utilisées pour le traitement des hémophiles mais leur faible contenance en FVIII
faisait persister la morbidité a long terme par la récurrence de saignements
majeurs. Les cryoprécipités, riches en FVIII et Fg sont apparus en 1964. C’est
vers la fin des années 1960 qu’ont ét¢ commercialisés les premiers concentrés
plasmatiques de FVIII humains (pFVIIIh), obtenus a partir d’un pool de plus de
20 00 donneur [101, 102]. Outre I’augmentation de I’espérance de vie grace a
I’avenement de ces produits, évoluant progressivement de 27 a 60 ans de 1940 a
1980 [103], ils ont permis de traiter efficacement les épisodes hémorragiques et
de développer des programmes d’auto-infections a domicile. Pour optimiser la
sécurité vis-a-vis de la transmission d’agents infectieux, il a été mis en place une
sélection stricte avec un dépistage sérologique des donneurs, des étapes de
purification par chromatographie et deux étapes d’inactivation virale.
Aujourd’hui encore, les concentrés de pFVIIIh sont prescrits pour leur efficacité,
leur relative sécurité et leur colit inférieur. Certains concentrés de pFVIIlh

contiennent une faible quantité¢ de vWF.
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5.2- FVIII d’origine recombinante [27]

Le développement de concentrés de FVIII recombinant (rFVIII) (Tableau
5) a été permis apres la réussite du clonage et du séquengage du FVIII humain
(FVIIIh) en 1984. Le premier essai clinique ayant établi I’efficacité du premier
rFVIII fat publié en 1990 [104], et les concentrés de rFVIII commerciaux furent
disponibles a partir de 1992. Le rFVII humain (rFVIIlh) peut seulement €tre
produit par des cellules mammiferes, capables d’assurer des modifications post-
traductionnelles indispensables a 1’activité cofacteur du FVIII. L’intensification
de la production et les procédés de purification permirent la construction de
rFVIIIh de premieres générations dites « full-lenght » qui avaient besoin de
sérum humain ou bovin pour leur production et surtout pour leur stabilisation
dans le produit final. Avec les rFVIIIh de seconde génération, le sérum était
enlevé du produit final. Aujourd’hui, les rFVIIIh de troisieme génération sont
dépourvus de sérum, que ce soit lors de la production ou dans le produit final ;
les molécules stabilisantes sont synthétiques ou créées par génie génétique. Le
processus de purification enlévent les impuretés provenant du milieu et des
cellules en culture, et concentrent les molécules de rFVIIIh grace a différentes

étapes de chromatographie (par immuno-affinité et par échangeuse d’ion).

IV-  COMPLICATIONS LIEES AU TRAITEMENT ANTI-
HEMOPHILIQUE

1-Complications infectieuses
Parmi les risques induits par le traitement substitutif (notamment
plasmatique) chez un hémophile est le risque infectieux (surtout VIH, hépatites
C et B), bien qu'il soit devenu aujourd’hui tres faible, mais non nul. Avec

I'avenement des FAH recombinants; le risque de transmission de virus humain
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est quasi nul cela est due a l'introduction des étapes de purification et
d'inactivation ou d'élimination virale dans le processus de fabrication et de

I'importance du contrdle d'assurance qualité [83, 98, 105].

2- Développement d’inhibiteurs

Les inhibiteurs sont des auto-anticorps pathologiques circulants dirigés
contre le facteur déficitaire et capables d’inactiver ses fonctions. Leur survenue
est un évenement iatrogene fréquent, est actuellement la complication la plus
grave du traitement par facteur VIII chez les patients atteints d’hémophilie A,
puisque ce denier devient inefficace et incapable de cerner les périodes
hémorragiques. Les inhibiteurs, habituellement détectés au cours des premieres
dizaines de journées de traitement, peuvent compromettre gravement son
efficacité. Les PUPs (previously untreated patients) représentent la population

la plus appropriée pour étudier ce risque [106].

2.1- Conséquences cliniques des anticorps anti-FVIII [106]

Selon le niveau maximal du potentiel inhibiteur plasmatique de I’anticorps
mesuré a son pic historique, on distingue des réponses immunes de type fort
répondeur (> 5UB) et faible répondeur (= SUB) [107]. Cette classification
correspond a une différence significative en termes d’impact clinique.

En effet, les inhibiteurs de type fort répondeur induisent les plus grandes
difficultés thérapeutiques alors que ceux dits faible répondeur, parfois mis en
évidence lors d’un dépistage biologique fortuit, sont le plus souvent sans
retentissement trés significatif sur la clinique ou la prise en charge
thérapeutique.

Dans le cas des inhibiteurs fort répondeurs, la production d’anticorps est de

nouveau stimulée lors des réexpositions a D’antigene FVIII (relance
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anamnestique) et il n’y a pratiquement aucune chance d’acquisition spontanée
d’une tolérance immune. Leur survenue justifie le recours a un médicament
alternatif au FVIII (facteur VII activé recombinant, concentré de facteurs du
complexe prothrombique activé) pour le traitement et la prévention des
saignements. Cette situation fait aussi porter 1’indication de mise en ceuvre de
protocoles d’induction de tolérance immune particulierement lourds et onéreux
qui peuvent aboutir a I’éradication de I’inhibiteur. En revanche, les traitements
immunosuppresseurs ou immunomodulateurs, classiquement utilisés pour des
pathologies auto-immunes incluant 1’hémophilie acquise, n’ont pas montré de
bénéfice avec un niveau de preuve suffisant pour préconiser leur utilisation a ce
jour [108, 109].

Chez les patients faibles répondeurs dont I'inhibiteur peut €tre saturé par
I’antigene, le traitement substitutif conventionnel par concentrés de FVIII
conserve habituellement une certaine efficacité, le titre d’inhibiteur restant peu
influencé par les nouvelles administrations de FVIIL. Dans une proportion non
négligeable de cas, ces inhibiteurs disparaissent spontanément en quelques
semaines ou mois. Ils sont qualifiés de transitoires et n’ont pas d’impact sur le
traitement a long terme. Il peut arriver que le titre d’un inhibiteur, dit faible
répondeur, augmente secondairement de maniere importante, le transformant en
fort répondeur.

Il existe enfin une autre catégorie d’anticorps dits non neutralisants mis en
évidence par des techniques immunologiques. Ceux-ci ne s’accompagnent pas
d’inhibition de D’activité coagulante du FVIII et n’alterent pas 1’efficacité
thérapeutique du traitement substitutif conventionnel. La fréquence de ces

anticorps moins étudiés que les inhibiteurs est largement sous-estimée et leur
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éventuel impact sur I’apparition ultérieure d’un inhibiteur est mal connu [110,

111].

2.2- Epidémiologie des inhibiteurs dans I’hémophilie A
Le développement que les hémophiles B (1,5-3%) [112, 113], et davantage
chez les hémophiles A séveres (environ 20%) que chez les hémophiles A
modérés (8%) ou mineurs (5%) [114]. En absence de traitement, Le risque de
déces est 5 fois plus important chez un hémophile avec inhibiteurs que sans

inhibiteurs [83].

2.3- Facteurs de risques de développement d’inhibiteurs dans
I’hémophilie A [106]

En général les inhibiteurs apparaissent tot, dans les 10 a 50 premiers jours
d'exposition au produit de substitution, les cohortes nationales et internationales
s’intéressent tout particulierement a la période des JCPA (journées cumulées en
présence de l'antigene) égales aux 50 a 75, au maximum 100 premieres journées
d’exposition aux concentrés de FVIII. Le risque d’inhibiteur est environ quatre
fois plus élevé en cas d’hémophilie A sévere qu’en cas d’hémophilie modérée
ou mineure.

Pour I’hémophilie A sévere, il existe plusieurs catégories de facteurs de
risque d’inhibiteur qui ont été€ identifiées. Les premiers facteurs documentés et
admis, de nature génétique sont intrinseéques au patient et ils sont par définition
non modifiables. De ce fait, leur connaissance, intéressante sur le plan
fondamental, laisse peu de place a d’éventuelles mesures de prévention lors de
la mise sous traitement. On peut cependant recommander une vigilance toute
particuliere chez les patients qui présentent un risque génétique €levé. Parmi les

facteurs non génétiques, plus récemment étudi€s et pour beaucoup d’entre eux
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encore controversés, on différencie ceux dits environnementaux, en rapport avec
les conditions qui accompagnent la mise en ceuvre du traitement, et ceux

directement li€s au concentré de FVIII. C’est par une intervention sur ces

facteurs non génétiques que 1’on peut imaginer moduler le risque d’inhibiteur et

donc la fréquence, la gravité et/ou I’évolution de cette complication.

2.3.1-Facteurs de risque génétiques [106]

Parmi les caractéristiques inhérentes au patient et intangibles, les premiers
facteurs de risque qui ont été€ rapportés concernent le génotype de I’hémophilie
(mutation ou remaniement du gene du FVIII/gene F8), I’ethnie et les antécédents
familiaux d’inhibiteurs [115, 116].

Les anomalies décrites sur le gene F8 sont classées selon le risque plus ou

moins grand associé au développement d’un inhibiteur. On distingue ainsi dans
un premier groupe d’anomalies les défauts moléculaires tres déléteres sur le plan
fonctionnel (mutations nulles) tels que les grandes délétions, mutations non-sens
et inversions dans les intronsl ou 22, d’une part, qui entrainent une absence
totale d’activité de la protéine. D’autres anomalies génétiques telles que les
mutations faux-sens ou celles qui touchent le site d’épissage préservent, au
moins en partie, la syntheése de protéine et induisent une perte partielle de sa
fonction coagulante. L’incidence des inhibiteurs est tres différente dans ces deux
groupes variant de 21—88 % pour les mutations nulles a moins de 10 % pour les
mutations faux-sens [116, 117].

