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inhibiteurs

Identifier le développement d'anticorps est fondamental pour que le programme de prise en charge de
I'némophilie soit en mesure de fournir des soins médicaux adéquats (Peyvandi et al., 2016 ; Srivastava
et al., 2020). Dans le contexte de I'hnémophilie, les inhibiteurs sont des anticorps IgG polyclonaux dirigés
contre le facteur VIII ou IX et appartiennent principalement a la sous-classe des IgG4 de haute affinité
(Montalvao et al., 2015). lls neutralisent le concentré de facteur administré au patient, ce qui rend difficile
la prévention et le traitement des saignements (Pratt et al., 2021). L'apparition d'inhibiteurs résulte d'un
processus en plusieurs étapes impliquant des déterminants environnementaux et génétiques. Dans I'hémo-
philie A sévere, des inhibiteurs du facteur VIII se forment chez environ 30 % des patients, généralement
au cours des 20 a 30 premiers jours d’exposition. Dans I'hémophilie B sévére, l'incidence cumulée du
développement d'inhibiteurs est inférieure a celle de I'hémophilie A sévére et atteint4a 5% 9 a 11 jours
aprées I'exposition (Ljung et al., 2019). Le traitement des épisodes hémorragiques aigus chez les patients
présentant des inhibiteurs dépend du titrage de I'inhibiteur. Les patients dont le titrage est faible (< 5 UB/
ml) peuvent recevoir un traitement avec facteur de remplacement standard, le concentré de facteur, méme
si des doses plus élevées sont requises pour surmonter les effets neutralisants de I'inhibiteur. Lorsque le titre
est élevé (> 5 UB/ml), les seuls traitements efficaces des saignements sont les agents de contournement
(Ljung et al., 2019). Les trois agents de contournement disponibles dans I’'hémophilie A et B sont (1) le
concentré de complexe prothrombique activé (CCPa), (2) deux formes de facteur VIl activé recombinant
(rFVlla) et (3) le facteur VIII porcin recombinant. De nouveaux médicaments hémostatiques, tels que les
anticorps bispécifiques humanisés (I"émicizumab notamment), I'interférence ARN (p. ex. le fitusiran) et
les agents anti-inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (anti-TFPI), entre autres, sont disponibles dans
certains pays pour la prévention des saignements. L'induction de tolérance immune (ITl) sert a éradiquer
les inhibiteurs et implique de fréquentes injections intraveineuses de concentré de facteur sur une période
de plusieurs mois. Dans I'hémophilie A, I'lTI est efficace chez environ 65 a 70 % des patients. Le suivi du
titrage des inhibiteurs chez ces patients est essentiel pour I'évaluation et la gestion du protocole. L'étude
en laboratoire de I'inhibiteur doit étre effectuée selon la méthode Bethesda modifiée. Bien que ce test
ait un CV élevé, il s'agit du test de référence pour le titrage des anticorps inhibiteurs. Dans certains cas,
le dépistage des inhibiteurs a I'aide du TCA peut étre effectué avant le titrage des anticorps. Toutefois,
en raison des limites du test, les résultats négatifs ne doivent pas étre utilisés pour exclure la présence
éventuelle d'un inhibiteur. Ce point est développé dans la partie 6 de ce manuel. Une alternative au
dépistage des anticorps antifacteur VIIl ou IX est le cours a un test immunologique. Divers tests immu-
nologiques ont été étudiés et, méme si ces tests sont plus sensibles que les tests fonctionnels, ils ne font
pas de distinction entre les anticorps inhibiteurs et non inhibiteurs et ne sont donc pas encore utiles dans
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la pratique clinique pour détecter ou surveiller les inhibiteurs fonctionnels. Des études ont toutefois montré
que les anticorps de la sous-classe IgG4 sont corrélés avec les inhibiteurs fonctionnels des facteurs VI et
IX (Awasthi et al., 2022 ; Montalvao et al., 2015 ; Moorehead et al., 2015).

