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L’hémophilie A est une maladie hémorragique héréditaire rare qui se caractérise par un
déficit en un facteur de la coagulation : le facteur VIII (FVII). Les conséquences cliniques
liées au caractére hémorragique de la pathologie sont majeures et peuvent aboutir a des
dommages musculo-articulaires importants. La sévérité clinique est directement corrélée a
limportance du déficit en FVIII. Sa prise en charge repose actuellement sur le traitement

substitutif par des concentrés de FVIII d’origine plasmatique ou recombinante.

L’histoire de ’hémophilie est jalonnée de progrés thérapeutiques majeurs et d’événements
tragiques. Jusqu’au milieu du XX*™ siécle, les patients atteints d’une hémophilie sévére
avaient une espérance de vie bien plus faible que la moyenne, du fait de I'absence d’'une
thérapie réellement efficace. L’apparition des concentrés de FVIII d’origine plasmatique
représente une véritable révolution thérapeutique. Leur utilisation est associée a la prise en
charge rapide et efficace des hémorragies ainsi qu’a la possibilité de mise en place d’un
traitement prophylactique a domicile. Malheureusement, la contamination d’'un grand
nombre de patients par le VIH et les virus des hépatites B et C marquent la fin de I'euphorie
liee a ces concentrés. Les traitements anti-hémophiliques actuels sont a la fois efficaces et
trés sécurisés dans les pays développés. Des voies d’amélioration sont cependant encore

possibles.

Dans une premiére partie, nous ferons un point sur I’hémophilie A. Nous débuterons par une
bréeve définition, en insistant sur les données épidémiologiques actuelles, suivie de la
description clinique de la pathologie. Nous verrons ensuite les étapes du diagnostic avant de
développer I'aspect génétique de 'hémophilie A. Pour finir, nous nous intéresserons au FVIII

et a son implication dans ’hémostase afin de mieux comprendre la pathologie.

Une seconde partie portera sur le traitement substitutif de ’hémophilie A. Nous décrirons
'évolution de ce traitement de la transfusion de sang complet a l'arrivée des FVIII
recombinants a demi-vie prolongée. Nous parlerons également de la problématique majeure
du traitement substitutif actuel, a savoir la survenue d’anticorps anti-FVIII neutralisants ou

inhibiteurs.

Pour finir, la troisieme partie de ce travail portera sur les thérapies d’avenir. Nous ferons un
point sur les données actuelles concernant la thérapie génique ainsi que les nouvelles

stratégies thérapeutiques a I'étude.
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PARTIE 1 : UN POINT SUR
L’HEMOPHILIE A
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I. Définition et épidémiologie de la pathologie

L’hémophilie est une pathologie hémorragique héréditaire liée au chromosome X. Son
expression clinique concerne donc principalement le sexe masculin  mais,
exceptionnellement, le sexe féminin peut aussi présenter des symptdomes. On parle de
« forme symptomatique d'hémophilie A de la femme porteuse » (1). L’hémophilie peut aussi
étre acquise, du fait du développement d’auto-anticorps, chez des personnes ne souffrant
pas d’'une forme congénitale. C'est un cas qui est cependant trés rare et que nous ne

développerons pas dans ce travail.

Cette pathologie est due a un déficit en une protéine de la coagulation. On distingue deux
types d’hémophilie, selon la protéine qui est déficitaire : 'hémophilie A si le déficit est lié au
facteur VIII et 'hémophilie B si c’est le facteur IX. D’aprés les données démographiques du
Réseau FranceCoag' datant de février 2017, 5762 patients atteints d’hémophilie A sont

actuellement suivis sur le territoire frangais, contre 1303 patients atteints d’hémophilie B (3).

L’hémophilie A est une maladie chronique rare, affectant les populations du monde entier,
dont l'incidence annuelle mondiale est voisine de 1 sur 6000 individus de sexe masculin (4).
D’aprés les données de prévalence des maladies rares publiées en novembre 2016 dans les
cahiers d’Orphanet? (5), sa prévalence dans la population mondiale est estimée a 4,85/100

000 et sa prévalence a la naissance a 11,25/100 000.

L’hémophilie A, au méme titre que 'hémophilie B, la maladie de Willebrand et les autres
déficits hémorragiques en protéine de la coagulation dans leurs formes séveéres, fait partie

des Déficits Héréditaires en Protéines Coagulantes (DHPC).

On distingue trois degrés de sévérité clinique selon I'importance du déficit en facteur VIII
(FVII) : 'hémophilie sévére lorsque l'activité biologique du FVIII est inférieure a 1 %,
modérée quand elle est comprise entre 1 et 5% et Iégére lorsque celle-ci est comprise entre
5 et 40%. Le but de cette classification est d’évaluer le risque hémorragique (Tableau I) afin
de guider la prise en charge. D’aprés les données du Réseau FranceCoag de février 2017,
sur les 5762 patients suivis, 32% sont atteints d’'une hémophilie sévere, 14% d’'une

hémophilie modérée et 54% d’une hémophilie mineure (3).

' « Le Réseau FranceCoag (RFC) est un dispositif national reposant sur un suivi de cohorte de
patients porteurs d'un déficit héréditaire en protéines coagulantes (DHPC), mis en place par les
pouvoirs publics et coordonné par I'Institut de veille sanitaire (InVS) depuis janvier 2004.» (2)

? Le portail des maladies rares et des médicaments orphelins.
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TABLEAU | : CORRELATION ENTRE LE POURCENTAGE D’ACTIVITE DU FVIII

HEMORRAGIQUES POSSIBLES (6)

ET LA GRAVITE DES MANIFESTATIONS

Niveau de sévérité de

I’'hémophilie

Pourcentage d’activité du

facteur VIII

Manifestations hémorragiques

possibles

Sévere

Inférieur a 1%

- Hémorragies spontanées
fréquentes, surtout
articulaires ou musculaires.

- Saignements anormaux a
la suite d'une chirurgie,
d'une extraction dentaire ou

de blessures mineures.

Modérée

1-5%

- Hémorragies spontanées
rares.

- Saignements anormaux a
la suite d'une chirurgie,
d'une extraction dentaire ou

de blessures mineures.

Légére

5-40%

- Pas d'hémorragies
spontanées.

- Saignements anormaux a
la suite d'une chirurgie,
d'une extraction dentaire ou

de blessures mineures.
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Il. La clinique
(7-10)

Les signes cliniques de I’hémophilie se matérialisent par des manifestations hémorragiques
dont la gravité est généralement corrélée au taux sanguin en facteur anti-hémophilique,
comme nous l'avons vu précédemment (Tableau I). Il est important de noter que la sévérité
clinique est la méme chez tous les membres d’'une méme famille. De plus, cette sévérité
reste stable au cours du temps. On distingue plusieurs types d’hémorragies selon leur

localisation.

1. Les hémarthroses

L’hémarthrose correspond a un épanchement de sang a l'intérieur d’'une articulation. Elle se
manifeste chez I'enfant en bas age, avec l'apprentissage de la marche, et représente la
majorité des accidents hémorragiques du patient hémophile. Les articulations les plus
touchées par ordre de fréquence croissante sont: les chevilles, les genoux, les coudes,
moins souvent les hanches et les épaules. Les autres articulations peuvent également étre

touchées, mais de maniére beaucoup plus rare.

L’hémarthrose débute généralement par une sensation de géne au mouvement et se
poursuit, en I'absence de traitement, par une douleur trés vive du fait de linflammation
importante de l'articulation qui est gonflée, rouge et chaude. Elle aboutit & une impotence
fonctionnelle totale de larticulation touchée, qui peut persister quelques jours voire méme
plusieurs semaines en l'absence de traitement substitutif. Son apparition peut se faire de
maniére spontanée chez le patient hémophile sévére, ou aprés un traumatisme, méme
minime, qui peut passer inapergu. Il faut également noter que l'atteinte hémorragique d’'une
articulation la prédispose a la survenue d’hémarthroses ultérieures, dont la répétition
entraine des lésions cartilagineuses puis osseuses et musculaires aboutissant a une
arthropathie chronique. On parle alors d’ « arthropathie hémophilique ». Sa manifestation est
la source d’handicap majeur de I'hémophilie puisque la possibilité de mouvement des
articulations touchées est relativement limitée. Elle peut entrainer une géne considérable a la
marche lorsque les articulations des membres inférieurs sont atteintes, mais aussi une géne
a l'utilisation du membre supérieur lorsque le coude est touché par exemple. Ainsi, 'un des
objectifs principal du traitement substitutif est la prévention ou le ralentissement de

I'apparition de cette arthropathie.
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2. Les hématomes musculaires

Les hématomes musculaires peuvent toucher n'importe quel muscle. lls sont moins
fréquents que les hémarthroses mais plus souvent post-traumatiques. lls peuvent mettre en
jeu le pronostic fonctionnel voire méme le pronostic vital (asphyxie, collapsus hémorragique)
en fonction de leur volume et de leur localisation, notamment a proximité d’un nerf ou d’un
organe vital (Figure 1). Les hématomes les plus redoutables sont 'hématome du psoas,
pouvant se manifester par une paralysie crurale et des séquelles fonctionnelles, les
hématomes rétro-péritonéaux, qui peuvent entrainer une déperdition importante de sang, les
hématomes cervicaux par le risque de compression voire d’obstruction des axes vasculaires
a destination du cerveau, et enfin les hématomes sublinguaux qui peuvent entrainer une
compression voire une obstruction des voies respiratoires. Un hématome mal résorbé ou
insuffisamment traité peut s’enkyster et évoluer vers la formation d’'une pseudotumeur
hémophilique. Son caractére invasif est a l'origine de destructions osseuses importantes

mettant en jeu le pronostic fonctionnel et parfois méme vital.

On différencie les hématomes superficiels (muscles des membres ou de la paroi
abdominale) des hématomes profonds (psoas iliaque). Les localisations les plus fréquentes
sont le psoas iliaque, les muscles des bras et de I'avant-bras, la jambe et la cuisse, et plus

rarement le deltoide, la fesse et la paroi abdominale.

En ce qui concerne les symptdmes, on observe de maniére successive : une sensation
d’inconfort, une douleur devenant de plus en plus présente, une tuméfaction localisée, une
attitude vicieuse du membre qui va se matérialiser notamment par un flexum ou un trouble
de la marche, des ecchymoses. On retrouve également des signes cliniques qui sont

spécifiques aux muscles touchés.

FIGURE 1 : HEMATOMES DE LOCALISATION DANGEREUSE (7)
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3. Les hémorragies extériorisées

Les hémorragies extériorisées sont rares et touchent des sites variés.

Les hémorragies intrabuccales : elles sont le plus souvent post-traumatiques

(extraction dentaire, morsure de la langue ...) et fréquentes, en particulier chez le
jeune enfant.

Les épistaxis : les épistaxis, ou saignements de nez, sont fréquentes aussi bien chez
I'enfant que chez I'adulte.

Les hémorragies digestives : elles sont rares et se traduisent généralement par une

émission de sang par la bouche ou les selles. Ces hémorragies sont révélatrices de
Iésions sous-jacentes du tube digestif.

Les hématuries : elles peuvent étre fréquentes, généralement spontanées, mais
peuvent aussi faire suite a un traumatisme lombaire. Leur caractére récidivant doit
faire I'objet de la recherche d’'une lésion de 'appareil urinaire, notamment la présence

d’'un hématome intra-rénal.

4. Les hémorragies du systéme nerveux central (SNC)

Elles sont rares et se traduisent par des hémorragies intracraniennes ou exceptionnellement

intrarachidiennes.