Parmi les caractéristiques génétiques, I’ethnie a été identifiée de longue
date comme un facteur de risque important. La prévalence d’inhibiteurs est deux
fois plus élevée dans les populations afro-américaines par rapport aux

populations caucasiennes alors qu’un risque intermédiaire a €été rapporté chez les
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sujets hispano-américains [116, 118]. Des travaux récents ont évoqué le lien
possible entre I’existence de différents types sauvages de molécules de FVIII en
rapport avec des polymorphismes du gene F8 et le développement d’inhibiteurs.

Le sur-risque d’inhibiteur dans les populations noires pourrait €tre en
rapport avec une situation de mismatch induite par la discordance entre les
haplotypes majoritaires dans la population noire et ceux qui sont a 1’origine des
FVIII thérapeutiques [119, 120].

Une grande étude internationale a fait suspecter le role de facteurs de risque

génétiques autres que ceux li€és au geéne F8 en analysant la discordance des

profils vis-a-vis de la survenue d’inhibiteur dans des groupes homogenes de
patients au regard du génotypage de 1I’hémophilie (notamment inversion de
I’intron 22 qui représente environ 40 a 45 % des patients). Les analyses ont été
particulierement utiles au sein de fratries discordantes [121]. L implication de
certains alleles du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II avait été
suggérée par des publications relativement anciennes, mais en [’absence de
cohérence des résultats dans I’analyse de séries successives, ces résultats sont
restés controversés [121, 122]. Du fait de I'implication des cytokines et
molécules de costimulation dans la production d’anticorps et de leur role
déterminant dans la réponse immune, Astermark a orienté ses travaux vers un
screening large dans le domaine de I’'immunogénétique. Cette recherche de
facteurs de risque candidat s’est avérée fructueuse, permettant I’identification de
plusieurs polymorphismes d’intérét par leur impact sur le risque de survenue
d’inhibiteur. C’est ainsi qu’a été identifié¢ I’impact de polymorphismes des genes
codant pour I’interleukine 10, le tumour necrosis factor-_ (TNF-_), le cytotoxic

T lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) [123, 124].
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2.3.2-Facteurs de risque non génétiques [106]

Sur un terrain génétique particulier, reflet d’un risque basal propre au
patient, les circonstances de réalisation du traitement et 1’éventuelle différence
d’immunogénicité des concentrés de FVIII créent une interaction complexe.
(Fig. 30). Pour I'identification de facteurs de risque non génétiques pour la
survenue d’un inhibiteur dans ’hémophilie A sévere, la rareté de I’évenement
liée a I’épidémiologie de cette affection rend particuliecrement difficile
I’aboutissement d’études randomisées. Dans ce contexte, la réalisation
d’analyses multivariées au sein de larges cohortes représente une alternative
utile, méme si la mise en évidence de risques relatifs faibles reste difficile. Il est
intéressant d’observer que dans cette situation, des études coopératives
nationales et internationales conduites a partir de registres et suivis de cohortes
ont apporté des résultats essentiels au cours des dernieéres années en surmontant
au moins en partie les difficultés méthodologiques attendues.

a-Facteurs de risque environnementaux [106]

Les principaux facteurs non génétiques de risque d’inhibiteur identifiés au
cours des dernieres années sont liés aux modalités et circonstances de mise en
ceuvre du traitement, principalement dans sa phase initiale.

L’implication de ’4ge au moment du premier traitement substitutif a été
suspectée un temps lors d’analyses univariées qui avaient montré une fréquence
plus élevée d’inhibiteur chez les enfants traités le plus précocement dans des
séries conséquentes [125, 126]. L’imputabilité du jeune age lors de la premiere
exposition au FVIII a finalement ét€ infirmée dans d’autres publications et c’est
I’étude internationale CANAL (Concerted Action on Neutralizing Antibodies in
Severe Haemophilia A), qui a permis de montrer dans le cadre d’une analyse
multivariée, que certaines modalités de réalisation du traitement, notamment un
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traitement initial intensif représentaient un facteur de confusion chez les tres
jeunes enfants traités [127, 128].

Les traitements intensifs ont ét€ identifiés comme facteurs de risque, non

seulement lorsqu’ils constituent le premier traitement, mais aussi lorsqu’ils sont
administrés dans la période des 50 premieres journées de traitement [129]. La
réalisation d’une intervention chirurgicale précoce a aussi €té identifiée comme
un facteur de risque d’inhibiteur dans les mémes études. L’effet délétere des
traitements intensifs précoces, intuitivement attendu d’un point de vue
physiopathologique, selon la perspective d’un modele de charge antigénique, a
été confirmé par le groupe international PedNet/RODIN (Research of
Determinants of Inhibitor Development) chez les jeunes enfants nés entre 2000
et 2010 [130].

L’inflammation qui accompagne la présentation du FVIII substitutif au

systeme immunitaire lors du traitement intensif d’épisodes hémorragiques
séveres ou situation chirurgicale représente une hypothese privilégiée pour
expliquer le risque majoré d’inhibiteur. On a ainsi utilisé le concept du « signal
de danger » pour caractériser ces situations d’administration du FVIII en
contexte inflammatoire, que la situation soit hémorragiques (hématome) ou
chirurgicale (plaie opératoire) [131]. De maniere analogique aux situations de
saignement tissulaire et de plaie opératoire, 1’exposition extravasculaire
accidentelle au FVIII lors d’injections a pu étre évoquée comme potentiel
facteur de risque sans que ceci puisse €tre montré par des études cliniques a ce
jour.

Les études récentes tendent a montrer a I’opposé que les régimes

prophylactiques débutés précocement pourraient avoir un role protecteur vis-a-

vis du risque d’inhibiteur. Des résultats en ce sens ont ét€ rapportés dans le
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cadre des cohortes observationnelles internationales CANAL et RODIN, mais
aussi par I’équipe de Milan a I'issue d’une étude cas-témoin [130, 132, 133].
Dans I’analyse la plus récente (RODIN), c’est seulement apres la période des 20
premieres journées d’exposition aux concentrés de FVIII qu’apparait 1’effet
protecteur de la prophylaxie, et ce plus particulierement chez les patients dont le
génotypage est classé dans les formes a faible risque d’inhibiteur.
b-Facteurs de risque liés aux concentrés de FVIII [106]

Depuis 1’apparition de concentrés de FVIII purifi€é dans 1’arsenal
thérapeutique des patients atteints d’hémophilie A, 1’exces d’inhibiteur induit
par tout nouveau produit a toujours €té une crainte majeure. La survenue d’exces
majeurs d’inhibiteurs lors de I’introduction de certains concentrés a été
rapportée. Ceci avait été particulierement bien documenté lors de 1’utilisation en
Belgique d’un concentré de pFVIII rendu trés immunogene apres un procédé de
double inactivation virale comportant une étape de pasteurisation [134]. Les
concentrés recombinants ont apporté des leur mise a disposition dans le début
des années 1990 un caractere innovant certain par rapport aux produits d’origine
plasmatique. En revanche, des I'arrivée des rFVIII s’est posée la question de
I’existence ou non d’un risque accru de survenue d’inhibiteur par rapport aux
pFVIII [135-137]. L’hypothése d’un caractere protecteur des concentrés de
pFVIII a été tout particulierement évoquée pour ceux dits riches en facteur Von
Willebrand (FVW), alors que cette glycoprotéine de transport et de protection du
FVIII est absente des produits recombinants. Le FVW pourrait jouer un role
protecteur vis-a-vis du risque d’immunisation, par exemple en masquant certains
épitopes immunogenes. Malgré les arguments issus des travaux chez I’animal et
des études in vitro, la démonstration de ces hypotheses n’a pas ét€ confirmée en
clinique humaine a ce jour. Si aucune étude n’a permis a ce jour de valider de
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maniere définitive un moindre risque d’inhibiteur chez les PUPs traités par
pFVIII, on rapporte le plus souvent, soit un différentiel de risque favorable aux
concentrés plasmatiques, soit 1’impossibilit¢ de mettre en évidence une
différence significative entre les deux types de produits. Ainsi, les résultats
d’études en faveur de ce caractere protecteur, notamment au Royaume-Uni et en
France, se sont heurtés aux résultats contradictoires d’autres études, notamment
ceux des cohortes internationales CANAL et RODIN [118, 132, 138-140]. 1l
faut toutefois noter que jusqu’a une période tres récente, les €tudes ont été
réalisées en considérant de maniere dogmatique 1’hypothése d’un risque
homogene pour les différents types de concentrés de rFVIII. En fait, des
résultats récents d’études ayant comparé les rFVIII entre eux dans des cohortes
de PUPs atteints d’hémophilie A sévere pourraient expliquer le caractere
contradictoire des études préalables en montrant un risque inhomogene au sein
du groupe des rFVIII. L’étude RODIN a montré cette différence pour la
premiere fois dans une analyse multivariée prenant en compte tous les

principaux facteurs de risque identifi€s jusque-la.
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Contexte a faible niveau de risgue (a)

/' Absence d'inhiblteur Développement d'inhiblteur

Figure 29: Schématisation du niveau de risque selon le fond génétique et les risques
environnementaux surajoutés. [106]

Schématisation des différents éléments du risque de développement d’un
inhibiteur basé sur un statut génétique « protecteur » (a) ou « exposant » (b),
dans lequel interviennent comme facteurs surajoutés I’éventuel impact des
challenges immunitaires, notamment liés au contexte plus ou moins
inflammatoire d’une manifestation hémorragique (signaux de danger) et la
présentation de 1’antigene FVIII lors du traitement substitutif pour atteindre ou

non le « seuil interdit », nécessaire au développement d’inhibiteur. [106]
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2.4 Caractéristiques immunologiques des inhibiteurs du FVIII

[33]

2.4.1-Isotypes et sous-classes des anticorps anti-FVIII

La majorité des anti-FVIII est constituée d’anticorps d’isotypes IgG. Les
travaux de Gilles et al [110], étudiant des préparations polyclonales d’anti-
FVIII, ont montré que la distribution isotypique des anti-FVIII présente une
prédominance pour la sous-classe des IgG4, puis a un moindre degré des IgG1
[141, 142]. La contribution prédominante des IgG4 parmi le répertoire des
inhibiteurs s’expliquerait par les administrations répétées de FVIIIL. En effet, une
exposition prolongée aux allergenes s’accompagne d’une formation
préférentielle d’anticorps de la sous-classe des IgG4 [143].