Différentes cinétiques des anticorps : des cinétiques différentes peuvent affecter I'analyse des données
et entrainer une interprétation erronée. Lorsque les inhibiteurs du facteur VIII ou IX agissent dans un
test d'inhibition de maniere dose-dépendante, a savoir de complétement inactiver le facteur VIl ou IX,
ces inhibiteurs sont appelés inhibiteurs de « type | ». Les inhibiteurs qui présentent un comportement
cinétique plus complexe sont généralement appelés « type Il », résultant en une inactivation incompléte du
facteur VIII. Les inhibiteurs de type | se développent généralement chez les patients atteints d’'hémophilie A
ou B congénitale en réponse au concentré de facteur VIl ou IX, tandis que ceux de type Il surviennent
généralement chez les patients atteints d’hémophilie acquise ou d’hémophilie A mineure. Les inhibiteurs
du facteur VIl de type | dépendent du temps et de la température car leur cible, le facteur VIII, forme un
complexe avec sa protéine porteuse, le FW. Les inhibiteurs du facteur IX ne dépendent pas du temps et
de la température.

Echantillons pour le dépistage des inhibiteurs des facteurs VIl et IX : collecte, expédition et préparation

Collecte et acheminement des échantillons : les échantillons pour le dosage des inhibiteurs des facteurs VIII
et IX sont prélevés dans du citrate trisodique a 3,2 % (0,105-0,109 M), le méme type d’échantillon étant
utilisé pour la plupart des tests de coagulation. Le sang total citraté doit étre centrifugé dans les quatre
heures suivant le prélevement de sang, a 1500 g pendant 15 minutes. Les échantillons de plasma positifs
pour les inhibiteurs des facteurs VIl et IX, et non le sang total, peuvent étre conservés a température
ambiante pendant une semaine, ou congelés a -70 °C et conservés jusqu’a 15 ans. Il est important de
garder a 'esprit que, contrairement aux procédures traditionnelles d'analyse de la coagulation, dans ce
type d’échantillon, c’est I'anticorps qui doit étre préservé. Ces informations sont trés utiles pour les lab-
oratoires qui doivent envoyer des échantillons vers un autre laboratoire, car le transport ne dépend pas
de la glace carbonique.

Préchauffage des échantillons : les échantillons de patients servant a la détection des inhibiteurs peuvent
contenir du facteur VIII ou IX exogéne en raison de perfusions récentes de concentré de facteurs, nota-
mment : (1) prophylaxie, (2) traitement des saignements, (3) ITl ou (4) facteur VIIl ou IX endogene si le
test est effectué pour une hémophilie mineure ou modérée. La présence de facteur VIl ou IX exogene
peut considérablement affecter la détection des inhibiteurs, avec une sous-estimation du titrage et des
résultats faussement négatifs (Batty et al., 2014 ; De Lima Montalvao et al., 2015). Le préchauffage des
échantillons a 56 °C pendant 30 minutes dissocie le complexe antigéne-anticorps et dénature le facteur.
Pour standardiser le test, il est recommandé que tous les échantillons a tester soient systématiquement
préchauffés, méme si aucun facteur VIIl ou IX exogéne n’est attendu. Le préchauffage doit étre suivi
d’'une étape de centrifugation, de deux minutes a 4 000 g, pour éliminer dans le plasma les résidus dus
au préchauffage. Cette étape de préchauffage pour le dépistage des inhibiteurs n'a pas été évaluée pour
tous les produits thérapeutiques disponibles. Par conséquent, pour chaque produit de facteur VIl ou IX
modifié sur le plan moléculaire, il doit étre démontré que le facteur VIl ou IX résiduel se détériore a cause
du préchauffage. L'émicizumab n’est pas détruit par |'étape de préchauffage ; les inhibiteurs du facteur VI
peuvent toutefois étre mesurés en présence d'émicizumab en ayant recours a la méthode chromogénique
du facteur VIII bovin. Il convient de rappeler que certains patients regoivent un concentré de facteur et
I"émicizumab de maniére concomitante, et qu‘un traitement thermique est donc nécessaire.

Dilution de I'échantillon : pour le titrage de I'inhibiteur, le test doit étre effectué avec plusieurs dilutions du
plasma a tester. La méthode de sélection du facteur de dilution ne se limite pas a un nombre spécifique,
car cela dépend du fait que le titrage précédent de l'inhibiteur soit ou non connu.