Les hémorragies intracraniennes

Elles peuvent étre a l'origine de séquelles neurologiques graves voire méme fatales.
En effet, ces hémorragies sont encore I'une des principales causes de décées du
jeune hémophile. Elles peuvent survenir suite a un traumatisme, méme banal, et se
traduire entre autres par un traumatisme cranien ou des céphalées violentes
d’apparition brutale. L’apparition de ces symptbmes entraine systématiquement le
recours a un traitement substitutif. Il faut également savoir que certains facteurs
favorisent I'apparition d’'une hémorragie intracranienne lors de la période néo-natale :
la prématurité, la souffrance foetale aigué, 'accouchement par forceps ou ventouse.
Dans les autres cas, le risque hémorragique lors de I'accouchement est similaire a

celui d’'un enfant non atteint.

Les hémorragies intrarachidiennes

Elles sont le plus souvent causées par un traumatisme et peuvent engendrer des
troubles moteurs ou des sensations anormales (fourmillements, sensations

désagréables au toucher voire douleur).

22



Le diagnostic

Un diagnostic d’hémophilie peut étre effectué dans différentes circonstances :

Lorsque des ecchymoses apparaissent fréquemment dans la petite enfance.

Lors de saignements « spontanés », c’est-a-dire sans raison apparente connue, en
particulier dans les articulations, les muscles et les tissus mous.

Lors dun bilan dhémostase demandé en raison dantécédents familiaux
d’hémophilie.

Lors d’un bilan d’hémostase fortuit, notamment préopératoire (7).

Dés que le diagnostic de la pathologie est suspecté, le guide de 'HAS (2007) préconise de

réaliser un « bilan adapté a I'age, a la nature du déficit, aux circonstances diagnostiques et

aux signes cliniques » (6), qui comprend :

Un bilan de 'hémostase (Partie 1, lll, 2).
Un bilan sanguin : hémogramme, groupe sanguin ABO.

La recherche d’anticoagulants circulants non spécifigues d'un facteur

(antiphospholipides).

Des tests spécifiques : dosages des facteurs de la coagulation, recherche

d’inhibiteurs spécifiques d’'un facteur, dosages immunologique et fonctionnel du
facteur Willebrand (VWF) : antigéne du facteur Willebrand (VWF:Ag), activité
cofacteur de la ristocétine (VWF:RCo), liaison au facteur VIII (VWWF:FVIIIB), dosage de
lactivité de liaison au collagéene (VWF:CB), étude des multiméres du facteur
Willebrand, étude des fonctions plaquettaires.

Un génotypage.
Une enquéte génétique avec proposition de dépistage des sujets porteurs.

Un test thérapeutique a la_desmopressine pour apprécier la qualité de répondeur,

dans le cas de la prise en charge thérapeutique d’'une hémophilie mineure ou
modérée.
Les sérologies virales (VIH, VHC, VHB, VHA).

. Diagnostic clinique

L’interrogatoire du patient ou de la famille, si c’est un enfant, est une étape essentielle du

diagnostic clinique, il permet (11,12) :
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- De rechercher des antécédents hémorragiques personnels et d’en préciser la période
de survenue (naissance, apprentissage de la marche, adulte), la localisation, la
fréquence et la gravité.

- D’enquéter sur les circonstances de survenue des hémorragies, spontanées ou
provoquées par un traumatisme mineur, un accouchement, une intervention
chirurgicale ou une extraction dentaire.

- De rechercher I'existence d’antécédents hémorragiques familiaux et d’établir un arbre
généalogique.

- D’évaluer la présence de facteurs favorisants ou déclenchants : prise récente de
médicaments a risque (anticoagulants, AINS, aspirine ...), affection aigué (syndrome
infectieux) ou chronique (insuffisance hépatique ou rénale...) pouvant étre a l'origine
d’'un syndrome hémorragique.

- De préciser s’il y a des antécédents d’anémie et/ou de traitement par du fer.

L’interrogatoire s’accompagne d’un examen clinique. Il va permettre d'évaluer le
retentissement de 'hémorragie par la recherche d’'une anémie (paleur, fatigue, tachycardie,
essoufflement) et/ou d’'une hypovolémie (hypotension, choc). Il va également permettre de
définir le contexte (hémorragie isolée ou associée a une maladie hépatique, rénale,
infectieuse) et la nature de I'hémorragie (hématome, hémarthrose, ecchymose, épistaxis,

gingivorragie, hématurie, hémorragie intracranienne...).

2. Diagnostic biologique
Il repose sur la réalisation du bilan de 'hémostase qui se traduit par (11-14) :

- Un bilan d’hémostase primaire normal par mesure du temps d’occlusion plaquettaire
(PFA-100), de la numération plaquettaire, du taux de facteur Willebrand (VWF).

- Un temps de Quick (TQ), de prothrombine (TP) et un taux de fibrinogéne normaux.

- Un allongement isolé du temps de céphaline avec activateur (TCA).

- Toute augmentation du TCA doit amener a quantifier le FVIII par la mesure de son

activité coagulante (FVIII:C) et/ou par mesure de son activité antigénique (FVIII:Ag).

Un TCA dans les limites de la normale ne permet pas d’exclure une hémophilie A mineure.
Chez les conductrices d’hémophilie ou en cas d’antécédents familiaux, il est conseillé de
pratiquer un dosage de FVIII méme si le TCA est normal. De méme, pour toute sceur d’'un
garcon hémophile, potentielle conductrice d’une forme d’hémophilie identique a celle de son

frere, on peut doser le taux de FVIII de maniére précoce. Le dosage est réalisé dans le but
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de vérifier qu’elle ne se trouve pas dans une situation de conductrice a taux bas qui

comporterait un risque hémorragique.

3. Diagnostic génétique

Les techniques de diagnostic génétique actuelles permettent d’identifier la mutation
responsable d’hémophilie sévére au sein d’'une famille. La réalisation du génotypage, aprés
diagnostic d’'un nouveau cas d’hémophilie sévére, est essentielle pour le conseil génétique et
le diagnostic prénatal (recherche de I'anomalie génétique chez le feetus afin de pouvoir
éventuellement faire le choix d’interrompre médicalement la grossesse), mais aussi pour le
patient lui-méme. En effet, la connaissance de la mutation contribue a I'évaluation du risque

de développer un inhibiteur du FVIII (15).

Une enquéte génétique peut également étre proposée afin de déterminer le statut des
membres d’'une méme famille (par exemple la sceur d’'un gargon hémophile) et d’apporter un

diagnostic et un conseil génétique de certitude (16).

4. Diagnostic différentiel

Devant tout syndrome hémorragique avec un allongement isolé du TCA et la présence d’un

déficit en FVIII, un diagnostic différentiel doit étre réalisé afin d’écarter (15) :

- Une hémophilie A acquise par développement d’auto-anticorps anti-FVIII. Un

contexte caractéristique est généralement rencontré : grossesse, personne agée, en
cas d’antibiothérapie récente, de maladie auto-immune associée ou de cancer. La
correction du TCA, aprés incubation avec un plasma témoin, permet d’écarter la
présence d’'un anticorps circulant.

- Une maladie de Willebrand: de type 1 sévére, 2N (variant Normandie) qui

correspond a un défaut qualitatif de liaison du vWF au FVIIlI, ou de type 3 se
caractérisant par un défaut quantitatif complet en vVWF.

En ce qui concerne la maladie de Willebrand de type 2N, la seule maniére de faire la
distinction avec 'hémophilie A mineure est de mettre en évidence une anomalie de la
liaison du FVIII au vVWF. La mesure de la liaison vVWF-FVIII est diminuée en cas de
maladie de Willebrand de type 2N et normale en cas d’hémophilie.

Dans le cas de la maladie de Willebrand de type 3, le diagnostic différentiel est
confirmé par le dosage du VWF:Ag. Le taux mesuré est inférieur a la valeur seuil de

détection des techniques de dosage du VWF:Ag (5-6%).

25



L’hémophilie B a été écartée par le dosage en FIX, dont le taux est déficitaire, et un taux en

FVIII normal.
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IV. La génétique

1. Origine et transmission de I’lhémophilie

L’hémophilie est une maladie récessive liée au chromosome sexuel X. Il s’agit d’'une maladie
héréditaire causée par une anomalie génétique. Elle ne se révéle généralement que chez
I'homme, celui-ci ne possédant qu’un seul chromosome X. En effet, lorsque cette anomalie
est présente chez une femme, du fait de la présence de deux chromosomes X et du
caractére récessif de la pathologie, I'activité normale de I'un masquera 'anomalie de l'autre.
Cette femme est conductrice, c’est-a-dire qu’elle peut transmettre la pathologie, mais non

hémophile. L’hémophilie féminine existe tout de méme mais elle reste exceptionnelle.
En ce qui concerne la transmission de la pathologie (Figures 2 et 3) :

- Un homme hémophile est porteur du géne déficient de I'hnémophilie sur son unique
chromosome X. Ses fils ne sont donc pas concernés par la transmission de la
pathologie puisqu’ils n'héritent que du chromosome Y. Par contre, il transmet
obligatoirement son chromosome X, porteur du géne déficient, a toutes ses filles qui

sont donc conductrices (Figure 2).
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FIGURE 2 : SCHEMA DE TRANSMISSION DE L'HEMOPHILIE DANS LE CAS D'UN PERE HEMOPHILE (17)
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- Dans le cas d’une femme conductrice, un des chromosomes X est normal alors que
l'autre est porteur de la mutation. Ses filles ont donc 50% de risque d’hériter du
chromosome X présentant la mutation et d’étre conductrices. De la méme maniére,
les fils ont 50% de risque d’hériter du chromosome X avec la mutation et de

présenter les symptdmes de I'hémophilie (Figure 3).
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FIGURE 3 : SCHEMA DE TRANSMISSION DE L'HEMOPHILIE DANS LE CAS D'UNE MERE CONDUCTRICE (17)

On retrouve également, dans environ 40% des cas (18), des hémophilies A dites
sporadiques dans des familles ou il n’y a pas d’antécédents. Elles sont causées par des

mutations de novo.

2. Le géne du facteur VIl

Le géne du FVIII se situe sur le bras long du chromosome X (Xg28). Il s’agit d’'un géne de
grande taille comportant 186 936 paires de bases (pb), dont 26 exons et 25 introns (19).
Parmi ces 26 exons, 24 ont une longueur comprise entre 69 et 262 pb et deux, a savoir les
exons 14 et 26, se différencient par leur caractére trés étendu (19). lls comprennent
respectivement 3106 et 1958 pb (19).

La figure 4 permet d’apprécier le positionnement des 26 exons du géene et les domaines
correspondants du FVIII. La connaissance des équivalences entre les exons et le domaine
gu’ils codent est essentielle pour la thérapeutique. En effet, cela permet d’évaluer la sévérité

de la pathologie ainsi que le risque de survenue d’inhibiteurs.
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FIGURE 4 : REPRESENTATION DU GENE DU FVIIlI (« F8 GENE ») CORRELEE AUX DOMAINES CODES AU NIVEAU DU
FVIII (15)

3. Les anomalies génétiques responsables de la pathologie
(18,20-22)

La connaissance du type d’anomalie qui affecte le géne du FVIII et cause 'hémophilie est
indispensable au dépistage et a I'évaluation du risque de survenue d’inhibiteurs du FVIII en
réponse au traitement substitutif. D’aprés la base de données mondiale des anomalies
génétiques du FVIII (23), sur les 5480 individus étudiés, on retrouve actuellement plus de

2000 mutations uniques du géne.

Les anomalies génétiques responsables de 'hémophilie A peuvent étre divisées, de maniére

globale, en deux catégories (24) :

- Les anomalies qui empéchent toute synthése du FVIII.

Elles résultent de phénoménes de délétions étendues, d’inversions, de mutations
non-sens et de certaines anomalies d’épissage. Ces anomalies sont fortement
délétéres et sont a l'origine d’hémophilies sévéres. Elles sont associées a un risque
élevé d’apparition d’inhibiteurs.

-  Les anomalies qui préservent la synthése de FVIIl, de maniére anormale mais

significative.
Elles proviennent de mutations faux-sens ou d’anomalies d’épissage. Elles sont

associées a un risque de survenue d’inhibiteurs plus faible.