En 2007, Healey et al. [144] ont montré, a partir d’un modele murin, que
les anticorps reconnaissant le domaine A2 étaient préférentiellement issus de la
sous-classe des IgGl, alors que ceux reconnaissant le domaine C2 étaient
préférentiellement issus des IgGG2a. Ainsi, Van Helden et al. ont identifié, lors
d’une étude longitudinale, les sous-classes d’IgG des inhibiteurs présents chez
14 patients en cours d’ITI. IlIs ont montré que la contribution relative des sous-
classes d’IgG était similaire dans la majorité des patients analysés ; et que le
taux d’anticorps anti-FVIII de classes IgG1 et IgG4 €taient bien corrélés avec les
titres d’inhibiteurs mesurés par la méthode Bethesda. Chez les patients avec de
faibles titres d’inhibiteurs, les anticorps anti-FVIII sont essentiellement de classe
IgGl, alors que ceux des classes IgG4 sont plus importants chez les patients
forts répondeurs [145]. Ces résultats suggerent que le contexte immunologique
et/ou I'intensité du traitement peuvent accroitre le changement de classe des

anticorps anti-FVIII vers le type 1gG4.
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2.4.2-La classification des inhibiteurs anti-FVIII [33]

On distingue deux types d’inhibiteurs en fonction de leur cinétique. Les
inhibiteurs de cinétique type I inhibent completement, de maniere dose-
dépendante, 1’activité du FVIII, alors que les inhibiteurs de type II présentent
une inactivation du FVIII incompléte [146]. Cette différence s’expliquerait par
une spécificité épitopique différente. Les inhibiteurs de type I reconnaitraient
des régions antigéniques essentielles a I’activité procoagulante tandis que les
types II reconnaitraient des épitopes distants de ces mémes régions. Le
mécanisme responsable du profil cinétique des anticorps de type II
s’expliquerait par une compétition entre le VWF et I’inhibiteur [146]. En
I’absence de vWF, la majorité des inhibiteurs de type II se comporterait comme
des types I. cependant, certains d’entre eux inhiberaient partiellement le FVIII
méme en 1’absence de vVWF [147], et d’autres inhiberaient le FVIII seulement
s’1l est associé au VWF [148]. Par conséquent, la population des anticorps de
type Il apparait treés hétérogene. En pratique, les inhibiteurs de type I sont le plus
souvent observés chez des hémophiles congénitaux séveres, les inhibiteurs de
type II étant observés préférentiellement chez les hémophiles modérés ou dans
I’hémophilie acquise [149]. La réponse thérapeutique au FVIII est meilleure

avec les inhibiteurs de type I.

2.4.3-Mécanismes d’action des inhibiteurs anti-FVIII [33]
Les inhibiteurs bloquent la fonction procoagulante du FVIII en perturbant
sa liaison a I'un de ses partenaires : phospholipides, vWF, FIX, ou FX. Il est
établi, a I’échelle moléculaire, que les épitopes essentiellement reconnus par les
inhibiteurs sont localisés au niveau des domaines A2, C2 et A3, et que cette

réponse est additive [150, 151]. En fonction de leur localisation épitopique,
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plusieurs mécanismes permettant de rendre compte de leur activité inhibitrice
sur I’activité procoagulante du FVIII ont été décrits.
a-Les inhibiteurs anti-domaine A2 :

Ces inhibiteurs affectent 1’interaction entre le domaine A2 et le FIX activé
(FIXa) de maniere non compétitive, la résultante est donc la formation d’un
complexe FVIIla /FIXa/Phospholipides et FX inactif [152, 153]. L’épitope
majoritairement reconnu par ces anticorps anti-domaine A2 est principalement
localisés dans la région Arg484-11e508 et le représentant de ces anticorps est
I’anticorps murin 413 [154]. Certains inhibiteurs se lient au domaine A2, ce qui
bloque par gene stérique le site de clivage de la thrombine, situé entre les
domaines Al et A2 [155, 156].

b-Les inhibiteurs anti-domaineC2 :

En fonction de leur localisation épitopique, deux mécanismes
d’inactivation sont possibles.

Le premier est fondé sur I'inhibition de la liaison FVIIla /vWF [157] et
celle du FVIIIa avec les phospholipides [52]. L’un des représentants de cette
catégorie est I’anticorps Bo2C11 [158]. L’étude cristallographique de 1’anticorps
Bo2Cl11 avec le domaine C2 a permis de mieux comprendre ce mécanisme
d’inactivation [159]. L’anticorps Bo2Cl1 reconnait un épitope discontinu,
constitué de résidus localisés dans la partie N-terminale du domaine C2, ainsi
que dans la partie C-terminale, épitope qui chevauche le site de liaison aux
phospholipides. Notamment, les quatre résidus hydrophobes (Met2199,
Phe2200, Leu2251 et Leu2252) impliqués dans cette liaison sont enfuis dans le
paratope de I’anticorps de sorte que la majorité des résidus clés de la liaison aux
phospholipides est séquestrée par 1’anticorps Bo2Cl11, ainsi le FVIIla est
incapable de se lier aux phospholipides. Nogami et al ont montré que la
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substitution de 1'Ile2317et la Met2321, essentielles a la liaison aux
phospholipides, diminue a plus de 90% 1’effet inhibiteur de 1’anticorps [160] et
que le peptide 2315-2330 neutralisait les inhibiteurs [161]. D’autres inhibiteurs
dirigés contre le domaine C2 sont exclusifs de la liaison FVIIIa-vWF. Ils sont
représentés par un anticorps monoclonal murin ESH8 qui reconnait un épitope
localisé au niveau des résidus 2218-2307 [162, 163]. L’anticorps ESHS8 est
capable de ralentir la dissociation du FVIIIa au vWF, empéchant ainsi
indirectement la liaison du FVIIIa aux phospholipides [164]. Lors de 1’activation
par la thrombine, 1’élimination de la région acide a3 entraine un changement
conformationnel au niveau du domaine C2, qui engendre la perte de la liaison au
VvWF [165, 166]. La liaison de I’anticorps ESHS8, avant I’activation par la
thrombine activée, empéche ce changement de conformation par suite le FVIIIa
conserve alors son affinité pour le vVWF [166]. On observe un retard dans la
libération du FVIIIa au vWF qui est suffisant pour que I’inactivation du FVIIIa
(par dissociation de la sous-unité A2-a2 du dimere) s’enclenche avant sa
participation dans le complexe tenace. Jusqu’ici, cet épitope €tait peu représenté
parmi les épitopes majoritairement reconnus par les inhibiteurs de patients
traités. Toutefois, depuis les travaux récents de 1’équipe de Lollar, la
connaissance de la réponse épitopique dirigée contre le domaine C2 a été
approfondie. En effet, il semblerait que de nombreux sites épitopiques soient des
cibles possibles reconnus par des inhibiteurs développés par les patients.
c-Les inhibiteurs anti-domaine A3 :

L’unique épitope identifié dans le domaine A3 est localisé dans la région
1811-1818 [167, 168]. Plusieurs observations suggerent que ces inhibiteurs
neutralisent 1’activité procoagulante du FVIII en I’empéchant d’interagir avec le

FIXa. On a montré qu’un inhibiteur alloanticorps humain, reconnaissant la
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région 1778-1823, interférait avec la liaison du FIXa a la chaine 1€gere. D’autres
alloanticorps anti-domaine A3, ainsi que le monoclonal CLB-Cag A, dont
1’épitope est compris entre les résidus 1804-1818 [61], sont capable d’inhiber la
liaison FVIIIa-FIXa a plus de 90% [168].
d-Les inhibiteurs anti-régions acides al et a3 :

Plusieurs mécanismes d’action des inhibiteurs anti-région al sont possibles,
étant donné le role stratégique de cette région ; qui est encadrée par deux sites de
clivages : celui de la thrombine (Ila) ou du FXa apres 1’Arg372 qui active le
FVIII et celui de la IIa, la protéine Ca et le FXa apres 1’Arg336 qui inactive le
FVIII [169]; cette région al permet 1’association de la sous-unité A2-a2 au
dimere et donc participe a la formation du trimere actif [170]; elle constitue
aussi I’une des composantes du site de liaison du FXa [171]. La liaison des
anticorps a cette région peut soit bloquer stériquement le site de clivage de la Ila
soit le rendre inaccessible par une induction de changements conformationnels
au niveau du FVIII. Parallelement, d’autre mécanismes d’inactivation doivent
exister car 1’anticorps monoclonal C5, représentatif des anti-al, incubé avec du
FVIII radiomarqué et en présence de Ila, ne perturbe nullement le profil de
digestion [172], n’interfére pas avec le clivage par la Ila, et doit plutot agir en
perturbant 1’interaction du FVIII a d’autres facteurs de la coagulation,
éventuellement la liaison au FX, qui dispose d’un site de liaison au niveau des
résidus Met337-Arg372 [171]. Les inhibiteurs dirigés contre la région acide a3,
qui sont faiblement représentés, ont un mécanisme d’action fondé€ sur
I’inhibition de la liaison FVIII-vWF. En effet, la région acide a3 contient le

second site de liaison au vVWF [165].
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e-Les inhibiteurs anti anti-domaine CI :

Tres peu d’anticorps anti-FVIII dirigés contre le domaine C1 ont été
rapportés. Toutefois, certains d’entre eux ont été principalement retrouvés chez
des patients hémophiles A modéré [173]. Les inhibiteurs dirigés spécifiquement
contre des épitopes dans le domaine C1 sont reconnus mais leur mécanisme
d’action sur le FVIII reste encore inconnu. Les caractéristiques de cet anticorps
sont les suivantes :

— il inhibe a 85% 1’activité procoagulante d’un FVIII exogene dans un test
fonctionnel

— il n’inhibe pas le FVIII endogene du patient qui possede la mutation
Arg2150His dans le domaine ; en revanche, il se lie au niveau du domaine C1 du
FVIII sauvage qui ne possede pas la mutation. Ainsi on a suggéré que I’ Arg2150
participerait directement ou indirectement a la liaison du FVIII et du vWF.