Plasma normal poolé pour le dépistage des inhibiteurs : pour évaluer I'activité de I'inhibiteur dans
I"échantillon a tester, il est nécessaire de présenter une source « externe » de facteur VIII ou IX pour cet
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inhibiteur. Cette source externe est basée sur le pool de plasma normal ; il est donc important de prendre
en considération le fait que toute erreur a ce stade peut générer des résultats faux positifs et faux négatifs.
Lors de la préparation d'un pool pour le dépistage des inhibiteurs, I'activité du facteur VIl ou IX doit étre
mesurée et |'écart par rapport a cette valeur doit étre surveillé pendant la durée de conservation ou lors
de la production d’un nouveau lot. Il convient d'utiliser un pool de plasma normal pour s'assurer que le
taux de facteur VIl ou IX est proche de 1 Ul/ml (100 %). Un taux de facteur plus faible dans le pool de
plasma normal peut entrainer une surestimation du titrage de l'inhibiteur, tandis qu’un taux plus élevé peut
entrainer une sous-estimation. Un écart maximum de 5 % de 1 Ul/ml de facteur VIl ou IX dans le pool de
plasma normal est acceptable. La source externe de facteur VIl ou IX peut étre fabriquée en préparant le
pool de plasma normal ou a partir d'une source du commerce, et peut étre congelée ou lyophilisée. On
suggeére un minimum de 20 personnes donneuses pour obtenir du plasma ayant un taux de facteur VIII
ou IX proche de 1 Ul/ml. Le facteur VIII est un facteur de coagulation thermolabile, ce qui signifie que
pendant une incubation de deux heures a 37 °C, il y aura une perte significative d'activité du facteur VIII
en raison d'un changement de pH. Pour stabiliser le pH pendant I'incubation, le plasma normal utilisé
doit étre tamponné. Cela peut étre fait a I'aide d’un tampon imidazole ou HEPES.

Protocole pour le dépistage des inhibiteurs des facteurs VIl et IX : en 1975, Kasper et al. ont décrit
une méthode de détermination des inhibiteurs des facteurs VIl et IX et, a ce jour, il s'agit toujours du
test le plus standardisé, connu sous le nom de « test Bethesda ». En 1995, a été décrite la méthode de
Nijmegen, modification du test Bethesda, avec quelques différences : (1) I'introduction d'un pool tam-
ponné pour améliorer la stabilité du facteur VIl pendant I'incubation, et (2) I'utilisation de plasma déficient
en facteur VIl dans le mélange de contréle. Cette méthode de Bethesda modifiée a été recommandée
par la Société internationale de thrombose et d’hémostase (ISTH) comme méthode de référence pour le
dépistage des inhibiteurs du facteur VIII (Verbruggen et al., 1995). Le dépistage des inhibiteurs est une
méthode indirecte et repose sur le principe d'inactivation du facteur de coagulation d’une source externe
connue par l'inhibiteur dans |'échantillon a tester pendant une période d'incubation. Une unité Bethesda
est définie comme la quantité d'inhibiteur qui neutralisera 50 % d'une unité de facteur VIII ajoutée en
deux heures a 37 °C.

Réactifs et équipement :

* Tampon de dilution (partie 1)

* Tampon imidazole ou HEPES (ci-dessous)
* Pool de plasma normal (partie 2)
 Plasma déficient en facteur VIII

* Céphaline (réactif de TCA)

* Tubes en plastique

Tableau 22. Tampon imidazole ou HEPES

Tampon

Imidazole Mélanger une partie de tampon imidazole 4 M a 39 parties de pool de plasma normal. Apres le
mélange, le pH doit étre ajusté entre 7,3 et 7,5.

HEPES Mélanger une partie de tampon HEPES 1 M a neuf parties de pool de plasma normal. Apres le
mélange, le pH doit étre ajusté entre 7,3 et 7,5.

Méthode : préparer des dilutions du plasma a tester dans des tubes en plastique jusqu’a un volume final
de 0,2 ml a I'aide du tampon de dilution. Les dilutions requises pour chaque patient peuvent varier. Un
point de départ suggéré serait de commencer par un échantillon non dilué, puis d’effectuer des dilutions
de 1/2,1/4, 1/8, etc.
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Remarque : si un dosage des inhibiteurs a déja été effectué, le taux peut servir de guide approximatif
quant aux dilutions a utiliser. Pipeter 0,2 ml de plasma déficient en facteur VIII dans un autre tube en
plastique. Cela servira de tube témoin.