Les inversions sont des mutations de type grand réarrangement, présentes dans 23% des
cas d’hémophilie A (15). Elles comprennent linversion de lintron 22 ou de lintron 1.
L’inversion de lintron 22 (Figure 5) est la plus fréquente des anomalies génétiques
associées a I'némophilie A séveére, elle en serait responsable dans environ 45 % des cas
(15). Elle est issue d’une recombinaison homologue intra-chromosomique de séquences
nucléotidiques introniques répétées : int22h-1 (« intron 22 homology - 1 ») et une des deux

copies int22h-2 et int22h-3, situées en position plus télomérique et orientées en sens inverse
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de int22h-1. Cette recombinaison d’une portion du géne du FVIIlI sépare les exons 1 a 22
des exons 23 a 26, empéchant la production d’'un facteur VIl intact. Elle a été décrite en
1993 par Lakich (25) et en 1995 par Naylor (26). L'inversion de l'intron 1 touche 2 a 5% des
patients présentant une hémophilie A sévére, soit environ 10 fois moins que linversion de
lintron 22 (15). Elle est la conséquence de la recombinaison homologue intra-
chromosomique entre deux séquences répétées : int1h-1 et int1h-2. L'inversion de I'intron 1
entraine la séparation du FVIIl en deux cadres de lecture de directions opposées,
aboutissant a la production d’'un segment court dARNm du FVIII composé uniquement de
'exon 1 du FVIII.
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FIGURE 5 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE L'INVERSION DE L'INTRON 22 (27)

Les mutations ponctuelles (66,5% des mutations enregistrées dans la base de données
mondiale des anomalies génétiques du FVIII (23)) se matérialisent par la substitution d'un
seul nucléotide. Elles aboutissent soit au remplacement d'un acide aminé (mutation faux-
sens ou missense en anglais), générant des formes mineures ou modérées de la pathologie,
soit a la création d'un codon stop amenant a la synthése d'une protéine tronquée (mutations

non-sens) générant des formes sévéres de la maladie.

Les insertions (1,6% des mutations enregistrées dans la base de données mondiale des
anomalies génétiques du FVIII (23)) ou délétions (23,2% des mutations enregistrées dans la
base de données mondiale des anomalies génétiques du FVIII (23)) d’'une séquence
nucléotidique plus ou moins étendue aboutissent généralement a un décalage du cadre de
lecture et/ou a un codon stop et donc a la formation d’une protéine tronquée. On retrouve
également des indel mutations (1,3% des mutations enregistrées dans la base de données
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mondiale des anomalies génétiques du FVIII (23)) ; il s’agit du terme anglais correspondant a

une mutation qui allie simultanément une insertion et une délétion.

Les anomalies d’épissage de 'ARNm (splice site en anglais) et les duplications (4,8% des
mutations enregistrées dans la base de données mondiale des anomalies génétiques du
FVIII (23)) sont également rencontrées. Elles peuvent étre responsables d’hémophilie

sévere, modérée ou mineure.

L’ensemble de ces mutations vont avoir des conséquences variées et déterminer le niveau

de sévérité de la pathologie (Tableau II).

TABLEAU Il : CORRELATION ENTRE LE TYPE DE MUTATION ET LA SEVERITE DE L’HEMOPHILIE A

Types de mutation Prévalence Conséquence(s) de la mutation Sévérité de
(23) I’lhémophilie A
associéee
Inversion de I'intron 22 23% Transcription incompléte Sévere
Inversion de I'intron 1 Sévere
Délétion ou insertion 23,2% dans Désorganisation du géne Sévere
étendue le cas des
Délétion ou insertion de deletions Décalage du cadre de lecture et/ou Sévere ou
. . 1,69 - , -
petite taille 6% pour apparition d’'un codon stop et donc modérée
les . , . .
formation d’une protéine tronquée
insertions
Mutations ponctuelles :
Faux-sens 66,5% Remplacement d'un acide aminé Modérée ou
mineure
Non-sens Création d’'un codon stop Séveére

aboutissant a la formation d’'une

protéine tronquée
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V. Le facteur VIII

1. Synthése et structure protéique

Le facteur VI, également appelé « facteur anti-hémophilique A », est une protéine

plasmatique complexe de 2332 acides aminés qui se divise en différents domaines (19,28) :

- Trois domaines « A » (A1, A2 et A3) comportant environ 330 acides aminés chacun.

Ces domaines présentent une homologie de séquence entre eux et une homologie
de structure avec le FV et la céruloplasmine, une protéine plasmatique de transport
du cuivre (29).

- Un domaine « B » central d’environ 980 acides aminés. Ce domaine n’est pas connu

pour avoir des homologues de structure et n’intervient pas dans les fonctions
procoagulantes du facteur VIII (30). Il comporte en revanche la majorité des sites de
glycosylation, qui ont notamment un réle dans la conformation intracellulaire de la
protéine et dans son cheminement dans la voie de sécrétion (31).

- Deux domaines « C » (C1 et C2) qui sont plus petits, comprenant environ 150 acides

aminés chacun. Ces domaines présentent une homologie entre eux, avec le FV ainsi
gu'avec des protéines liant les phospholipides (PLs) (28). Les domaines C ont donc
potentiellement un réle dans les interactions FVIII/PLs. lls seraient également

nécessaires a la liaison au VWF (32).

La séquence primaire de ces domaines peut étre schématisée de la maniére suivante : A1-
A2-B-A3-C1-C2. On retrouve également de petites régions peptidiques acides (a1, a2 et a3)
qui réunissent les domaines les uns avec les autres (Figure 6). Ces régions acides
joueraient un role important dans linteraction du FVIII avec certaines protéines

plasmatiques, en particulier la thrombine et le FXa, qui sont essentiels a son activation.

La synthése du FVIII se fait principalement dans le foie mais d’autres sites de synthése,
notamment le rein ou la rate, sont également possibles (33). Celui-ci est synthétisé sous la
forme d’'un précurseur polypeptidique de 2351 acides aminés, comprenant un peptide signal
de 19 acides aminés qui sera clivé par des protéases plasmatiques lors de la sécrétion. La
protéine mature est composée de 2332 acides aminés et son poids moléculaire est d’environ
285 kDa.

Le FVIII est sécrété dans le plasma sous la forme d’un hétérodimére (Figure 6) par clivage
au sein du domaine B. Cet hétérodimére est composé d’une chaine lourde et d’'une chaine
légére, reliées entre elles par des liaisons ioniques divalentes (cuivre, calcium ou

manganése) entre les domaines A1 et A3. La chaine lourde comporte les domaines A1-A2-B
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de taille moléculaire variable, comprise entre 90 et 210 kDa, selon la taille du fragment de
domaine B clivé par les protéases, tandis que la chaine légére comporte les domaines A3-
C1-C2 pour une taille moléculaire constante d’environ 80 kDa. Le FVIII n'est que trés peu
sécrété dans le plasma humain, sa concentration plasmatique est comprise entre 0,1 et 0,2
pg/mL (34).
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FIGURE 6 : LES ETAPES DE TRANSFORMATION DU FVIII DE SA STRUCTURE PRIMAIRE A SA FORME ACTIVEE (35)

2. Un bref rappel sur ’lhémostase

Un bref rappel sur 'hémostase (Figure 7) est nécessaire, puisqu’il va nous permettre de

mieux comprendre le rle du FVIII et la problématique de la pathologie.

La formation d’'un caillot au niveau d'une bréche vasculaire résulte du fonctionnement
harmonieux d’'un ensemble de phénomeénes physiologiques : 'hémostase. Le processus de

I’hémostase se divise en trois étapes initiées simultanément (36) :

- L’hémostase primaire qui correspond aux interactions entre la paroi vasculaire, les

plaguettes et des protéines plasmatiques, principalement le VWF. Elle aboutit a
'obturation de la bréche vasculaire par un agrégat plaquettaire. Les principales
étapes sont la vasoconstriction, 'adhésion et 'agrégation plaquettaires.

- La coagulation ou hémostase secondaire qui aboutit a la formation du réseau de

fibrine insoluble. C’est cette étape que nous allons développer ici.
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La fibrinolyse qui est un processus enzymatique permettant de résorber le caillot de

fibrine formé.
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FIGURE 7 : SCHEMA SIMPLIFIE DE L’HEMOSTASE (36)

La coagulation permet la consolidation du thrombus plaquettaire formé lors de 'hémostase

primaire, grace a une « cascade » de réactions enzymatiques réalisées par des facteurs de

la coagulation. Elle aboutit a la formation de thrombine correspondant a 'enzyme clé de la

production de fibrine. Le processus de coagulation est représenté dans le schéma ci-dessus

(Figure 7).

Il se décompose en trois phases (37) :

Une phase d'initiation qui va conduire a la formation de faibles quantités de

thrombine.

Cette phase est dépendante du facteur tissulaire (FT), dont I'exposition a la surface
des cellules du sous-endothélium (fibroblastes, cellules musculaires lisses) est le
point de départ de la coagulation. Celui-ci se lie au FVII circulant formant le «
complexe ténase extrinséque », qui active a son tour le FX et le FIX. Le FXa active la
prothrombine (FIl) permettant la génération d’une faible quantité de thrombine a la

surface des cellules exprimant le FT.
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- Une phase d’amplification qui aboutit a 'accumulation de facteurs de coagulation
activés a la surface des plaquettes et a I'accélération du processus de la coagulation.
La thrombine générée en faible quantité lors de I'étape précédente va amplifier sa
propre production en activant les cofacteurs VIl et V, le FXI et les plaquettes. Elle va
également permettre la dissociation du complexe FVIII — vVWF.

- Une phase de propagation qui aboutit a la formation d’'une grande quantité de

thrombine induisant la formation d’un caillot stable.

La formation du « complexe ténase intrinseéque », par liaison du cofacteur Vllla au
FIXa, entraine l'activation du FX. Ce qui permet I'assemblage du « complexe
prothrombinase », formé du cofacteur Va et du FXa. Ce complexe va activer la
prothrombine en thrombine en quantité trés importante. C’est ce pic de thrombine qui
permet une transformation massive du fibrinogéne, son principal substrat, en
monoméres de fibrine. La polymérisation et la stabilisation de ces monomeéres de

fibrine seront ensuite effectuées par le facteur Xlll activé (FXIllla).

Il est important de rappeler que le processus de coagulation est régulé par un systéme
anticoagulant, qui comporte principalement trois systémes inhibiteurs : I'antithrombine (AT),
l'inhibiteur de la voie du FT (TFPI pour « tissue factor pathway inhibitor ») et la voie de la

protéine C - protéine S.