J- Les anticorps catalytiques :

Le concept selon lequel certains anticorps pourraient posséder une activité
enzymatique a ét€ énoncé pour la premiere fois par Linus Pauling en 1942, selon
lui [174], si la structure des sites de liaison des anticorps a 1’antigéne était
produite de maniere aléatoire, on pourrait alors trouver des anticorps dont les
sites de liaison ressemblent aux sites actifs d’enzymes et envisager que ces
anticorps soient dotés d’une activité enzymatique. Il fallut attendre les travaux
de Kohler et Milstein[175] permettant la production d’anticorps monoclonaux
pour confirmer cette hypothése : les premiers anticorps catalytiques, ou
«abzymes », furent produits en 1986. Des abzymes sont produits de maniere
naturelle par le systeme immunitaire, en 1’absence d’immunisation délibérée. Il a
été proposé que les anticorps catalytiques naturels puissent participer

directement a 1’élimination des débris qu’engendre le métabolisme de
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I’organisme dans les conditions physiologiques. La présence dans le lait humain
d’anticorps catalytiques dotés d’une activité protéine kinase et d’anticorps a
activit¢ DNase suggere un rdle protecteur des abzymes dans les conditions
physiologiques. Lacroix-Desmazes et al [176] ont décrit la présence d’anticorps
capables d’hydrolyser le FVIII chez les patients hémophiles A séveres qui
développent des inhibiteurs. Ils ont montré que ces anticorps sont présents chez
plus de 50% des hémophiles séveres ayant des inhibiteurs. Les parametres
cinétiques de 1’hydrolyse du FVIII par les anticorps anti-FVIII, leur quantité et
leur demi-vie, suggerent que la réponse immunitaire catalytique pourrait jouer
un role dans I’inactivation du FVIII in vivo. Au sein d’'un mélange polyclonal
d’allo-anticorps anti-FVIII différant par leurs propriétés fonctionnelles, les
anticorps catalytiques pourraient neutraliser 1’activit¢ du FVIII a des vitesses
supérieures a celles des anticorps inhibiteurs non catalytiques. Les anticorps
catalytiques anti-FVIII constituent le premier exemple dans lequel 1’hydrolyse
de la molécule cible par des anticorps protéolytiques pourrait étre directement
impliquée dans I’étiologie de la maladie [177]. Les IgG purifiées semblaient
capables d’hydrolyser le FVIII de maniére significative par rapport a des IgG de
donneurs. Ces données préliminaires suggerent que 1’hydrolyse du FVIII par les
IgG participe au moins en partie a I’inactivation du FVIII endogene.

La cinétique de dégradation du FVIII par ces anticorps hydrolysant semble
compatible avec un role pathogénique de ces anticorps catalytiques. Ces
anticorps présentent de multiples sites de clivage sur le FVIII et hydrolysent
préférentiellement les liaisons peptidiques contenant des acides aminés basiques

[178].
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g-Les anticorps anti-FVIII « non fonctionnels » ou
« non neutralisants » (ANN) :

Certains auteurs ont décrit la présence d’anticorps anti-FVIII qui
n’interagissent pas avec les propriétés fonctionnelles du FVIII et sont donc non
détectables par la technique Bethesda [179, 180]. Ces anticorps dénués d’activité
inhibitrice et dirigés contre des épitopes dits « non fonctionnels », sont mis en
évidence, entre autre, par la technique ELISA et peuvent exister chez des
patients hémophiles avec ou sans inhibiteurs [180, 181]. Les anticorps dirigés
contre des épitopes du domaine B font partie de cette catégorie. Certains auteurs
[181] ont déja évoqué leur role sur I’augmentation de la clairance plasmatique
du FVII en augmentant la capture de complexes immuns (FVIII-
immunoglobulines) par les cellules du systeme macrophagique. Dans un travail
préliminaire, Lavigne et al [180] se sont intéressés aux anticorps anti-FVIIL, plus
particulierement ceux dirigés contre le domaine B. En immunisant des souris
Xenomouse avec du Kogenate*, 12 anticorps monoclonaux humains dirigés
contre ce rFVIII ont ét€ produits. Six d’entre eux avaient la capacité de se lier in
vitro au rFVIII entier mais pas au FVIII délét¢ du domaine B, suggérant ainsi
que leurs épitopes pouvaient étre localisés au niveau de ce domaine. Trois de ces
épitopes reconnaissaient un épitope linéaire avec une liaison indépendante des
sites de glycosylation. La présence de ces anticorps dans la réponse immunitaire
anti-FVIII laisse suspecter qu’ils jouent un rdle probablement non négligeable.
Cependant leurs mécanismes d’action restent a €lucider et la détection de tels
anticorps n’entraine a ce jour aucune modification dans la prise en charge

thérapeutique du patient.
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h-Les anticorps anti-idiotypes :

Chez les patients sains [182], comme chez les patients en cours d’ITI [183],
la neutralisation des anticorps anti-FVIII semble reposer sur la présence
d’anticorps anti-idiotypiques. Ces anticorps sont dirigés contre la partie variable
des anticorps « pathogéniques ». Sakurai et al [184] ont montré que ces
anticorps anti-idiotypes existent non seulement chez les patients dont I'I'TI est
réussie, mais également chez les patients en échec de sensibilisation. Les auteurs
avancent qu’il existerait donc un mécanisme d’ITI associ€ au développement
d’anti-idiotypes. Partant du principe que la majorit€é des anticorps anti-FVIII
réagissent avec le domaine C2, et en immunisants des souris contre 1’anticorps
le plus représentatif de cette catégorie, 1’anticorps BO2C11, Gilles et al ont
produit un anticorps anti-idiotypes, I’Ac14c12. Ce dernier prévient la liaison de
I’anticorps B02C11 au domaine C2 de facon spécifique et neutralise
completement ses propriété€s inhibitrices. Cet anticorps neutralise aussi plus de
50% d’anticorps anti-C2 polyclonaux [185]. Ces résultats trés encourageants
apportent des arguments intéressants sur la possibilité de neutralisation de
I’activité inhibitrice des anti-FVIII par un cocktail d’anticorps anti-idiotypes

spécifique.

2.5-Cinétique des inhibiteurs anti-FVIII [27]

Les inhibiteurs de I’hémophilie, caractérisés en 1963, sont de deux types :
ceux qui se développent chez les patients hémophiles exposés a du FVIII
exogenes (allo-anticorps) et ceux qui apparaissent chez des personnes ayant un
géne F8 normal (auto-anticorps) dans le cadre de 1’hémophilie acquise.
L’inactivation du FVIII par les inhibiteurs est dépendante du temps, de la

température, et du pH [142]. Les études cinétiques distinguent deux types
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d’Anticorps : les inhibiteurs de type 1 et les inhibiteurs de type 2. Pour étudier
les réactions cinétiques, du FVIII est incubé avec le plasma supposé contenir les
inhibiteurs et le mode de disparition du FVIII (mesuré comme 1’activité FVIII:C
résiduelle) est observé. Les plus fréquents sont les inhibiteurs de type 1 [146].
Ils inactivent le FVIII rapidement et montrent une réaction cinétique simple [8]
avec une relation linéaire entre le log de ’activité FVIIIL:C résiduelle et le temps
(Figure 31). Si 'inhibiteur est suffisamment fort, tout le FVIII sera inactivé, et il
n’y aura plus d’activité résiduelle. En corollaire, une activité inhibitrice faible, <
5 UB mL-1, peut parfois étre saturée par des apports importants et répétés de

concentrés de FVIIIL.
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Figure 30: Comparaison des profils cinétiques des inhibiteurs de type 1 (a) et de type 2 (b).
Les fractions sous les lignes correspondent aux dilutions plasmatiques. D'aprés Green D et
al, Haemophilia 2011. [27]

A Tlinverse, les inhibiteurs de type 2 ont une relation cinétique non
linéaire complexe envers le FVIII, avec une premiere phase de neutralisation
rapide du FVIII suivie d’une deuxieme phase d’inactivation plus lente et

incomplete [146] (Figure 31). Méme présents en exces, ils ne peuvent

89



totalement inactiver le FVIIL. De fait, une petite quantité de FVIIL:C peut €tre
détectée chez des patients hémophiles avec inhibiteurs. Aussi, ils sont plus
difficiles a neutraliser par des augmentations de doses de concentrés de FVIIL.
Tous les inhibiteurs de type 2 ne réagissent pas de la méme facon. Certains
études supposaient que le vVWF joue un rdle protecteur pour le FVIII vis-a-vis
des inhibiteurs de type 2, de maniere dose-dépendante, grice a un
encombrement stérique au sein du complexe FVIII-vWF. Ainsi apres
dissociation du FVIII de son complexe avec le vWF, les inhibiteurs de type 2
pouvaient récupérer une cinétique semblable a celle des inhibiteurs de type 1
[146]. Au contraire, une étude japonaise récente évaluant la génération de
thrombine in vitro d’un mélange de plasma déficient en FVIII contenant des
anti-C2 de type 1, des anti-C2 de type 2 ou des anti-A2 issus de patients
hémophiles A séveres japonais, avec des concentrés de FVIII ou de complexe
équimolaire FVIII - vWF, montrait la relation inverse : la présence de vWF dans
le plasma mélange limitait la diminution de la génération de thrombine par les
anti-C2 de type 1 mais ne semblait pas avoir de rdle sur les anti-A2 de type 1 ni
les anti-C2 de type 2. Cependant dans cette étude, les anti-C2 de type 2 ne
modifiaient pas de maniere significative la génération de thrombine des plasmas

substitués en FVIII seul [186].