Remarque : dans le test de Bethesda d'origine, le tampon imidazole a servi a préparer un mélange de
contréle avec le pool de plasma normal. Dans le test de Nijmegen, le tampon imidazole est remplacé par
du plasma déficient en facteur VIII. Des différences ont été observées entre un plasma déficient en fac-
teurs par immunodéplétion, un plasma déplété chimiquement et un plasma issu de personnes donneuses
ayant un déficit congénital. Ces différences peuvent étre dues a I'absence ou a la présence de FW dans le
plasma, a la présence d'anticorps ou a la présence de fragments de facteur VIIl. Comme le FW est présent
dans le pool de plasma normal, il n'est pas nécessaire que le diluant du mélange de contréle contienne
également du FW et, pour réduire les colts, le plasma déficient en facteur peut étre remplacé par de
I'albumine de sérum bovin (BSA) a 4 %. La BSA tamponnée a 4 % est un substitut fiable et économique
du plasma avec facteur VIl ou IX et favorise la standardisation de la méthode.

v Ajouter 0,2 ml de pool de plasma normal tamponné au tube témoin et aux dilutions de plasma
a tester. Le taux de facteur VIII de tous les tubes sera d’environ 0,5 Ul/ml. Cela signifie que le
pool de plasma normal tamponné contient 1 Ul/ml de facteur VIII.

v/ Boucher, mélanger et incuber tous les tubes a 37 °C pendant deux heures.

v/ Aprés deux heures, transférer tous les tubes dans un bain de glace, sauf si le dosage du facteur VIII
doit étre effectué immédiatement.

v Procéder au dosage du facteur VIl sur tous les mélanges incubés selon la méthode de dosage
habituelle, en un temps ou chromogénique (partie 6).

v/ Lire le taux de facteur VIII résiduel de chaque mélange, en utilisant le contréle comme la valeur
100 % (0,5 Ul/ml).

Factor Inhibitor Assay
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Figure 8. Procédures de dosage des inhibiteurs

Résultats et interprétation : la dilution qui fournit un facteur VIII résiduel le plus proche de 50 %, mais
dans la plage de 25 a 75 %, est sélectionnée pour le calcul de I'inhibiteur. Tout facteur VIl résiduel < 25 %
ou > 75 % ne doit pas étre utilisé pour les calculs du taux d'inhibiteurs. Un graphique du pourcentage
de facteur VIl résiduel par rapport aux unités d'inhibiteurs peut étre réalisé sur du papier log/log a partir
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de la définition de I'unité d'inhibiteur. Lire le taux d'inhibiteur correspondant au facteur VIII résiduel pour
chaque mélange a tester et corriger la dilution. Par exemple, si la valeur la plus proche de 50 % du facteur
résiduel a été trouvée dans la dilution 1/4 (c’est-a-dire dans le mélange 1/4 + pool normal), le résultat,
qui sera proche de 1 unité Bethesda (UB), doit étre multiplié par 4.

v/ Dilution 1/4 + pool normal

v FVIil résiduel = 50 %

v Unité d'inhibiteur (a partir du graphique) = 1 UB
v Multiplier par le facteur de dilution (1/4) = 4 UB

Remarque : le dosage de I'inhibiteur repose sur la détermination du facteur VIIl ou IX résiduel du mélange
de plasma a tester et de plasma de contréle précédemment incubé. Les tests de Bethesda et de Nijmegen
ont été développés a I'aide d’un dosage de facteur de coagulation en un temps. Le dépistage des inhib-
iteurs au moyen de ce test présente toutefois des limites. En effet, la formation de caillots peut notamment
étre affectée par I'anticoagulant de type lupique (inhibiteurs de la coagulation non spécifiques) et des
médicaments tels que I'émicizumab. Le recours a une méthode chromogénique pourrait étre une solution
pour éviter ces problémes. Un autre avantage du recours a une méthode chromogénique est la plus
grande exactitude des résultats. Un échantillon de patient non dilué avec une activité résiduelle > 75 %
peut étre rapporté a < 0,4 UB/ml. Pour les inhibiteurs du facteur VIII, le comité scientifique et de normal-
isation de I'lSTH recommande de considérer un résultat > 0,6 UB/ml comme positif. En plus de la courbe
d'étalonnage, le titrage d'inhibiteur peut étre calculé a I'aide de la formule : (2-log %AR)/0,301. Dans le
cas d'un inhibiteur de type |, une courbe du plasma d'un patient montre un parallélisme avec la courbe
d'étalonnage. Une absence de parallélisme indique une cinétique différente de type Il. Pour les inhibiteurs
ayant une cinétique de type I, utiliser la dilution la plus faible qui se rapproche de 50 % de I'activité rés-
iduelle pour le calcul final du titrage d'inhibiteur.