3. Le role du FVIIl dans ’hémostase
(34)

Le mécanisme de 'hémostase énoncé précédemment permet d’identifier le réle du FVIII
dans la coagulation. Celui-ci intervient en tant que cofacteur du FIXa dans le « complexe
ténase intrinséque » permettant I'activation du FX. Il permet d’accélérer 105 a 106 fois le
pouvoir catalytique du FIXa. En 'absence de FVIII, la formation de FXa est insuffisante, d’'ou
une génération de thrombine moindre retardant la formation du caillot. Le saignement est
donc dd a un défaut d’amplification de la génération de thrombine, notamment dans les
tissus ou le facteur tissulaire est peu abondant comme les articulations, et ou I'amplification
par la ténase intrinséque est primordiale. On comprend a présent pourquoi la coagulation est

considérablement ralentie chez le patient hémophile.
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4. Son interaction avec le facteur Willebrand (vVWF)
(34,38)

Le facteur Willebrand a deux fonctions principales, essentielles au bon déroulement de
I'némostase : il favorise 'adhésion et I'agrégation plaquettaires lors d’'une lésion vasculaire et
assure le transport du FVIII dans la circulation sanguine. C’est cette derniére fonction qui
nous intéresse ici. Plus de 90% des FVIII sécrétés se lient de fagon non covalente au VWF
(28). Les régions impliquées dans cette liaison se trouvent au niveau de la chaine l1égére du
FVIII : la région a3 et une ou plusieurs régions des domaines C1 et C2. La formation du
complexe VWF-FVIII est cruciale pour maintenir un taux plasmatique en FVIII stable. En
effet, cette complexation le protége non seulement de l'effet inactivateur de la protéine C
activée mais aussi de I'effet activateur du FXa (39,40) et limite sa clairance en empéchant sa
capture par les cellules. De plus, la liaison au VWF prévient l'intégration prématurée du FVIII
dans le « complexe ténase intrinséque ». C’est donc grace a sa liaison avec le VWF que le
FVIII peut atteindre une demi-vie comprise entre 10 et 16 heures (14). Le VWF ne protége
cependant pas le FVIII de I'effet protéolytique de la thrombine, qui va entrainer une rupture
de la liaison entre le FVIII et le VWF et aboutir a une activation du FVIII. Le FVIII activé se
présente sous la forme d'un hétérotrimére de séquence A1/A2/A3-C1-C2, aprés suppression
du domaine B et clivage entre les domaines A1 et A2 (Figure 6). Il peut étre activé soit par la
thrombine, soit par le FXa. La compréhension de la relation entre le FVIII et le VWF in vivo
est importante puisque, comme nous le verrons par la suite, certains concentrés utilisés
dans le traitement substitutif de I’hémophilie A ont la particularité d'étre enrichis a la fois en
FVIIl et en VWF (FVIIIIVWEF) (Partie 2, 1, 4, F).
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PARTIE 2 : LE TRAITEMENT
SUBSTITUTIF DE L’HEMOPHILIE A
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. Son évolution d’hier a aujourd’hui

Jusqu’au milieu du XX*™ siécle, les patients atteints d’'une hémophilie sévére étaient voués
a une qualité de vie médiocre et a une espérance de vie bien plus faible que la moyenne, du
fait de I'absence d’un traitement réellement efficace. En effet, leur espérance de vie était
estimée a 11 ans en 1840 (41). Elle est passée a 25 ans dans les années 60 (14) avec
I'arrivée des cryoprécipités puis a 60 ans dans les années 80 (42) jusqu’a devenir quasiment
comparable a I'espérance de vie de la population générale, grace aux traitements substitutifs
actuels.

Etant donné le caractere hémorragique de la pathologie, ce n’est pas surprenant que la
transfusion de sang total puis de plasma a été la premiere piste de traitement de
’hémophilie. Les traitements substitutifs a proprement parler ont été mis en place avec les
méthodes de fractionnement du plasma et se caractérisent aujourd’hui par l'utilisation de
concentrés de FVIII de tres haute pureté. Les concentrés issus de techniques de génie
génétique ont ensuite été développés, on parle de facteurs recombinants. Par ailleurs, les
FVIII a demi-vie prolongée ont récemment fait leur apparition sur le marché des facteurs
recombinants, Elocta® (efmoroctocog alfa) étant le premier a avoir obtenu une autorisation
de mise sur le marché en Europe en novembre 2015 (43). Actuellement, les facteurs anti-
hémophiliques plasmatiques et recombinants ont tous deux leur place dans la stratégie

thérapeutique.

Il est important de souligner que la desmopressine, découverte en 1977, constitue le
traitement de choix des patients atteints d’'une hémophilie A modérée. Il s’agit d’une
molécule d’origine synthétique qui permet d’augmenter la concentration plasmatique du FVIII
et du vWF. Son utilisation permet d’éviter, ou au moins de réduire, le recours aux concentrés
de FVIII a risque infectieux et immunogéne (44).

La prise en charge thérapeutique actuelle de I'hnémophilie A sévere est essentiellement
basée sur le traitement substitutif, a savoir I'administration par voie intraveineuse du facteur
de la coagulation déficitaire : le FVIII. L'objectif est de continuer & améliorer la qualité de vie

des patients, tout en gardant un codt acceptable quant a la prise en charge de la pathologie.
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FIGURE 8 : HISTORIQUE ET EVOLUTION DU TRAITEMENT DE L'HEMOPHILIE A (41)

1. La transfusion de sang total et de plasma

(44-47)

En 1840, Samuel Armstrong Lane a réalisé avec succés la premiére transfusion de sang
total chez un gargon de 11 ans dont les antécédents hémorragiques laissent a penser qu'il
était atteint d’hémophilie (48). Cependant, cette technique est a l'origine de nombreux
échecs et n'apparait donc pas comme un traitement de choix de ’hémophilie. C’est grace
aux travaux de Karl Landsteiner ayant permis la mise en évidence des groupes sanguins en
1900-1901 (49) et la réalisation des tests de compatibilité par Ottenberg et Kaliski en 1913

(50) que d’énormes progres ont été possibles dans ce domaine.

Quelques années plus tard, en 1925, une publication du journal The Wiener klinische
Wochenschrift décrit un raccourcissement du temps de coagulation de patients atteints
d’hémophilie par la transfusion de plasma (51). Puis, en 1936, les chercheurs Patek et
Taylor de l'université d’Harvard prouvent qu’ils peuvent corriger 'anomalie de coagulation de
I’'hémophilie en ajoutant une substance extraite du plasma, qui fut nommée « globuline anti-
hémophilique » (52,53). La fraction plasmatique riche en facteurs anti-hémophiliques a pu
étre isolée par le biochimiste Edwin Joseph Cohn et son équipe grace a la mise en place de
la premiére méthode de fractionnement du plasma sanguin par I'éthanol en 1946 (54).

Suivant les travaux du groupe de Cohn, différentes techniques de fractionnement ont été
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développées en Angleterre par les chercheurs Kekwick et Wolf (55), en France par Jean-
Pierre Soulier et son équipe (56) et en Suéde par Margareta Blomback et al. (57), amenant
en 1958 au développement du premier modéle de traitement prophylactique de 'némophilie
en Suede (58) (Partie 2, |, 6, A, a). Il est important de souligner que les premiéres fractions
anti-hémophiliques ne sont pas produites dans des quantités suffisantes pour pouvoir en
faire un traitement de choix de la pathologie. Parallelement, dans les années 50, des
« globulines anti-hémophiliques » sont produites a partir de plasma d’origine animale,
notamment bovine (59), mais leur utilisation n’est pas généralisée du fait de 'immunogénicité

de ces produits.

Le traitement de 'hémophilie se réduit a la transfusion de sang total jusqu’au développement
des méthodes transfusionnelles, durant la Seconde Guerre mondiale, qui vont amener a une
évolution des techniques de fractionnement du sang total et a la production de plasma a
usage thérapeutique. Le plasma, soit frais, soit frais congelé, va donc étre préférentiellement
utilisé jusqu’au début des années 60. On retrouve une contrainte majeure a ce traitement : la
faible concentration en FVIII nécessitant 'administration d’'un volume important de plasma ou
de sang, avec un risque d’hypervolémie. L’appareil circulatoire des patients victimes d’'une
hémorragie sévére devenait surchargé avant méme qu’une quantité suffisante de FVIII ne
puisse étre administrée. De plus, le traitement de 'hémophilie se limitait uniquement aux
épisodes hémorragiques. Du fait de la pauvreté des solutions thérapeutiques disponibles, la
majorité des hémophiles sévéres mouraient trés jeunes des suites d’un traumatisme ou

d’une opération.

2. Les cryoprécipités
(44,57,59)

C’est en 1964 que le docteur Judith Graham Pool fait une découverte qui va révolutionner le
traitement de 'hémophilie. Elle montre que le « cryoprécipité », a savoir la fraction restant
insoluble aprés que le plasma fraichement congelé soit remis a 4°C, contient une grande
quantité de FVIII (60). Il s’agit de l'une des plus grandes avancées thérapeutiques de
I’'hémophilie, puisque son utilisation va permettre de traiter les hémorragies sévéres par
I'injection de volumes relativement faibles de produit. Le cryoprécipité est en effet beaucoup
plus riche en FVIII que le sang frais ou le plasma et donc beaucoup plus efficace. Son

utilisation va étre largement généralisée jusque dans les années 70.

Les cryoprécipités présentent cependant des inconvénients majeurs tels que le faible degré

de pureté et le manque de spécificité. En effet, ils contiennent également d'autres protéines
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plasmatiques, notamment du fibrinogéne et de la fibronectine. Leur tolérance est souvent
mauvaise, d’'ou la survenue fréquente de réactions allergiques (prurit, fiévre, urticaire...)
pouvant avoir des conséquences graves. Ces réactions justifient que 'administration de
cryoprecipités soit réservée au milieu hospitalier. Un autre inconvénient majeur de cette

méthode provient de I'absence d’inactivation virale.

Il faut savoir que les cryoprécipités sont encore utilisés de nos jours dans certains pays en
développement qui, par manque de moyens financiers, n‘ont pas d’autre option possible.
Leur utilisation n’est cependant pas recommandée dans le traitement de 'hémophilie et se
justifie uniquement lorsque les concentrés de facteurs de coagulation ne sont pas

disponibles.

3. Les premiers concentrés lyophilisés de FVIII
(44,59,61-64)

Les concentrés de FVIII se sont développés a la fin des années 60 (65,66). lls sont issus de
la purification de cryoprécipités par le biais de méthodes chromatographiques. Des
concentrés lyophilisés de pureté dite «intermédiaire » vont étre produits et seront
amplement utilisés sur le territoire frangais jusqu’au milieu des années 80 (47). lIs traduisent
une avancée considérable par rapport aux cryoprécipités, du fait de leur teneur supérieure
en facteurs de la coagulation dans un volume de liquide moindre. La forte activité de ces
concentrés liée a un faible volume d’administration a entrainé une amélioration importante
de l'efficacité du traitement, permettant la prise en charge rapide des hémorragies et donc la
réduction des dommages articulaires et musculaires sous-jacents. De plus, les opérations
chirurgicales deviennent possibles afin de corriger ou de minimiser les séquelles articulaires
et/ou musculaires. Celles-ci étaient fréquemment rencontrées chez les patients non ou
insuffisamment traités, suite aux épisodes hémorragiques n’ayant pas pu étre correctement

pris en charge (63, 64).

L’utilisation des concentrés lyophilisés de FVIII représente le progrés majeur du traitement
moderne de 'hémophilie par la possibilité de mise en place du traitement a domicile, par les
patients eux-mémes ou par le personnel soignant. Sa présentation sous la forme de poudre
lyophilisée, pouvant étre réfrigérée puis reconstituée dans un solvant et injectée au besoin, a

permis une amélioration considérable de la qualité de vie des patients hémophiles (46).

La mise en place des concentrés de FVIII est également a l'origine du développement de la
pratique prophylactique (Partie 2, |, 6, A, a) chez les patients atteints d’hémophilie A sévére,

dans certains pays. Elle se traduit par I'administration réguliere de FVIII dans le but de
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prévenir plutdt que de traiter les événements hémorragiques, afin notamment de limiter la

survenue d’une arthropathie (46).

L’inconvénient majeur de ces concentrés concerne I'absence d’inactivation virale lors de leur
fabrication. Cela va avoir des conséquences tragiques au sein de la « communauté

hémophile ».

4. Les concentrés de haute a trés haute pureté ayant subi des étapes

d’inactivation virale

A. Le contexte historique a I’origine de la mise en place de ces concentrés
(57,58,61,63,67,68)

Le début des années 80 est marqué par un événement tragique mettant fin a 'optimisme lié
a l'utilisation des concentrés de FVIII d’origine plasmatique. Les pools de plasma a l'origine
de ces concentrés, provenant du mélange de plusieurs milliers de dons de sang, a rendu
possible la diffusion massive d’agents infectieux jusque-la non détectés chez les donneurs.
Trois virus transmis par ces produits ont eu des conséquences majeures chez les
hémophiles : le virus de I'hépatite B (VHB), le virus de I'hépatite C (VHC) et le virus de

I'immunodéficience humaine (VIH).