2.6-Test de dépistage et de titrage des inhibiteurs anti-FVIII
La recherche d’inhibiteurs anti-FVIII est a faire régulierement et
fréquemment chez le jeune hémophile sévere des lors que les premiers
traitements par FVIII ont ét€ administrés. Selon le rapport de I’AFSSAPS de
2006, il est recommandé de rechercher les inhibiteurs chez les hémophiles

séveres régulierement tous les 5 a 10 jours d’exposition (ED) jusqu’au 50¢me
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ED (ou a défaut tous les 3 mois), puis tous les 3 mois jusqu’au 100eme ED, puis
tous les 6 a 12 mois ; ainsi que ponctuellement, avant et apres tout traitement
intensif (plus de 6 jours consécutifs de traitement), apreés tout changement de
concentré de FVIII (apres environ 10-20 jours d’exposition), et apres un délai de
3 jours au moins succédant la derniere injection de FVIIL. Pour I’hémophilie
modérée et mineure, la recherche d’inhibiteur est a faire systématiquement apres
tout traitement intensif, et 2 a 3 semaines apres la derniere injection de FVIIL

[27]

2.6.1-Méthode de Bethesda [18]

Au laboratoire, le diagnostic biologique d’un Ac anti-FVIII est en général
basé sur la mise en évidence de son effet inhibiteur sur les fonctions
procoagulante du FVIII. Le premier test a réaliser est un temps de céphaline
avec activateur (TCA). Ce test sera naturellement allongé chez un hémophile A.
En revanche, un TCA allonge chez une personne ayant toujours eu un TCA
normal (et d’autant plus qu’il existe une symptomatologie hémorragique
acquise), en dehors de tout traitement anticoagulant, devra faire évoquer de
principe le diagnostic d’Hémophilie A acquise (HAA). L’épreuve du mélange
est un test simple, disponible dans tous les laboratoires, permettant de donner
une orientation sur [’étiologie de 1’allongement du TCA. Pour aider a
I’interprétation de ce mélange, 1I’'indice de Rosner sera systématiquement calcule
: 1l correspond au [(TCA mélange — TCA t€émoin) / TCA patient x 100], les
temps étant exprimés en secondes. Un indice de Rosner inferieur a 12 évoque un
déficit en facteur. Un indice de Rosner supérieur a 15 évoque un inhibiteur

(anticoagulant lupique, Acs anti-facteur...). Entre 12 et 15, I'indice de Rosner
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est douteux. Chez un hémophile, une absence de correction doit
systématiquement faire évoquer et rechercher un inhibiteur.

Le dosage du FVIII coagulant (FVIIIc) peut également €tre informatif. En
effet, les hémophiles avec inhibiteur ont généralement un taux de FVIIIc < 1 %,
malgré le traitement substitutif. En raison de la cinétique (de type 2) des Auto-
Acs anti-FVIII, les taux plasmatiques de FVIII résiduel varient d’un taux
indétectable a 15 % en moyenne en cas d’HAA.

La détection et le titrage de I’inhibiteur sont réalisés par la méthode
Nijmegen. Cette méthode est dérivée de la méthode Bethesda. C’est en 1975 que
Kasperet al. ont décrit la méthode Bethesda [10]. Cette méthode, longtemps
considérée comme la méthode de référence, est basée sur le mélange 1:1 du
plasma du patient avec un pool de plasma normal (utilise comme source de
FVIN) (figure 4). Un mélange 1:1 du pool normal avec un tampon imidazole est
utilis€ comme référence. Une étape de chauffage de 90 minutes a 58 °C du
plasma du patient est réalisée avant le test afin d’inactiver le FVIII résiduel du
plasma du patient (le FVIII est thermolabile alors que les Acs anti-FVIII ne le
sont pas) et ainsi éviter au maximum les faux négatifs. Ces mélanges sont
ensuite incubes 2 heures a 37 °C afin de faciliter la liaison des Acs au FVIII. Un
dosage de FVIIIc est réalisé sur ces mélanges. Le taux de FVIII résiduel est
alors exprime selon la formule suivante : FVIII résiduel = (FVIII mélange
patient-tampon/FVIII mélange controle).

En cas de FVIII résiduel < 25 %, des pré-dilutions supplémentaires sont
nécessaires. Le titrage de 1’inhibiteur est exprimé en unité Bethesda (UB). Une
unité Bethesda correspond a la quantité d’Acs capable d’inhiber 50 % du FVIII
dans 1 ml de plasma. Ce titrage est calculé a I’aide d’une courbe, en reportant la
valeur du FVIII résiduel, en tenant compte de la pré-dilution. Le seuil de
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positivité actuellement admis est de 0,6 UB/mL. Les Acs sont classes en faibles
répondeurs ou forts répondeurs selon que leur titre est inférieur ou supérieur a 5

UB/mL.

2.6.2-Méthode de Bethesda avec la modification de
Nijmegen [18]

Dans les années 1990, en raison d’une recherche plus intensive des
inhibiteurs liée au développement des FVIII recombinants, une optimisation de
la méthode Bethesda a ét€ apportée : il s’agit de la méthode Nijmegen, décrite
en 1995 [13]. Cette méthode modifie la méthode Bethesda afin d’en améliorer la
sensibilité et la spécificité. Les principales modifications sont les suivantes : le
pH du plasma normal est tamponne a 7,4 et le tampon imidazole du mélange
controOle est remplacée par du plasma déficient en FVIII (figure 4). Les mélanges
sont ensuite incubes 2 h a 37 °C puis un dosage du FVIII est ensuite réalisé. De
la méme maniere que pour la technique Bethesda, I’inhibiteur est titre selon la
pré-dilution et le taux de FVIII résiduel. La méthode Nijmegen est actuellement
considérée comme la méthode de référence par le sous-comité scientifique
FVIII/FIX de 1'International society on thrombosis and haemostasis[187]. Des
recommandations pratiques sont fournies dans le tableau I1.

Les méthodes Nijmegen ou Bethesda possedent néanmoins certaines
limites. Le principal diagnostic différentiel d’un inhibiteur anti-FVIII est la
présence d’un anticoagulant lupique. En cas de doute, la recherche de cet
anticoagulant lupique doit étre systématiquement explorée, selon les
recommandations internationales [188]. En cas de présence d’un anticoagulant
lupique, la recherche d’Acs anti-FVIII pourra étre réalis€ée en changeant la

méthode de dosage du FVIIIc par une méthode chromogenique. En effet, la
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méthode chromogenique n’est a priori pas perturbée par la présence d’un
anticoagulant lupique [189].

Les résultats des contrOles de qualit€é internationaux montrent que ces
méthodes de détections des Acs anti-FVIII souffrent encore d’une forte
variabilit€. Des mesures de standardisation sont encore nécessaires afin
d’optimiser le diagnostic des Acs anti-FVIII. De nouvelles méthodes de
recherche de ces Acs existent ou sont en cours de développement. Certaines
d’entre elles seront peut-€tre prochainement disponibles dans les laboratoires

d’analyses spécialisées.

2.6.3-Autres techniques [18]

Il existe d’autres techniques disponibles afin d’étudier la réponse
humorale anti-FVIII. Ces techniques, parfois complexes, sont généralement
disponibles dans de rares laboratoires de recherche. Elles permettent de mieux
comprendre la physiopathologie de cette réponse humorale et de précisément
caractériser les Acs anti-FVIIL

Quelques-unes de ces techniques, parfois innovantes, seront présentées ci-
dessous. Cette liste ne se veut pas exhaustive mais représente plutdt un apercu
des outils permettant une analyse plus fine au niveau moléculaire des Acs anti-
FVIIL

. La technique ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) est une
technique largement répandue dans de nombreux laboratoires. Certains kits de
dosages ont été développés afin de détecter les Acs anti-FVIII [190]. Cette
méthode possede une bonne sensibilité et spécificité ainsi qu’une bonne valeur
prédictive négative. Elle permet de détecter a la fois les inhibiteurs et les

Anticorps non neutralisants (ANN). Elle est néanmoins difficilement applicable

94



en routine dans les laboratoires en raison de sa consommation relativement
élevée en plasma. Elle n’appartient pas, a ce jour, aux recommandations pour la
recherche d’anti-FVIII mais il existe des études cliniques en cours visant a
évaluer son intérét en pratique clinique. De plus, la technique ELISA n’apporte
que peu d’information supplémentaire car elle ne permet pas de caractériser de
maniere fine les épitopes reconnus par les Acs anti-FVIIL.