100% Residual = No inhibitor

50 o oo oD 50% Residual FVIIl = 1.0 BU/ml

20

RESIDUAL FVIII ACTIVITY (%)
w
o
|

T T T 1
0 5 1.0 1.5 2.0 25

BETHESDA UNITS /ml

Figure 9. Calcul de I'activité résiduelle du facteur

Remarques : les inhibiteurs fonctionnels les plus courants sont les anticoagulants lupiques, qui ne sont pas
dirigés contre les facteurs de coagulation spécifiques et qui doivent étre exclus avant le dépistage d'inhib-
iteurs spécifiques. La quantification du titrage de I'inhibiteur est effectuée en laboratoire, de préférence
a l'aide de la méthode Bethesda modifiée par Nijmegen, car cette modification améliore la spécificité
et la sensibilité par rapport au dosage Bethesda initial. Les résultats positifs du dosage de I'inhibiteur du
facteur VIl inférieurs a 2,0 UB peuvent étre confirmés par la méthode chromogénique, car elle présente
moins d'interférences analytiques et une plus grande exactitude par rapport a la méthode en un temps.
La méthode chromogénique est également le meilleur choix si I'on suspecte la présence d'anticoagulants
lupiques dans |'échantillon a tester ou si celui-ci contient des anticoagulants thérapeutiques, tels que
I'néparine ou des inhibiteurs directs du facteur Xa ou lla. Les anticorps anti-FVIIl non neutralisants qui ne
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sont pas détectés par le test Nijmegen-Bethesda peuvent étre cliniquement pertinents, car ils peuvent
augmenter la clairance du facteur VIl et étre mesurés par ELISA.

Dosages des inhibiteurs du facteur Willebrand : La maladie de Willebrand (mW) est considérée comme
le plus fréquent des troubles de la coagulation héréditaires connus chez I'étre humain, avec une prévalence
dans la population de 1 % et une prévalence symptomatique de 1/1000 (Bowman et al., 2010). Les options
thérapeutiques sont notamment la perfusion de concentrés de facteur Willebrand (FW), qui généralement
contiennent aussi du facteur VIII, administrés pour prévenir ou traiter les épisodes hémorragiques. Les
allo-anticorps anti-FW ont une prévalence comprise entre 7 et 9,5 % (James et al., 2013 ; Pagliari et al.,
2023). Dans de tels cas, le traitement par concentrés de FW est inefficace, et des épisodes d’anaphylaxie
ont été rapportés avec une exposition ultérieure au FW (James et al., 2013). Comme nous le savons déja,
le déficit en FW peut s’expliquer par différents mécanismes résultant de types d'anomalies génétiques
identifiés. Cette variabilité des anomalies génétiques contribue a une hétérogénéité des inhibiteurs ciblant
différents épitopes de la molécule de FW. Pour cette raison, la détection de ces anticorps est difficile en
laboratoire (Connell et al., 2021 ; Miller, 2021 ; Sarji et al., 1974). En 1974, Sarji et al. (1974) ont signalé
pour la premiére fois un cas d'allo-anticorps anti-FW chez un patient multitransfusé. L'inhibiteur du FW a
été mesuré a l'aide d'une méthode analogue a la méthode Bethesda pour les inhibiteurs du facteur VIII
(Sarji et al., 1974). Bien qu'il n'y ait pas de standardisation pour I'identification des inhibiteurs du FW, la
méthode Bethesda a été utilisée par la plupart des laboratoires (Favaloro et al., 2022), a la différence
qu’a été évaluée I'activité du FW plutdt que celle du facteur VIII ou IX. Sont actuellement disponibles
différents types de méthodes pour détecter I'activité du FW, avec diverses sensibilités et spécificités ; il
est donc important de prendre en considération le fait que cette variabilité des méthodes influence la
sensibilité et la spécificité de la détection de ces inhibiteurs (Favaloro et al., 2022). Les anticorps anti-FW
n‘ont pas pour caractéristique d'étre dépendants du temps et de la température, ils peuvent donc étre
évalués immédiatement apres le test de mélange (Sarji et al., 1974). La méthode classique du cofacteur
de la ristocétine, qui évalue l'interaction du FW avec les plaquettes fixées en présence de ristocétine,
ainsi que la méthode d’évaluation au collagéne et la méthode du gain de fonction, sont des options qui
ont déja été évaluées et se sont révélées avoir une bonne sensibilité et une bonne stabilité, bien que
présentant des résultats différents, comme évoqué ci-dessus. Les autres méthodes disponibles n'ont pas
encore été évaluées pour ce type d’exploration. Des méthodes immunologiques ont aussi été décrites et
détectent les anticorps neutralisants et non neutralisants. En lien avec le développement d'auto-anticorps
qui caractérisent la mW acquise, les patients ayant des néoplasmes myéloprolifératifs sont un sous-groupe
présentant des complications hémorragiques liées a |'activité du FW. Selon la technologie appliquée, de
faux résultats sont observés dans les échantillons de patients avec néoplasmes myéloprolifératifs. L'étude
en laboratoire des inhibiteurs du FW caractérisés par des allo-anticorps et des auto-anticorps doit étre
menée avec prudence compte tenu des différentes options méthodologiques. Les performances de
toutes les méthodes modernes actuellement disponibles ne sont pas encore claires (Noye et al., 2024 ;
Favaloro et al., 2022).