Ainsi, avant l'apparition des premiers produits chauffés en France en 1985, plus d’un tiers
des patients hémophiles ont été contaminés sur le territoire francais. 60 a 80% des patients
atteints d’'une hémophilie sévere ont été touchés en Europe et aux Etats-Unis (67). La
premiére description d’infections caractéristiques d’une immunodéficience a été faite aux
Etats-Unis en 1982, chez trois patients atteints d’'une hémophilie A (69). Ce n’est qu’a la fin
de 1983 (70) et au début de 1984 (71) que des virus ont été isolés chez des patients atteints
du SIDA (Syndrome d'Immunodéficience Acquise), mais I'évidence absolue qu’ils étaient la
cause de la pathologie n'a pas été définie avant la fin de 'année 1984 (46). Le SIDA est
responsable du déces de milliers de patients hémophiles dans les années 80 et 90 (63), du
fait de I'absence de traitements réellement efficaces. Ce n’est qu’au milieu des années 90
(46) que la thérapie antirétrovirale a permis de controler I'évolution de la pathologie,
permettant d’apporter une qualité de vie acceptable et d'augmenter I'espérance de vie des

malades.

Le virus de I'hépatite C, identifié en 1989 (72), se retrouve également chez la quasi-totalité
des patients traités par ces concentrés. Prés de la moitié d'entre eux ont développé une

hépatite C chronique, caractérisée par ['élévation plus ou moins persistante des
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transaminases et la présence du virus dans le sang. Cependant, du fait de I'évolutivité lente,
les conséquences a long-terme de linfection par le VHC (cirrhose, carcinome hépato-
cellulaire) n’étaient pas connues a I'époque. La grande majorité des patients étaient

asymptomatiques (46).

En ce qui concerne le virus de I'hépatite B, la plupart des hémophiles qui ont eu recours de
maniére réguliére aux concentrés plasmatiques non soumis aux méthodes d’inactivation
virale ont été infectés, avant que soit mise en place la stratégie de vaccination systématique
au début des années 90 (47).

Suite a ce drame du sang contaminé, la sécurité des produits dérivés du sang devient une
priorité absolue pour le présent et I'avenir, menant au développement de différentes
techniques de sécurisation virale. Dans le cas des concentrés de FVIII, la réduction du
risque viral débute par la sécurisation du don du sang pour assurer la sécurité de la matiére
premiére et se poursuit par la mise en place d’'une succession d’étapes de purification,

d’inactivation et d’élimination virales au cours du procédé de fabrication.

B. La sécurisation du don du sang

La matiere premiére des concentrés plasmatiques étant le plasma issu du don du sang, la
nécessité de sécuriser cet acte s’avere indispensable. La sécurisation du don du sang
s'impose au cours de l'année 1983, marquée par l'accumulation de preuves d’une
transmission du VIH par le sang, avant méme qu’il ne soit identifié (73). Celle-ci passe par la
qualification du don comprenant la sélection médicale des donneurs, les analyses
biologiques et la réalisation de nombreux tests de dépistage de maladies transmissibles
effectués sur le don. Seuls les dons de plasma répondant a I'ensemble des critéres de
sécurité sont utilisés pour la fabrication des concentrés plasmatiques. Une directive
européenne, parue en 2003, établit les « normes de qualité et de sécurité pour la collecte, le
contréle, la transformation, la conservation et la distribution du sang humain, et des
composants sanguins » (74). En fonction du pays d’origine, le don peut étre rémunéré ou

bénévole. Sur le territoire francgais, il s’agit obligatoirement d’'un acte bénévole.

En France, 'EFS (Etablissement Francais du Sang) est I'unique acteur national chargé de la
collecte, de la qualification et de la distribution des produits sanguins labiles (PSL) issus des
dons. Ces PSL correspondent notamment au sang total, au plasma et aux cellules
sanguines d'origine humaine, a savoir les concentrés plaquettaires (CP) et les concentrés de
globules rouges (CGR). 90 % du plasma prélevé est utilisé pour la production de

médicaments dérivés du sang (MDS) ou produits sanguins stables, et seulement 10 % sont

43



utilisés pour les transfusions dites « thérapeutiques » impliquées dans la prise en charge des
hémorragies (accident, accouchement, opération chirurgicale) et de certaines maladies du
sang telles que les leucémies (75). Les concentrés plasmatiques de FVIII, assimilés aux
MDS depuis 1989 (76), nécessitent 'obtention d’'une autorisation de mise sur le marché pour
étre commercialisés. Le Laboratoire francais du Fractionnement et des Biotechnologies
(LFB), créé en 1993 (77), est le seul autorisé a fabriquer des MDS a partir du « plasma pour

fractionnement » en France.

a. La qualification du donneur

(78)

En France, la qualification du donneur doit répondre a des critéres de qualité et de sécurité.
En application de la loi du 4 janvier 1993 (79), les normes publiées par l'arrété du 22
septembre 1993, relatif aux bonnes pratiques de prélévement, permettent notamment de

définir les conditions de sélection des donneurs par rapport a différents critéres :

- Lage: 18 a 70 ans pour le don de sang.

- Le volume de prélévement : 420 4 480mL de sang.

- Lafréquence des dons : une femme peut donner son sang au maximum 4 fois par an

et un homme 6 fois, en respectant un délai d’au moins 8 semaines entre deux dons
du sang.

- Les contre-indications permanentes ou temporaires : elles relévent du principe de

précaution, basé sur la compréhension des mécanismes de transmission des agents

pathogénes, et sont réactualisées en fonction de I'évolution des connaissances.

Les contre-indications permanentes regroupent les infections transmissibles par le sang
(hépatites virales, syphilis, infection par le VIH, paludisme...), les situations d’exposition a
des agents transmissibles non détectables comme le prion (séjours de plus d'une année
cumulée au Royaume-Uni entre 1980 et 1996, traitement par hormone de croissance avant
1989, antécédent familial de maladie a prion, antécédent de greffe de cornée ou de dure-
mere, antécédent de chirurgie de I'encéphale ou de I'ceil avant avril 2001). Celui-ci est
responsable d’'une maladie dégénérative du SNC d’évolution fatale : la maladie de
Creutzfeldt-Jakob. Un antécédent de transfusion ou de greffe, d'usage de drogues par voie
intraveineuse ou intramusculaire, du fait d’'un risque potentiel d’exposition a un agent

infectieux, constituent également des contre-indications permanentes.

Les contre-indications temporaires, se justifiant par un risque d’exposition récent a un agent

infectieux, sont rencontrées dans les situations suivantes : un séjour dans un pays en
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situation épidémique par rapport a des agents transmissibles par le sang (Chikungunya,
Zika, ...), une relation sexuelle avec un nouveau ou plusieurs partenaires différents au cours
des 4 derniers mois, un rapport sexuel avec un autre homme au cours des 12 derniers mois
dans le cas des HSH (Hommes qui ont eu des relations Sexuelles avec des Hommes) selon
I'arrété du 5 avril 2016 (80), ...

Un examen médical du donneur, comprenant un entretien et un examen clinique, précéde le
don. L’entretien permet d’évaluer la présence de facteurs de risque potentiels par la
connaissance du mode de vie, des éventuels voyages ou encore de I'histoire médicale du
donneur, a la recherche d’éventuelles contre-indications au don. L'examen clinique va
permettre d’évaluer I'état de santé général de la personne, notamment par rapport a la
présence de signes évocateurs d’'une infection justifiant une contre-indication temporaire au
don. L’entretien et 'examen médical constituent un premier « verrou de sécurité » (81) dans
le processus de sécurisation du don. lls conduisent a la sélection de donneurs apportant le

maximum de garanties vis-a-vis de la non-exposition a un risque de contamination virale.

b. La qualification biologique du don

(14,68,74,83)
La qualification biologique s’applique a chaque don, qu’il soit issu d’'un nouveau donneur ou
d’'un donneur plus régulier. Elle consiste a effectuer une série de tests sérologiques

permettant le dépistage d’une infection présente ou passée.
Les marqueurs viraux systématiquement recherchés en France sont :

- L’antigéne HBs, marquant la présence du virus de I'hépatite B, ainsi que les anticorps
anti-HBc, dirigés contre I'antigéne de core de I'hépatite B, qui sont des marqueurs
indirects du virus.

- Les anticorps anti-VIH-1 depuis 1985 et anti-VIH-2 depuis 19809.

- Les anticorps anti-VHC dont la présence témoigne d’'une contamination par le virus
de I'hépatite C.

- Les anticorps anti-HTLV | et Il qui traduisent la présence du virus HTLV (Human T-
cell lymphotropic virus).

- La sérologie de la syphilis.

- Le dosage des transaminases dont I'augmentation peut révéler un

dysfonctionnement hépatique d'origine virale.
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Depuis 2002, le dépistage de 'ARN du VIH-1 et du VHC, par des techniques d’amplification
génique (PCR pour Polymerase Chain Reaction ou TMA pour Transcription Mediated
Ampilification) sur des mini-pools (8 a 24 dons), est devenu obligatoire en France et dans la
plupart des pays industrialisés. L’intérét de cette recherche directe du génome viral est
d’'augmenter les performances de détection et de dépister précocement les sujets
récemment infectés, avant I'apparition des premiers anticorps (fenétre sérologique). On parle

de « dépistage génomique viral » (DGV) (68).

La présence de l'un des marqueurs précédemment cités entraine la disqualification
immédiate du don. La qualification biologique du don concerne la recherche de pathogénes
majeurs pouvant étre détectés par les tests biologiques disponibles. Elle vise a limiter le
risque résiduel qui doit étre réduit ultérieurement par d’autres mesures de sécurisation que

I'on va développer dans la suite du travail.

Il est également important de souligner que le plasma issu des dons doit obligatoirement
subir une leucoréduction depuis avril 1998 (83). Celle-ci consiste a éliminer par filtration la
majeure partie des leucocytes présents dans un produit sanguin, permettant de réduire le
risque infectieux et de contribuer a la sécurité immunitaire. En France, une leucoréduction
spécifique du plasma est réalisée lors de la préparation du plasma pour fractionnement

avant sa congélation (84).

La mise en place d’une phase de quarantaine est un moyen complémentaire pour limiter ce
risque résiduel. Elle consiste a stocker les poches de plasma congelé durant une période
donnée, afin de pouvoir les éliminer aisément suite a la réception d’informations post-don
concernant le donneur. Ainsi, 'autorisation de libérer un plasma issu d’'un individu donné est
accordée dés lors qu’aucune séroconversion n’ait été observée chez le donneur durant un
certain délai aprés sa collecte. Cette pratique a permis de couvrir la « fenétre sérologique »
avant que les tests de détection des génomes viraux ne soient mis en place. Cette phase
d’observation est d’au moins 90 jours au sein du Laboratoire Frangais du fractionnement et
des Biotechnologies (LFB), dans l'attente d’'un second don confirmant la négativité des tests
de dépistage. Ce n’est qu’aprés avoir contrdlé 'ensemble des critéres de conformité que les
unités de plasma congelé peuvent étre fractionnées en différents dérivés (albumine, facteurs

de coagulation, immunoglobulines).
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C. Les méthodes de fractionnement et de purification

a. Les contréles virologiques antérieurs au fractionnement

(14,64,68,83)

Une qualification de la matiére premiére plasmatique par dépistage des virus de I'hépatite A,
B, C, du VIH et du parvovirus B19, grace a des techniques d’amplification génique, est
réalisée avant le fractionnement du plasma. Des contréles virologiques sont réalisés dans un
premier temps sur des mini-pools puis sur le pool, c’est-a-dire sur le lot de plasma issu du
mélange d’un nombre important d’unités. Le contréle virologique postérieur au poolage est
essentiel puisque cette étape représente un risque important de contamination virale. En
effet, la présence d’'une unité infectée peut contaminer 'ensemble du lot. Cette étape de
poolage justifie d’ailleurs la recherche de virus qui ne sont pas systématiquement dépistés
lors des dons, du fait d’'une faible fréquence chez les donneurs, mais qui peuvent se
retrouver concentrés au niveau des pools. C’est le cas du parvovirus B19 et du virus de
I'hépatite A, qui ont d’ailleurs été a 'origine de contaminations de patients hémophiles traités
par des concentrés de FVIII au cours des années 1990 et 2000 (85-87). De plus, ces virus
non enveloppés sont résistants a certains procédés d’inactivation virale. Il est donc important
de les dépister dans les pools de plasma avant leur fractionnement afin de limiter au
maximum leur quantité. Des contréles virologiques sont également effectués en cours de

procédé sur les produits intermédiaires et sur le produit fini.

b. Les étapes de fractionnement du plasma

Le fractionnement consiste a séparer les différentes protéines présentes dans le plasma
(Figure 9). Celui-ci est constitué d’'une centaine de protéines ayant chacune une fonction
propre. De maniére générale, le fractionnement débute par une phase de cryoprécipitation
qui conduit a la formation d’un cryoprécipité (Partie 2, |, 2), contenant notamment le FVIII, le
fibrinogéne et le VWF, et d’'un surnageant qui va permettre d’isoler l'albumine, les
immunoglobulines ou encore le FIX. La cryoprécipitation étant une technique peu spécifique,

elle est toujours suivie par des phases de purification.
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tine, factewr Stuart, factenr antibémophilique B.