. Les techniques d’immuno-empreinte ou d’immun-précipitation ont permis
les premieres €tudes sur la spécificité épitopique des Acs anti-FVIII [191].
L’utilisation de fragments du FVIII géneres 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 [192]. Cependant, ces techniques ne permettent pas d’identifier des
épitopes conformationnels (ou discontinus), représentant 90 % des épitopes
reconnus par les Acs. Elles posseédent €galement certaines limites quant a la
résolution de I’analyse épitopique en raison de 1’absence de dissociation de la
chaine légere par la thrombine, par exemple.

. L’utilisation d’hybrides FVIII porcin/FVIII humain a également
permis une localisation fine des épitopes au sein du FVIII [193]. En effet, ces
constructions chimériques basées sur le remplacement systématique de
séquences homologues 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 complete du répertoire €pitopique
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, la rendant, en pratique, peu accessible en routine.
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- La technique Spot a été développé dans les années 1990. Elle est basée
sur I'utilisation d’une membrane de cellulose sur laquelle est fixée un grand
nombre de peptides, généralement synthétisés a partir de la séquence peptidique
de la protéine d’intérét [194]. Ces peptides sont ensuite immerges par une
solution contenant les anticorps anti-FVIII et la liaison des Acs est révélée par
un Acs marque. Cet outil a permis 1’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’€pitopes discontinus
et nécessite une quantit€é 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 [195]. Elle est bien adaptée au criblage
d’épitopes reconnus par des anticorps monoclonaux. Néanmoins, elle est
relativement longue et n’est pas tres bien adaptée a 1’étude des Acs polyclonaux
contenus dans le plasma de certains patients hémophiles.

- La technique Luminex est également utilisée afin de rechercher et de
caractériser les Acs anti-FVIII [196]. Cette technique est basée sur I’utilisation
de microbilles magnétiques 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 I’anticorps secondaire marqué
a la phycoerythrine. Cette technique autorise également un multiplexage
permettant théoriquement I’analyse d’environ 100 analytes différents. Cette
technique possede de nombreux avantages : sa rapidit¢ (< 2 h), sa faible
consommation de plasma (< 100 pL), ses capacités de multiplexage. Elle est
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donc particulierement adaptée a la recherche et a la caractérisation des Acs anti-
FVIII. Elle permet la détection et 1’étude de la spécificité épitopique des ANN
[111] et permet également la caractérisation d’épitopes discontinus au sein du
FVIII [197]. En revanche, cet outil ne permet pas de distinguer le caractere
inhibiteur ou non-inhibiteur d’un Acs. Du fait de la diffusion de plus en plus
importante de la technologie Luminex dans les laboratoires de biologie
médicale, cette technique pourrait s’avérer un outil intéressant pour une
détection rapide des Acs anti-FVIII. Malheureusement a ce jour, il n’existe pas

de kit standardise, commercialise et dédié a la détection des Acs anti-FVIII.

2.7-Traitement des patients hémophiles A avec inhibiteurs anti-
FVIII
La prise en charge de ’hémophile avec anticoagulants circulants nécessite
le traitement efficace du syndrome hémorragique d’une part et la suppression de
la réponse immune par les immunosuppresseurs d’autre part. Le traitement du
syndrome hémorragique dépend du titre de I’anticorps circulant (ACC), de la

gravité de ’hémorragie et de la durée prévisible du traitement. [32]

2.7.1-Traitement substitutif de référence par concentrés de
FVIII
Ce type de traitement concerne les patients faibles répondeurs (< 5 UB),
pour lesquels le traitement substitutif de référence par concentrés de FAH reste
habituellement efficace, sous réserve d’utiliser une posologie plus forte, avec
une dose de charge initiale destinée a saturer 1’anticorps. [32] L’étude des
parametres pharmacocinétiques tel que la récupération et la durée de demi-vie
du facteur anti hémophilique permet d’adapter le traitement pour parvenir a une

hémostase optimale dans ce contexte. [32]
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Ce traitement est basé€ sur la saturation de 1’anticorps par un apport de
fortes quantités de FVIII ajoutée a une dose hémostatique, La dose neutralisante

peut étre calculée comme suit :

P X 45 X n X 0.5 unités de FVIII [66]

Avec: 45 ml/Kg = Volume plasmatique

n= Titre de l'inhibiteur

P = Poids de sujet en Kg.

Le traitement d’entretien est équivalent au total de la dose de saturation ajoutée
a la dose hémostatique répartie en 24 heures [32]. L’apport d’unités de FVIII se
fait par des concentrés, sinon par des cryoprécipit€s ou des plasmas frais
congelés. Rappelons que ces deux derniers nécessitent un apport massif, et
exposent a des complications séveres. Lorsque 1’hémorragie est étendue et/ou
lorsque les tentatives de saturation s’averent inefficace, on peut avoir recours a
une épuration des anticorps par échange plasmatique ou immuno-adsorption et

I’utilisation éventuelle de produits activés (AUTOPLEX*, FEIBA*) [198].

2.7.2-Agents bypassants
Ce type de traitement concerne les patients forts répondeurs (>5 UB) dont
la réponse immune est plus puissante [32]. Dans ce cas le traitement par FAH
devient totalement inefficace et doit €tre relayé par un médicament capable
d’induire la coagulation en 1’absence de facteur VIII ou IX [32]. Deux types de
produits dits de « by-pass », le complexe prothrombique activé (FEIBA*) et le
facteur VII activé recombinant (rVIIa, Novoseven*) utilisé a forte dose sont

actuellement disponibles dans cette indication [32].
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Le concentré de complexe prothrombique activé, le Factor Eight Inhibitor
By-passing Activity FEIBATM (Baxter Biosciences, Vienne, Autriche) est
couramment employé depuis la fin des années 1970 pour gérer les hémorragies
chez les patients avec inhibiteurs [199]. Son mécanisme d’action semble
dépendre essentiellement de son contenu en prothrombine et FXa, mais
seulement en présence de FVa [200]. Par contre, le FEIBATM est un
médicament dérivé du plasma, qui contient des traces de FVIII qui peuvent
relancer les inhibiteurs chez certains hémophiles A.

Le rFVIIa (NovoSeven®, Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Danemark)
possede deux mécanismes d’action distincts : un, classique, qui est dépendant du
facteur tissulaire (FT) et I’autre, indépendant du FT, qui aboutit a la génération
de FXa et de FIXa a la surface des plaquettes activées lorsque les doses de
rFVIIa sont plus élevées [201, 202]. Le rFVIIa augmente la stabilité du caillot
formé en le rendant moins perméable et plus résistant a la fibrinolyse par
diminution du diametre des fibres de fibrine [203], et en inhibant la fibrinolyse
par activation du TAFI [204]. Il a récemment été démontré que le rFVIIa et le
FEIBATM activent directement le FVIII par un mécanisme protéolytique, méme
en présence d’inhibiteurs anti-FVIII [186, 204].

Chacun de ces agents baypassants peut €tre utilisé combiné ou séparé pour
traiter les épisodes hémorragiques chez les hémophiles :

* En cas de complications hémorragiques, le Novoseven® est recommandé
en premiere intention, le FEIBA® étant associé a un risque de relance de
I'inhibiteur, est a réserver aux cas d'échec du Novoseven® [205].

eIl est possible, en cas d'inefficacité clinique avérée avec l'un de ces

traitements de recourir a l'autre en respectant un délai d'au moins 2 a 3 heures en

99



cas de relais NovoSeven® vers FEIBA® et de 6 a 7 heures en cas de relais

FEIBA® vers NovoSeven® [205].

Tableau IV: Conduite a tenir devant une hémarthrose ou un hématome chez un hémophile
compliqué par la présence d'un inhibiteur [206]..

FEIBA® NovoSeven®
Hémarthroses ou hématomes 70-80 Ul/kg /12h selon | 270 pg/kg 1 injection
d’importance minime ou modéré évolution Ou 90 pg/kg/3h (3 injections)
Hémarthroses séveres ou | 70-80 Ul/kg / 12h selon | 90 pg /kg / 2-3 h selon
hématomes volumineux évolution évolution

2.7.3-Traitement prophylactique [66]

La prophylaxie est largement utilisé depuis plus de trente ans, elle a pour
but de maintenir constant dans 1'organisme un taux minimum du FAH déficient
afin d'éviter l'arthropathie hémophilique, source d'handicap majeur, elle est
classée en deux types principaux: [207]

a- La prophylaxie primaire est instaurée des le plus jeune age a la suite de
la premiere hémarthrose; de préférence avant l'age de deux ans et avant le
deuxieme épisode de saignement; plus la mise en place du traitement
prophylactique est retardée apres le premier épisode de saignement et plus grand
est le risque de développer une arthropathie. [207]

b- La prophylaxie secondaire est instaurée plus tardivement lorsqu'il y a eu
plus de deux manifestations hémorragiques voire de complications articulaires
avérées, avant un risque hémorragique connu tel qu'une intervention
chirurgicale, apreés un traumatisme pour éviter le risque de saignement ou en fin
de facon périodique lors d'hémarthroses répétées notamment au niveau d’une

articulation cible [208].
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La prophylaxie (I aire ou II aire) est conduite selon le méme schéma

thérapeutique:

Schéma Suédois: la prophylaxie est initiée a la dose de 25 a 40 Ul/kg trois
fois par semaine pour le FVIII et deux fois par semaine pour le FIX, ce
protocole qui est le gold standard est trés onéreux.

Schéma Canadien: les doses de perfusion varient de 15 a 30 Ul/kg trois fois

par semaine pour le FVIII et deux fois par semaine pour le FIX. Ce modele
présente un rapport colts/bénéfices positif, il semble le plus approprié et est a

recommander en Algérie [209, 210].