Anticorps anti-médicament dans le laboratoire d'analyse de la coagulation - Emicizumab : I'émi-
cizumab est un anticorps bispécifique qui se lie au facteur IX/IXa et au facteur X/Xa humains et agit
comme un mimétique de la fonction du facteur VIII. Il n'est pourtant pas régulé par les mécanismes qui
régulent le facteur VIII (Mahlangu et al., 2018, Mahlangu et al., 2022). Le test de dépistage du TCA est
considérablement réduit par |I"émicizumab (c'est-a-dire en dessous de la plage de référence, quels que
soient les réactifs utilisés). L'émicizumab affecte tous les essais et dosages de laboratoire basés sur le TCA.
Il interfere aussi avec les dosages chromogéniques du facteur VIII utilisant les facteurs IXa et X humains,
mais pas ceux utilisant les facteurs [Xa et X d'origine bovine (Bowyer et al., 2021 ; Jenkins et al., 2020).
L'émicizumab peut étre mesuré et communiqué en pg/ml au moyen d’'un dosage en un temps modifié
avec une dilution plus élevée de I"échantillon et calibré avec des étalons spécifiques a I'émicizumab. Les
anticorps anti-médicament (AAM) peuvent se développer aprés une dose unique ou |'administration répétée
d'une protéine thérapeutique, et affecter la pharmacocinétique, la pharmacodynamique, I'efficacité et/
ou l'innocuité de cette protéine thérapeutique. Les études évaluant les caractéristiques des AAM chez
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les patients traités par émicizumab montrent que le test de TCA peut étre allongé en conjonction avec
des épisodes hémorragiques en présence d'anticorps a action neutralisante (Novembrino et al., 2023 ;
Valsecchi et al., 2021). Dans ce cas, lorsque le taux d'émicizumab était mesuré, il montrait une réduction
significative. L'activité neutralisante de ces anticorps n’a pas été clairement identifiée dans les méthodes
fonctionnelles, méme pour le test Bethesda modifié (Kaneda et al., 2021). Le taux de I'unité Bethesda
identifiée semble étre plus faible que prévu par rapport au test qui mesure le taux d’émicizumab. Le réle
des tests fonctionnels pour les AAM n'a pas encore été établi, mais ces tests peuvent venir compléter la
mesure du taux plasmatique du médicament dans ces circonstances. La FMH recommande de mesurer les
taux d'émicizumab a l'aide d'un dosage en un temps modifié avec une dilution plus élevée de |'échantillon
et calibré avec des étalons spécifiques a I'émicizumab (Srivastava et al., 2020).
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