FIGURE 9 : LES DIFFERENTES ETAPES DU FRACTIONNEMENT DES PROTEINES PLASMATIQUES (88)

c. Les procédés de purification

Le cryoprécipité va étre soumis a différentes techniques de purification basées sur des
méthodes chromatographiques. Celles-ci vont permettre de séparer sélectivement les
protéines présentes et de pouvoir isoler au maximum le FVIIl des autres protéines. Le VWF,
de par son réle de stabilisateur naturel du FVIII (Partie 1, V, 4), est le seul « contaminant »
toléré. Les concentrés de FVIII ont des degrés de pureté variables, appréciés par leur
« activité spécifique » (AS). L'AS représente le rapport entre 'activité du FVIII, exprimée en
unités internationales (Ul), et la quantité de protéines totales de la solution (mg). Jusqu’au
milieu des années 80, les concentrés étaient de pureté dite « intermédiaire », leur activité
spécifique variait entre 1 et 50 Ul/mg, du fait de la présence d’autres protéines plasmatiques
(VWF, fibrinogéne, fibronectine, immunoglobulines...). La fin des années 80 est marquée par
I'apparition de concentrés de FVIII humain de haute (AS comprise entre 50 et 100 Ul/mg) a
trés haute pureté (AS supérieure ou égale a 100 Ul/mg), produits a I'échelle industrielle. Ces
concentrés de trés haute pureté ne contiennent plus que des traces des autres protéines

plasmatiques, le VWF étant le « contaminant » principal (47,89).

48



Les procédés de purification participent aussi a I'élimination virale. Ce degré d’élimination est
cependant insuffisant, il est donc nécessaire de compléter ces procédés par des méthodes

spécifiques d’inactivation et d’élimination virales.

On distingue différentes techniques chromatographiques selon le support et le tampon

d’élution utilisés.

i La chromatographie par échange d’ions

Dans cette technique, la séparation résulte de 'échange des protéines ionisées avec les ions
de la solution tampon, qui vont neutraliser la charge des groupements échangeurs d’ions
(anioniques ou cationiques) se trouvant sur la phase stationnaire. Les ions de la solution
tampon remplacent ainsi les protéines qui sont alors éluées sélectivement. Cette technique
permet la séparation du FVIII et du fibrinogéne des immunoglobulines, aboutissant a un

concentré de FVIII de trés haute pureté (14).

ii. Lachromatographie d’immuno-affinité

(14)

Cette technique se base sur linteraction entre des molécules liées de fagon covalente au
support de chromatographie, a savoir des anticorps monoclonaux, et les protéines
plasmatiques voulues. Le produit obtenu présente une activité spécifique initiale trés élevée,
de l'ordre de 2000 a 3000 Ul/mg (47). Cependant, une adjonction ultérieure d’albumine
humaine est généralement nécessaire, du fait de la faible stabilité des concentrés de FVIII,
ce qui diminue considérablement 'AS du produit final. De plus, une petite quantité
d’anticorps monoclonaux peut se retrouver dans le produit final. Ceux-ci peuvent
potentiellement étre responsables d’'une immunisation du patient et d’'un risque de réaction
allergique lors d’injections répétées. L'ajout d’'une deuxiéme étape de purification par

chromatographie échangeuse d’ions favorise I'élimination de ces anticorps.

iii. ~Lachromatographie d’exclusion ou de filtration sur gel
(14,47)
La chromatographie d’exclusion repose sur la différence de taille moléculaire entre les
différents composés d’une solution. La séparation s’effectue selon le diamétre des pores de
la phase stationnaire et la taille des composés. Cette technique ne s’utilise que lorsque la

taille des protéines est trés différente.
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D. Les méthodes d’élimination et d’inactivation virales des concentrés

plasmatiques de FVIII
(63,68,82)

Les techniques d’inactivation et d’élimination virales ont rapidement été développées par les
industriels dés le milieu des années 80, en réaction a l'affaire du sang contaminé. On
retrouve des méthodes physiques (traitements thermiques et nandfiltrations) et chimiques
(traitements par solvant-détergent). Ces techniques sont intégrées dans les phases de
fabrication des facteurs anti-hémophiliques, de préférence en fin de procédé de préparation.
Elles peuvent aussi étre appliquées sur le produit fini, dans le cas du chauffage a sec ou de
la nanofiltration. Ces procédés doivent permettre d’obtenir une réduction et une inactivation
virales convenables tout en préservant un niveau de rendement suffisant ainsi que l'intégrité
du principe actif, par souci dimmunogénicité. En effet, la fragilité des produits biologiques
s’oppose a la résistance extréme de certains des agents pathogénes aux différents
traitements physico-chimiques. C’est notamment le cas du parvovirus B19 et du prion

responsable de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (81).

Aucune des techniques actuelles n’est totalement efficace seule, c’est pourquoi plusieurs
méthodes sont couplées au cours du processus de fabrication des concentrés de FVIII. La
plupart des industriels procédent a une double inactivation virale, associant un traitement par
solvant-détergent (SD) a une méthode d’inactivation par la chaleur (47). Une étape
supplémentaire de nandfiltration compléte cette double inactivation virale afin de participer a
I'exclusion des virus de petite taille tels que les virus non-enveloppés. Il s’agit d’'une méthode

d’élimination virale.

La mise en place progressive de I'ensemble de ces mesures d’inactivation et d’élimination
virales, associées aux méthodes de purification et de sécurisation du don du sang, a permis
aux concentrés plasmatiques de FVIII d’atteindre un haut niveau de sécurité virale. Cette
sécurisation va concerner non seulement les agents pathogénes connus, mais parfois aussi,
par anticipation, les agents émergents encore inconnus. Tel a, par exemple, été le cas du
virus de la grippe aviaire ou du virus West-Nile (virus endémique dans le pourtour
méditerranéen, en Europe Centrale et en Amérique du Nord, qui est a I'origine d’'une fievre
brutale pouvant étre associée a des complications neurologiques séveres) pour lesquels il a
pu étre démontré que les procédés de sécurité virale utilisés lors de la fabrication des MDS

étaient efficaces (46).

Cependant, la survenue de quelques cas de transmission d’agents infectieux relatifs a
I'utilisation de concentrés plasmatiques de facteurs anti-hémophiliques, tels que le
parvovirus B19 (86,90) ou le prion responsable d’'une variante de la maladie de Creutzfeldt-
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Jacob (91), doit rappeler qu’il ne faut jamais baisser la garde et qu'il n'est pas possible
d'atteindre une sécurité absolue. C’est dans cette optique que le programme européen
nommé EUHASS (European Haemophilia Safety Surveillance System) a débuté a la fin de
'année 2008 (92). Il s’agit d’un registre de pharmacovigilance dont le but est de surveiller la
tolérance et la sécurité des traitements utilisés chez les patients atteints d’'un désordre

hémorragique héréditaire en Europe.

a. Les méthodes d’inactivation par la chaleur (traitements thermiques)

(14,82,89)

i. Le traitement par chauffage a sec
Ce traitement est généralement réalisé sur le produit fini car il présente 'avantage de ne pas
nécessiter de stabilisants particuliers tout en maintenant une activité biologique acceptable
(85 a 90 %) (82). Ce procédé peut aussi avoir lieu sur une fraction lyophilisée au cours de la
fabrication. C’est au milieu des années 80 que le traitement par chauffage a sec a été mis en
place dans le but d’inactiver le VIH. On avait recours a des températures allant de 60 a 68°C
pendant une durée de 4 jours maximum. Cependant, des cas de contamination par le VIH
ont été rapportés pour les concentrés de FVIII ayant subi un chauffage a sec a 60°C pendant
30 heures ; ces conditions sont insuffisantes pour inactiver le virus (93-95). L'utilisation de
ces concentrés a également été a l'origine de contaminations par les virus responsables
d’hépatites (96—-98), ceux-ci nécessitant d’étre chauffés a des températures plus importantes
et durant une période plus longue pour étre inactivés. Certains concentrés sont chauffés a
80°C pendant 72 heures dans le but de limiter la transmission de ces virus. Actuellement,
cette technique est surtout utilisée en tant que méthode d’inactivation complémentaire,
notamment pour les produits préalablement traités par solvant-détergent (SD) (99). Ces
produits vont étre chauffés pendant 30 minutes, voire 2 heures, dans le but d’inactiver le

VHA. Ces conditions ne sont néanmoins pas suffisantes pour inactiver le parvovirus B19.

ii. La pasteurisation (chauffage en milieu liquide)

La pasteurisation est une technique de chauffage en milieu liquide a 60°C durant 10 heures.
Le complexe plasmatique FVIIIVWF de « pureté intermédiaire » Haemate® P (Humate-P®
aux Etats-Unis) a été le premier concentré pasteurisé a apparaitre sur le marché en 1981 en
Allemagne (100), suivi du concentré de trés haute pureté Beriate® P en 1990 (45). Cette

technique présente une bonne efficacité par rapport a l'inactivation du VIH (101,102) et des
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virus des hépatites (103-105). Des contaminations par le parvovirus B19 ont cependant été
observées (90). Ce processus présente I'inconvénient de dénaturer les protéines. L’ajout de
stabilisants, tels que des sucres ou des acides aminés, est donc nécessaire pour maintenir
la fonction biologique du FVIIl. La pasteurisation est généralement réalisée au cours du
processus de purification, de maniére a ce que les stabilisants puissent étre éliminés par
chromatographie ou ultrafiltration.

iii. Chauffage sous tension de vapeur

La méthode d'inactivation par chauffage sous tension de vapeur consiste a exposer
certaines fractions plasmatiques lyophilisées et préalablement purifiées a des paramétres de
températures (60°C a 80°C), de pression (de 1190 mbar a 1375 mbar) et de durée
(généralement 10 heures) définis. Des cas sporadiques de transmission d'hépatites B ou C
ayant été répertoriés (106,107), ce traitement a laissé place a des techniques d’inactivation

existantes plus sdres.

b. L’inactivation par solvant-détergent (SD)

(14,68,82,89)