2.7.4-Induction de la tolérance immune (ITI) [27]

Certains inhibiteurs peuvent étre éradiqués par des régimes d’induction de
tolérance immune (I'TI), comportant des injections régulieres de concentrés de
FVIII pendant une longue période [211, 212]. Les facteurs favorisants le succes
de ce traitement sont : un titre faible d’inhibiteurs avant la mise en place de
I’'I'TI, un pic maximal du titre d’inhibiteurs faible, un intervalle de moins de 2
ans entre 1’apparition des inhibiteurs et le démarrage de I'I'TI, un programme
d’ITT non interrompu, et possiblement les régimes de hautes doses [213, 214].
Cette approche qui colite cher, est contraignante pour I’enfant et la famille, avec
notamment la fréquente nécessité d’un acces veineux central. Comme la plupart
des inhibiteurs se développent chez les enfants jeunes, et parce que les
conséquences des hémarthroses peuvent €tre catastrophiques sur le long terme,
I’investissement qu’est I'I'TI est finalement colt-efficient, d’autant plus que ces
régimes sont efficaces dans 60-80% des cas chez les hémophiles A avec
inhibiteurs [215]. Une seule spécialité détient I’AMM dans cette indication a ce

jour : il s’agit du Factane® (LFB Biomédicaments, Courtaboeuf, France), qui est
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un concentré de FVIII d’origine plasmatique contenant du vWEF. Il semblerait
que les concentrés de FVIII contenant du vWF favorisent le succes de I'ITI,
mais cette éventualité doit etre vérifiée par des études randomisées prospectives

telle que les études RESIST (http://www.itistudy-resist.com).
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Dans notre pays la recherche au sujet du développement d’inhibiteurs chez
I’hémophile A est aussi rare que la pathologie elle-méme : la premiere étude
concernait I’observation d’un cas isolé d’apparition d’inhibiteur publiée en
1999 (M. EL KHORASSANI , N. BENKIRANE)[198]. Néanmoins, I’étude de
série menée par F. ZIZI et encadrée par le Professeur A. MASRAR, en 2010
qui a porté sur 121 hémophiles sur une période d’une année et demi (Avril 2008-
juillet 2009)[32], constitue la premiere analyse de cette complication au Maroc.
Notre étude est donc la deuxieme qui essai de témoigner de 1’augmentation du
taux des patients hémophiles développant les inhibiteurs anti-FVIII, apres la
rétrospection des données des patients pendant une période de presque 3 ans :
38% des hémophiles A ont développé des inhibiteurs anti-FVIII a les comparant
a 11% cas enregistré lors de 1’étude de F. ZIZ1 en 2010.

La comparaison aux études internationales :

Les études qui ont été récemment analysées de larges cohortes de PUPs

retrouvent en fait des données épidémiologiques trés homogenes en ce qui

concerne la fréquence de survenue des inhibiteurs (Tableau 5) :

L’étude Fréquence des inhibiteurs
RODIN [138] 177/574 (32,4 %)
FranceCoag[216] 114/303 (37,6 %)
UKHCDO[217] 118/407 (29,0 %)
EUHASSa[218] 70/297 (23,6 %)

Nous constatons donc que les résultats de notre étude concordent avec les
données de littérature avec beaucoup de similitude a I’étude RODIN et France
Coag.
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Parmi les facteurs de risque externes de survenu d’inhibiteur les plus
étudiés est I’age des patients. La population hémophile étudiée était de différents
ages entre 6 mois et 33 ans. Cependant, il y’avait une prédominance de la
tranche d’age située entre 11 ans et 15 ans avec une proportion de 48%. Pour les
hémophiles qui ont développés des inhibiteurs, ils étaient de différents ages
entre 6 et 33 ans avec une moyenne de 18 ans, et la grande partie (39,28%) était
située entre les deux intervalles d’age de 11-15 ans et 16-20 ans, soit 50% au-
dela de 15 ans.

Ces résultats different avec les autres €tudes puisque F. ZIZI a apporté un
pic d’inhibition de 33,33% chez les enfants entre 9 et 10 ans. Quant aux autres
études internationales, on trouve une grande étude rétrospective menée au
Royaume-Uni qui souligne que chez 469 patients avec inhibiteur sur 7250
hémophiles ont un jeune age de survenue des inhibiteurs, puisque cette
complication est neuf fois plus fréquente chez les enfants de moins de cinq ans
par rapport aux sujets de plus de quinze ans[219].

Le degré de ’hémophilie est largement analysé comme facteur intrinseéque
d’apparition d’inhibiteurs. D’une facon générale les patients de notre étude
étaient répartis selon la sévérité de I’hémophilie en 63% hémophiles séveres, ce
qui est proche de la littérature qui détermine le pourcentage des hémophiles
séveres en 50% [89] Chez nous on trouve que I’apparition des inhibiteurs est 2
fois plus dans les formes séveres par rapports aux formes non séveres, par contre
on trouve dans d’autres études que cette complication est quatre fois plus dans
les formes séveres par rapport aux formes non séveres[106].

Parmi les hémophiles séveres, 57% ont développés des inhibiteurs, ces

résultats dépassent ce qui a été annoncé dans la littérature y compris 1’étude de
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F. ZIZI (13,11%) et qui détermine que les allo-anticorps inhibiteurs apparaissent
chez 15 a 30% des hémophiles séveres [33].

Donc parmi la totalit€ des hémophiles qui ont développés des inhibiteurs,
4% étaient des hémophiles modérés et 96% étaient des hémophiles séveres
contre 22,22% hémophiles modérés et 77,78% hémophiles séveres chez F. ZIZI,
ceci montre que la plupart des hémophiles qui développent des inhibiteurs sont
les hémophiles séveres, et explique pourquoi les chercheurs orientent la plus part
de ces €tudes vers la population des hémophiles séveres.

Le taux d’inhibiteurs était variable 29,1 % a 99%. Le titrage d’inhibiteurs
aussi était variable de 0,64 UB/ml a 99 UB/ml.

Parmi ces patients inhibiteurs positifs, on a dépist€é 9 cas d’inhibiteurs
faibles répondeurs (<= 5UB/ml) ce qui présente un pourcentage de 35% (#
44,44% chez F. ZIZI) ; et 17 cas d’inhibiteurs forts répondeurs (> 5 UB/ml), ce
qui présente un pourcentage de 65% (# 55,56% chez F. ZIZI1); notre résultat est

donc proche de la littérature. (tableau 6)

L’étude Fréquence des forts répondeurs
RODIN [138] 116/177 (65,53 %)
FranceCoag[216] 63/114 (55,26 %)
UKHCDO[217] 60/118 (50,84 %)
EUHASSa[218] 40/70 (57,14 %)

Chez les forts répondeurs le titre d’inhibition est trés variable de 6 UB/ml a
99 UB/ml. 100% d’entre eux sont des hémophiles A séveres, tandis que chez les

inhibiteurs faibles répondeurs, le titre d’inhibition ne dépasse pas 4 UB/ml (entre
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0,64 et 3,23 UB/ml). Par ailleurs, 7 patients étaient des hémophiles A séveres, 1
patient était hémophile A modéré et 1 patient hémophile A mineure.

63% des patients hémophiles séveres ont développés des inhibiteurs fort
répondeurs, ces résultats paraissent un peu loin de la littérature qui détermine
que 10% a 20% des hémophiles séveres développent un inhibiteur de titre élevé
[220].

Avec le constat d’une certaine augmentation de I’incidence des inhibiteurs
dans les séries les plus récentes comparée aux séries historiques, se pose la
question de la réalité¢ de cette augmentation peut €tre liée a la plus grande
sensibilité des tests biologiques et a I’intensification des analyses de dépistage
optimisant respectivement le diagnostic des inhibiteurs de faible titre et des
inhibiteurs transitoires[106].

Si ’augmentation de I’incidence des inhibiteurs s’avérait réelle, elle
pourrait €tre due a des transformations modifiant I'immunogénicité des
concentrés. Parmi les hypotheéses, on peut citer dans ce domaine, des
modifications de la structure glycoprotéique du FVIII, la présence de résidus de
production ou de purification ou plus simplement une différence de rapport entre
la concentration protéique et 1’activité coagulante de certains lots de concentrés
[221].

Les incidences apparemment élevées dans les séries récentes pourraient
provenir du fait que les cohortes en vie réelle permettent de s’affranchir des
biais d’inclusion classiquement décrits dans les études PUPs effectuées au cours
des stades précoces du développement du médicament et qui restent pour autant
indispensables. En effet, il est reconnu que certaines catégories de patients a
haut risque d’inhibiteur se trouvent d’emblée exclus de ces études et qu’a
I’inverse des patients a risque moindre tels que les patients atteints d’une forme
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modérée d’hémophilie avec taux basal de FVIII a 1 % peuvent étre €ligibles
[106].

Quant a notre étude, 1’augmentation d’incidence d’inhibiteurs peut étre
expliquée par le biais de sélections choisies : la plupart des patients sont des
hémophiles A séveres mais le taux basale élevé trouvé chez certains indique que
ce sont des hémophiles en cours de leurs traitement substitutif et que le bilan
d’hémostase a était demandé en routine avant chaque intervention d’ordre
invasif.