La technique par solvant-détergent s'inscrit comme la référence en matiére d'inactivation des
virus enveloppés et constitue la méthode de choix pour de nombreux concentrés
plasmatiques. Elle est autorisée depuis 1987 en France (14). Cette technique inactive les
virus enveloppés par l'action concomitante d’'un solvant organique (Tri-N-butyl phosphate
(TNBP)) et d’'un détergent. Ces produits chimiques vont dégrader de maniére irréversible la
membrane lipidique virale en faisant perdre toute infectiosité aux virus enveloppés tels que le
VIH ou le virus des hépatites B et C (108—112). De par son mécanisme d’action, la méthode
SD n’a pas d’effet sur les virus non enveloppés, tels que le parvovirus B19 (90) et le VHA
(110,113), pour lesquels des étapes plus spécifiques doivent étre introduites. Ce traitement
s’effectue sur 6 heures a des températures de 24 a 37°C. Le solvant et le détergent sont
ensuite éliminés par chromatographie, précipitation ou ultrafiltration. L’inactivation par
solvant-détergent présente de nombreux avantages : une bonne conservation de l'activité
biologique des facteurs, une absence de dénaturation protéique, une bonne efficacité par

rapport aux virus enveloppés et une réalisation industrielle aisée.
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c. La nandfiltration (filtration a 15 ou 35 nm)

(14,68,83,90)

La nanofiltration est un procédé physique de séparation consistant a filtrer un produit via des
membranes de porosité extrémement réduite. Les seuils de filtration sont de 15 ou 35 nm
dans le cas de complexes de haut poids moléculaire, tel que le complexe FVIII/VWF. Ainsi,
toute particule virale de taille supérieure a ces seuils est retenue. Cela permet d’éliminer les
virus de petite taille, incluant des virus non enveloppés tels que le VHA et le parvovirus B19
(114,115). Par ailleurs, des études expérimentales ont montré que la nandcfiltration présentait
une certaine efficacité par rapport a I'élimination des prions (116,117). L'introduction de la
nanofiltration dans les procédés de fabrication des concentrés plasmatiques permet de
compléter les traitements d’inactivation virale dans le but d’améliorer la sécurité vis-a-vis de
virus non enveloppés, insensibles par définition au traitement SD et relativement
thermorésistants (parvovirus). C’est une méthode applicable a une large gamme de virus,
indépendamment de leur structure. La nandfiltration permet également d’assurer un

rendement élevé tout en conservant l'intégrité et I'efficacité des protéines.

d. Avantages et limites des techniques d’inactivation et d’élimination virales

TABLEAU Il : AVANTAGES ET LIMITES DES METHODES D'INACTIVATION ET D'ELIMINATION VIRALES (82)

Méthode d’inactivation et Principaux avantages Limites majeures

d’élimination virales

Chauffage a sec - Reéalisation possible sur le | - Faible efficacité par
produit fini (ajout de stabilisant rapport a l'inactivation de
non nécessaire avec virus résistants a la
conservation dune  activité chaleur dont le parvovirus
biologique acceptable). B19.

- Inactivation possible du VHA. - Perte de 10 a 15% de
lactivité  biologique du
FVIII.

- Controle strict du taux

d’humidité du produit.
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Pasteurisation

Inactivation possible des virus
enveloppés et certains virus non-

enveloppés.

Ajout de stabilisants
nécessaires pour
maintenir  la  fonction
biologique du FVIII, du fait
du pouvoir dénaturant de
la pasteurisation.

Faible

rapport a l'inactivation de

efficacité par

virus résistants a la
chaleur dont le parvovirus
B19.

Chauffage sous tension

de vapeur

Inactivation possible des virus
enveloppés et certains virus non-

enveloppés.

Efficacité  limitée  par
rapport aux VHB et C et
aux virus résistants a la
chaleur.

Processus relativement

complexe.

Solvant-Détergent (SD)

- Efficacité importante par rapport
aux virus enveloppés.
- Relativement facile a mettre en

place.

Inefficacité par rapport aux
virus non enveloppés.
Nécessité d'une étape
d’élimination des agents
d’inactivation
(chromatographie,

ultrafiltration).

Nanofiltration a 15nm

- Procédé d’élimination virale.

- Elimination des virus de petite
taille incluant des virus non
enveloppés tels que le VHA et le
parvovirus B19.

- Rendement excellent.

- Procédé non dénaturant.

Non applicable aux
fractions de trées haut
poids moléculaire.

Codt élevé des filtres.

Nanofiltration a 35nm

- Similaires aux avantages de la
nanofiltration & 15nm.

- Applicable aux fractions de trés
haut poids moléculaire telles

que le complexe FVIII/VWE.

Risque d’élimination
partielle et non totale des
virus de trés petite taille.

Colt élevé des filtres.
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E. La pharmacovigilance
(14,82,89)

La pharmacovigilance est un élément essentiel du dispositif de sécurité sanitaire, mis en
place dés la mise sur le marché du médicament (ou dans le cas d’ATU). Elle est d’'une
grande importance dans le cas des MDS, puisque c’est par ce systéme de surveillance que
peuvent notamment étre notifiés les accidents de transmission d’agents pathogénes. Des
mesures appropriées peuvent alors étre instaurées en conséquence afin d’assurer la
sécurité d'utilisation du médicament; elles peuvent aller jusqu’au rappel de lots.
L’hémovigilance participe également, de maniére complémentaire, a la pharmacovigilance et
a la sécurisation des dérivés plasmatiques. Elle comprend I'ensemble des mesures de
surveillance, de la collecte du sang au suivi des receveurs. Pour se faire, une centralisation
et un échange de données sont effectués entre TANSM (Agence nationale de sécurité du
médicament et des produits de santé) et les EFS. La tracabilité est une notion importante qui
est obligatoirement appliquée dans le cas des MDS. Elle permet d'établir le lien entre le
donneur et le receveur, notamment dans le cas de survenue d’'un événement indésirable de
type infectieux. La signalisation de tout effet indésirable lié a l'utilisation des MDS est

obligatoire.

F. Les concentrés plasmatiques de FVIII disponibles sur le marché francgais

actuel pour le traitement de I’lhémophilie A

TABLEAU IV : LES CONCENTRES PLASMATIQUES DE FVIII DISPONIBLES SUR LE MARCHE FRANGAIS ACTUEL POUR LE
TRAITEMENT DE L'HEMOPHILIE A (14)

FVIII AS Indication(s) Etapes de Etapes Rq
plasma- (Ul/mg) purification d’inactivation
tiques virale
Factane® >100 |- Traitement et prévention des | Adsorption SD, double Présence
hémorragies. sur gel nanofiltration | de VWF,

(118)

. . - En situation chirurgicale. d'hydroxyde | (35 et 15 nm) pas
Fabricant :

d’aluminium, d’ajout de

LFB - Le traitement d'un inhibiteur CEI stabilisant
par induction de tolérance de type

immune (ITI). albumine
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Octanate® >100 | Traitement et prophylaxie des Précipita- SD, Présence
(119) épisodes hémorragiques. tions, CEI chauffage a de VWF,
sec a 100°C pas
Fabricant pendant 30 | d’ajout de
Octaphar- minutes en | stabilisant
ma phase de type
terminale albumine
Voncento® | Environ | « Avis défavorable a Précipita- Traitement Stabilisé
(120) 70 Ul l'inscription sur la liste des tions, CE SD, avec de
avant | spécialités agréées a l'usage chauffage a | I'albumine
Fabricant . R
ajoutde | des collectivités dans sec et
CsL stabili- | l'indication: prophylaxie et filtration en Ratio
Behring . . .
sant traitement des hémorragies profondeur EVIINVWE
chez les patients atteints de 1/2.4
Complexe d’hémophilie A. » (121).
FVIII/VWF L’intérét de ce médicament
dans les ITlI en échec n’est
pas bien documenté.
Pas de place établie dans la
stratégie thérapeutique de
’hémophilie A en France.
Haemate® Entre 2 | ATU nominative en induction | Précipitations | Pasteurisa- Stabilisé
P et6 de tolérance immune (ITI), multiples tion pendant avec de
(122) environ | aprés I'échec d’au moins une 10 heures a | l'albumine
tentative d’ITI chez des 60°C
Fabricant patients atteints d’hémophilie .
csL A sévére (123 Ratio
. sévere (123). FVIINWF
Behring
de 1/2,4.
Complexe
FVIII/IVWF

Les abréviations: CEIl =

d’exclusion, SD = traitement par solvant-détergent.

chromatographie par échange d’ions, CE =

chromatographie
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5. Les facteurs recombinants

A. Le contexte d’apparition et I’évolution de ces facteurs
(44,58,59,62,64,125)

Le clonage du géne du FVIII, réalisé par deux groupes de chercheurs de maniére
indépendante en 1984 (125,126), a permis d'initier la fabrication industrielle de FVIII par des
techniques de génie génétique. Cela a été un réel exploit au vue de la complexité du géne
(Partie 1, IV, 2) et de la protéine (Partie 1, V, 1). La production de protéines recombinantes,
contrairement aux protéines plasmatiques, présente I'avantage de ne pas dépendre de
'approvisionnement en plasma humain. Par conséquent, leur disponibilité quasi-illimitée a
permis de développer le traitement de type prophylactique (Partie 2, |, 6, A, a) dans les pays
développés. Le premier facteur VIII recombinant est injecté a Chapel Hill aux Etats-Unis en
1987 (61), suivi de la premiére publication démontrant I'efficacité de ces produits chez deux
patients atteints d’hémophilie A en 1989 (127). La fabrication des produits recombinants de
« premiére génération » implique l'utilisation de protéines animales dans le milieu de culture
et d’albumine humaine pour stabiliser la formule finale. lls ne peuvent donc pas étre
considérés comme totalement exempts de risque vis-a-vis de la transmission d’'un agent
infectieux. C’est pourquoi de nouvelles générations de produits recombinants, associées a
une restriction de plus en plus importante de l'utilisation d’albumine humaine et de produits
d’'origine animale, ont ensuite été développées. Cette démarche est mise en place afin de
limiter le risque de transmission d’agents infectieux et de réduire le risque d’immunogénicité
des protéines étrangéres (hamster, protéines murines...) impliquées dans la biosynthése et
la purification de ces produits. Les protéines recombinantes possédent une activité
biologique similaire a celle des protéines plasmatiques (128) et représentent actuellement le
traitement substitutif de choix de I'hémophilie A en Europe de I'Ouest (environ 85% du
marché en France (129)) et en Amérique du Nord (44,46). Il y a cependant de grandes
disparités d’approvisionnement au niveau mondial, les pays en développement n’ayant pas

forcément accés a ces produits par manque de moyens financiers (129).

B. Le procédé général de fabrication
(34,58,59,64,89,131,132)

La production de FVIII recombinants s’effectue en introduisant par génie génétique le géne
du FVIII a l'intérieur d’une lignée cellulaire, qui va ensuite sécréter la protéine dans le milieu

de culture afin qu’elle puisse étre isolée par différentes méthodes extractives. Cela nécessite
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d’introduire TADN complémentaire du géne du FVIII, c’est-a-dire la copie de 'ARN messager
mature se présentant sous la forme d’un brin d’ADN dépourvu d’intron, a l'intérieur d’'une
lignée cellulaire par l'intermédiaire d’'un vecteur plasmidique. On parle de transfection. Les
cellules de mammiféres sont préférentiellement utilisées puisque, contrairement aux
bactéries et levures, elles sont capables de synthétiser des protéines complexes fortement
glycosylées et de grande taille, comme le FVIII. Il s’agit soit de cellules ovariennes de
hamster chinois (CHO = Chinese Hamster Ovary cell), soit de cellules de rein de hamster
nouveau-né (BHK = Baby Hamster Kidney Cell), ou plus récemment de cellules rénales

embryonnaires humaines (HEK-293 = Human Embryonic Kidney) (Tableau V).

TABLEAU V : LES LIGNEES CELLULAIRES UTILISEES POUR LA PRODUCTION DES FVIII| RECOMBINANTS

CHO BHK HEK-293
Recombinate®, Advate® X
Kogenate®, Kovaltry® X
ReFacto® X
Helixate® X
NovoEight® X
Nuwiq® X

Dans le cas de Recombinate® et Advate®, '’ADNc du géne du FVIII est associé a celui du
VWF dans le but de faciliter la sécrétion du FVIII recombinant intact par les cellules, en le
stabilisant naturellement par le VWF (131). Celui-ci est ensuite séparé du FVIII lors de la

phase de purification et ne se retrouve pas dans le produit final.