Notre étude rapporte €galement le suivie de la cinétique de 14 patients
hémophiles ayant bénéficié du titrage d’anticorps anti-FVIII, chez qui on trouve
la répartition suivante :

-8 patients qui n’ont pas changé leur réponse en taux d’inhibiteurs : 6 sont
restés forts répondeurs (B.A, C.F, C.J, G.A, R.Y, S.S) alors que 2 hémophiles
sont restés faibles répondeurs (B.M et K.Y)

-5 patients qui ont changé leur réponse en taux d’inhibiteurs : 2 ont inversé
leur réponse de fort en faible répondeur (A.E.Y et H.S), et 3 ont augmenté leur
taux de faible en fort répondeurs (E.M, M\M.H et Z.Y)

- Il reste un seul cas spécial (N.W) qui est toujours fort répondeur quoi
qu’il ait diminué trés considérablement son titre en inhibiteur (de 95 UB/ml a
une valeur ne dépassant pas 21UB/ml)

Apres cette observation, on peut constater que les titres d’inhibiteurs
peuvent changer. Selon la littérature on trouve les trois cas de figures :

- les patients « forts répondeurs » ayant un titre d'inhibiteur qui s'éleéve
rapidement apres apport de facteur VIII, cette élévation débutant 4 a 7 j apres le
début de l'exposition et atteignant son maximum 2 a 3 semaines plus tard ; le

titre est élevé (supérieur ou égal a 5 UB pouvant atteindre plusieurs centaines
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d'unités) ; en l'absence de nouvelle stimulation ce titre diminue progressivement
(en quelques semaines a quelques mois) et peut méme devenir indétectable ; ceci
ne signifie pas que l'inhibiteur a disparu car une nouvelle exposition au facteur
VIII sera suivie aussitot d'une nouvelle et forte augmentation (réponse
anamnestique) ; ces anticorps n'ont pratiquement aucune chance de disparaitre
spontanément et sont ceux qui induisent les plus grandes difficultés
thérapeutiques [1];

- les patients « faibles répondeurs » gardent des titres bas (inférieurs a 5
UB) faiblement influencés par l'exposition au facteur VIII (pas ou peu de
réponse anamnestique); ces anticorps ne génent que peu ou pas le traitement
substitutif par concentrés de facteur VIII ; certains de 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 [1];

- certains inhibiteurs sont également dits « transitoires » : il s'agit
d'inhibiteurs 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) ; contrairement cependant a 1I' avis du sous-comité de standardisation F
VIII/F IX de I'ISTH (international society of thrombosis and haemostasis) de
fixer a 5 UB la limite des forts et faibles répondeurs (voir le site http
://www.med.unc.edu/isth), il n'y a pas encore d'accord unanime sur la définition
des inhibiteurs transitoires ; il est en effet difficile d'exclure totalement la
possibilité que certains de ces inhibiteurs ne réapparaissent ultérieurement dans

certaines circonstances[1].
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La recherche d’inhibiteurs anti-FVIII est donc a faire régulierement et
fréquemment chez le jeune hémophile sévere des lors que les premiers
traitements par FVIII ont €té administrés. L’avantage d’une détection précoce
est de permettre le cas échéant la mise en place rapide d’un protocole
d’induction de tolérance immune. L’UKHCDO recommande ainsi de rechercher
un inhibiteur anti-FVIII tous les 5 jours d’exposition au FVIII, ou tous les 3
mois jusqu’au vingtieme JCPA, puis tous les 6 a 12 mois[7, 222]. Les études
prospectives les plus récentes recherchent un inhibiteur anti-FVIII tous les 3-4
jours d’exposition jusqu’au 20eme JCPA, puis tous les 10 jours d’exposition
jusqu’au 50eme JCPA, puis tous les 3 mois durant au minimum 2 ans [7, 223].
Une injection récente de FVIII peut suffire a saturer un anticorps de faible titre ;
dans ces conditions la recherche d’inhibiteur est a faire au minimum 72 heures
apres la derniere injection de FVIII (soit environ 3 demi-vies). En cas de doute,
la recherche d’inhibiteur peut €tre complétée par une mesure de la récupération,

voire de la demi-vie du FVIIL.[7]
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L’apparition d’anticorps dirigés contre le FVIII est I’une des complications
les plus graves du traitement de 1’hémophilie, notamment chez les jeunes enfants
atteints d’hémophilie A sévere. Pour remédier a cette complication, tous les
efforts se dirigent vers trois volets essentiels :

-Le premier se manifeste dans la recherche des facteurs influencgant
I’apparition de ce type d’anticorps ; le but étant de bien cerner la complication et
la prévenir dans un premier temps chez les hémophiles a haut risques.

- Le deuxieme volet se voit dans le dépistage et le titrage de ces anticorps
afin de bien comprendre 1’état hémorragie du patient et de lui adapter et suivre
son traitement, la méthode de référence Bethésda-Nejemejen a prouvé sa
validité au sien des autres méthodes.

- Le troisieme volet se projette dans le futur, c’est la recherche constante
d’un traitement plus efficace et moins couteux, ce qui consiste a trouver d’autres
types de traitements substitutifs —surtout d’origine recombinant- mais aussi le
développement de traitements définitifs de cette complication : la tolérance
immune et la thérapie génique.

Notre étude est une analyse rétrospective de 1’ensemble des hémophiles
marocains, qui consiste a analyser la prévalence de survenue des inhibiteurs de
FVIII chez cette catégorie de patients, sans autant s’approfondir dans les
facteurs génétiques et/ou environnementaux donnants lieu a cette complication.
L’étape prochaine serai donc de mieux comprendre les mécanismes de survenue
de ces anticorps, en analysant de plus pres les différents facteurs de risque :
I’1déal c’est de mener une autre étude plus approfondie dans ce sens, ayant le but
de la meilleur compréhension pour une meilleure prise en charge des

hémophiles dans notre payes.
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RESUME

Titre : Titrage des inhibiteurs anti facteur VIII dans I’hémophilie A: a
propos de 28 cas

Auteur : EL ISSAOUI Yousra

Mots clés : Hymophilie A, Anticorps anti Facteur VIII, méthode de
Nijmegen

Introduction : L’hémophilie A est une maladie hémorragique constitutionnelle
a transmission récessive liée au chromosome X. Le diagnostic biologique est
port¢ sur un allongement du TCA avec un déficit en facteur VIII. La
thérapeutique substitutive par le facteur manquant est la seule option dans les
stratégies du traitement préventif et curatif.

Néanmoins, la complication la plus dangereuse de ce traitement est la survenue
des inhibiteurs dirigés contre le facteur VIII rendant le traitement substitutif
inefficace.

Notre €tude, est la deuxieme qui met le point sur le développement des
inhibiteurs chez les hémophiles A au Maroc, étudie sa prévalence avec
discussion et suivie de certains patients.

Matériel et méthodes : dépistage des inhibiteurs a I’aide de la méthode de
Nijmegen chez 73 hémophiles type A durant la période d’étude de 35mois : Du
01/04/2014 au 01/03/2017. On a inclus tous les patients ayant bénéficié d’un
dosage de facteur VIII avec mesure du taux d’inhibition et dosage des anti
facteurs VIII, au laboratoire d’hématologie du Centre Hospitalier Ibn Sina
(CHIS)

Résultats : 28 cas sur 73 hémophiles A ont présenté des inhibiteurs soit 38% des
cas. 65% de ces patients ont développés des inhibiteurs forts répondeurs et 35%
des inhibiteurs faibles répondeurs, avec un pourcentage d’inhibition variable de
29, % a 99% %.

Discussion : Les résultats obtenus ressemblent en grande partie a beaucoup
d’études internationales (RODIN et FranceCoag). Notre étude est une mesure de
prévalence des inhibiteurs anti FVIII au Maroc, qu’il faut la compléter par une
analyse approfondie de différents facteurs de risques amenant a la survenue de
cette complication.
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SUMMARY

Title: Titration of anti-factor VIII inhibitors in hemophilia A: about 28 cases
Autor: El1 AISSAOUI Yousra
Key words: Hymophilia A, Anti-Factor VIII Antibody, Nijmegen Method

Introduction: The hemophilia A is a constitutional hemorrhagic disease of
recessive transmission linked to X chromosome. The biological diagnosis is
based on prolongation of TCA with factor VIII deficiency. Replacement therapy
with the missing factor is the only option in strategies of preventive and curative
treatment.

Nevertheless, the most dangerous complication of this treatment is the
occurrence of inhibitors directed against factor VIII rendering the replacement
treatment ineffective.

Our study is the second one that focuses on the development of inhibitors in
hemophilia A in Morocco, studies its prevalence with discussion and following
some patients.

Materials and methods: detection of inhibitors using the Nijmegen method in
73 hemophiliacs type A during the study period of 35 months: From 01/04/2014
to 01/03/2017. All patients who received a factor VIII assay with inhibition rate
and anti-factor VIII assay were included in the hematology laboratory of the Ibn
Sina Hospital Center (CHIS).

Results: 28 out of 73 patients with hemophilia A presented with inhibitors, i.e.
38% of cases. 65% of these patients developed strong responder inhibitors and
35% of low responder inhibitors, with a variable inhibition percentage of 29% to
99%.

Discussion: The results obtained are largely similar to many international
studies (RODIN and FranceCoag). Our study is a measure of the prevalence of
anti FVIII inhibitors in Morocco, which must be supplemented by a depth
analysis of various risk factors leading to the occurrence of this complication.
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, De ne dévoiler a personne les secrets qui m auraient été confiés s

-
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7

Je jure en présence des maitres de cette faculté :

D’honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon art
et de leur témoigner ma reconnaisse en restant fidele a leur
renseignement.

D’exercer ma profession avec conscience, dans [intérét de la
santé public, sans jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs
envers le malade et sa dignité humain.

D’étre fidele dans [exercice de la pharmacie a la [égislation en
vigueur, aux_ régles de [honneur, de la probité et du
désintéressement.

ou dont jaurais eu connaissance dans [exercice de ma
profession, de ne jamais consentir a utiliser mes connaissances et

mon état pour corrompre les maeeurs et favoriser les actes .-

criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes

promesses, que je sois méprisé de mes confréres si je manquais a * "

mes engagements.
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