Les étapes de fabrication du FVIII recombinant suivent un schéma bien défini, représenté ci-
dessous (Figure 10). La premiére étape correspond a la transfection du géne d’intérét (géne
du FVIII) dans la lignée cellulaire voulue. Pour permettre la sélection des cellules ayant subi
une transfection stable, un géne de sélection est également ajouté dans le plasmide. Le
géne de sélection le plus frequemment utilisé est celui de la dihydrofolate réductase (DHFR),
une enzyme importante pour la réplication de I'ADN et donc pour la survie des cellules. Ainsi,
la culture cellulaire est réalisée dans un milieu dépourvu de nucléosides ou seules les
cellules exprimant le géne DHFR, et donc le géne du FVIII, survivent. Les cellules
sélectionnées subissent ensuite une phase de propagation et d’expansion dans des

flasques. Une fois qu'un nombre suffisamment important de cellules actives est obtenu, les
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cultures cellulaires sont transférées a lintérieur de bioréacteurs industriels, dans les
conditions optimales pour favoriser la biosynthése protéique. Dans le passé, le sérum foetal
bovin était principalement utilisé pour permettre la multiplication cellulaire du fait de sa
richesse en facteurs nutritionnels et en facteurs de croissance essentiels au développement
des cellules. Cependant, du fait d’un risque potentiel de transmission d’agents infectieux tels
que le prion, la plupart des cultures cellulaires sont a présent réalisées dans des milieux
dépourvus de sérum (130). Le facteur VIII, qui a été sécrété par les cellules, est ensuite isolé

du milieu de culture par le biais de différentes étapes d’extraction et de purification.

% %‘f—z; Transfection
R =
Isolement du .
géne humain Plasmide
-
ﬁ* Vecteur d’expression
V Banque decellules Banque de cellules (cellule CHO ou
de travail (BCT) souches (BCS) BHK)
Fermenteur - Stabilisation (albumine,
(milieu de culture) ] polysorbate)
Purification Sténlisation 0,22 pm
(filtrations,

chromatographies) % Inactivation virale

Figure 6 : Fabrication des facteurs antihémophiliques recombinants.

FIGURE 10 : LES DIFFERENTES ETAPES DE LA FABRICATION DES FVIII RECOMBINANTS (14)

C. Le processus de purification
(14,34)

Le processus de purification est un élément clé de la fabrication des molécules
recombinantes. || permet d’isoler les protéines d’intérét et d’éliminer au maximum les
impuretés liées au produit (protéines dégradées, fragments) ainsi que celles liées au
processus de fabrication (débris de cellules, composants du milieu de culture, ADN et
protéines humaines ou animales...) et méme de purification (immunoglobulines murines,
peptides de synthése ...). Le procédé de purification débute toujours par une étape dite de
« clarification » correspondant a une filtration et/ou une centrifugation du milieu de culture.

Cela va permettre de séparer les cellules et débris cellulaires en suspension des protéines
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d’'intérét sécrétées. Plusieurs étapes de purification, d’inactivation et d’élimination virales

sont associées et participent a la minimisation du risque infectieux.

Les méthodes utilisées sont similaires a celles retrouvées pour les produits d’origine

plasmatique (Partie 2, 1, 4, C, c) :

- La chromatographie d’'immuno-affinité

C’est I'étape la plus cruciale du processus de purification. Elle va permettre d’extraire
sélectivement le FVIII recombinant par liaison a des anticorps monoclonaux ou des
ligands polypeptidiques de synthése speécifiques (Partie 2, I, 5, E, c¢) fixés sur la
colonne. La majorité des protéines et des molécules d’ADN qui dérivent des cellules
hétes vont rester dans I'éluat et étre éliminées.

- La chromatographie par échange d’ions

La chromatographie par échange d’anions permet de se débarrasser de la plupart
des protéines issues du milieu de culture, d'une partie des molécules d’ADN des
cellules hétes mais aussi, dans certains cas, des anticorps murins qui auraient pu se
détacher de la colonne d'immuno-affinité.

La chromatographie par échange de cations permet de fixer le FVIII et d’éluer les
impuretés.

- La chromatographie d’exclusion ou de filtration sur gel

Cette méthode n’est employée que si les protéines a séparer ont des tailles trés

différentes.

Comme dans le cas des concentrés d’origine plasmatique (Partie 2, |, 4, D), la technique par
solvant-détergent (SD) et la nanofiltration sont les méthodes d’inactivation/élimination virales

les plus utilisées.

D. Le contréble de la qualité
(14,132-134)

Le contrble de la qualité est un point essentiel du processus de fabrication des produits
recombinants, dont le but est d’assurer la qualité mais surtout la sécurité du produit. De
nombreux contrdles vont étre effectués afin de pouvoir valider chaque étape du procédé : de
la sélection de la lignée cellulaire (identité, performance, présence et identification du géne
transfecté, stabilité, pureté, absence de virus pathogénes...) et des composants du milieu de
culture (contréle de l'origine des produits humains ou animaux ...) a I'obtention du produit

final (test d’identité du produit formé, stérilité, stabilité...), en passant par les phases de

60



production (fermentation, purification, formulation ...). Ces tests sont réalisés selon les
normes internationales ICH (International Conference on Harmonisation) concernant les
spécifications (CPMP-ICH-365-96) (135) ainsi que la qualité et la sécurité virale des produits
issus des biotechnologies (CPMP-ICH-295-95) (136).

Les controles qualité doivent suivre trois lignes directrices principales (136) afin d’assurer

une securité optimale des produits :

- Sélectionner et tester les lignées cellulaires ainsi que les composants des milieux de
culture utilisés par rapport a 'absence de virus indésirables.

- Sassurer de la capacité des procédés de production a éliminer les virus
potentiellement infectieux pour 'lhomme.

- Tester le produit a des étapes de production appropriées vis-a-vis de I'absence de

contamination par des virus infectieux.

E. Les différentes générations de facteurs recombinants
a. Les facteurs recombinants de « premiére génération »

(14,47,88,131,134,137,138)

Les produits recombinants de « premiére génération » se caractérisent par I'utilisation de
protéines animales durant le processus de fabrication et de purification, ainsi que par I'ajout
d’albumine humaine (HSA = Human Serum Albumin) comme stabilisateur lors des phases
de purification et de formulation. L’albumine va permettre de stabiliser la formule finale. On
retrouve des produits d’origine animale dans le milieu de culture mais aussi lors de I'étape
d'immunopurification. En effet, cette derniére se caractérise généralement par I'utilisation
d’anticorps monoclonaux murins, de la méme maniére que pour les FVIII plasmatiques
immunopurifiés (Partie 2, 1, 4, C, ¢, ii) (47,88).

L’utilisation d’albumine humaine peut paraitre inadaptée par rapport a 'amélioration attendue
de la part des facteurs recombinants, a savoir 'absence de risque de contamination par des
agents infectieux d’origine humaine. Tout d’abord, il faut savoir qu’au début des années 90, il
est encore techniquement difficile de ne pas utiliser I'albumine pour stabiliser le FVIII, une
protéine trés fragile du fait de la présence de nombreux sites de clivage protéolytique (131).
De plus, I'albumine utilisée provient de dons sécurisés de plasma (Partie 2, |, 4, B) et subit
préalablement a son utilisation une étape d’inactivation virale par pasteurisation a 60°C
pendant 10 heures, afin d’éviter le risque éventuel de contamination. Il est important de

souligner qu’aucun cas de transmission d’agents infectieux lié a [I'utilisation d’albumine
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humaine n’a encore été observé (68) ; un risque théorique n’est cependant pas totalement
exclu. L’'ajout d’albumine va également entrainer une diminution de l'activité spécifique du

produit final, celle-ci va passer de plus de 3000 a 5 — 10 Ul/mg de protéines (47,88,131).

Le produit final contient, en plus du FVIII recombinant et de I'albumine humaine, des traces
d’ADN ainsi que de protéines de souris et de hamster. On retrouve également des traces de
protéines bovines dans le premier produit recombinant de « premiére génération »
Recombinate®, du fait de 'emploi d’albumine bovine (BSA = Bovine Serum Albumin) dans le
milieu de culture (14). Le risque de transmission de virus d’origine animale est présent mais
reste limité du fait de la spécificité de ces virus et de la présence de nombreuses étapes
assurant la sécurité du produit (purification, inactivation virale, contrdle qualité...). La
présence de protéines animales dans le produit peut néanmoins augmenter le risque
immunogene. L’efficacité et la durée de vie sont similaires aux produits d’origine plasmatique
(131).

Deux facteurs recombinants de « premiére génération » de pleine longueur ont été
développés sous la dénomination commune internationale octocog alfa : Recombinate® et
Kogenate® (Tableau VII). Recombinate® (139), commercialisé par I'entreprise américaine
Baxter, est le premier FVIII recombinant de « premiére génération » a avoir eu une AMM en
France en 1993 (131). Comme nous l'avons vu précédemment, la fabrication de cette
molécule résulte de l'introduction concomitante des génes du FVIII et du VWF a l'intérieur de
cellules CHO. Le procédé de fabrication est différent en ce qui concerne Kogenate®, qui est
produit a l'intérieur de cellules BHK et pour lequel on ne retrouve pas la co-transfection avec
le géne du VWF. Celui-ci est commercialisé depuis 1994 en France (131) par I'entreprise
allemande Bayer. Une étape d’inactivation virale a 40°C pendant 8 heures (47) a été ajoutée
au procédé de fabrication du Kogenate®, contrairement au Recombinate® qui ne présente

aucune étape spécifique d’inactivation virale.

b. Les facteurs recombinants de « deuxiéme génération »

(14,47,88,140)

Les produits recombinants de « premiére génération » vont progressivement laisser place a
une « deuxiéme génération ». Celle-ci se caractérise par la suppression de l'albumine
humaine en tant que stabilisateur lors du processus final de formulation. D’autres molécules,
notamment le saccharose, vont étre utilisées a cette fin. Cette démarche permet non
seulement d’améliorer la sécurité infectieuse mais aussi de préserver l'activité spécifique

élevée du produit recombinant obtenu. Celle-ci peut aller de 4000 a plus de 10000 Ul/mg de
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protéines dans le cas du ReFacto®, premier recombinant de « deuxiéme génération »
commercialisé en Europe (88). Des protéines humaines, dont I'albumine, sont toutefois
encore employées dans le milieu de culture. Le produit final contient des impuretés, telles
que des molécules d’ADN et des protéines de hamster issues des cellules hotes ainsi qu'une

faible quantité de protéines murines libérées par la colonne d'immuno-affinité.
Trois produits de « deuxiéme génération » ont été commercialisés en Europe (Tableau VII) :

- ReFacto® (moroctocog alfa) en 1999, par [lentreprise américaine Wyeth
Pharmaceuticals puis par la société Pfizer (141).
- Kogenate® Bayer ou Kogenate® FS et Helixate® NexGen en 2000 (142). lls

correspondent & un seul et méme produit fabriqué par I'entreprise Bayer. Helixate®

NexGen est distribué par le laboratoire CSL Behring. Kogenate® Bayer ou Kogenate®
FS remplace le produit de « premiére génération » Kogenate®. Outre les
améliorations liées a la différence de génération, on retrouve également une
simplification du processus de purification (6 étapes chromatographiques au lieu de 9
pour Kogenate®), ce qui a pour avantage de limiter les risques de dégradation
protéolytique du FVIII (133,134). De plus, I'étape d’inactivation virale par la chaleur a

été remplacée par une inactivation par SD (133,134).

c. Les facteurs recombinants de « troisiéme génération »

Les produits recombinants de « troisieme génération » se caractérisent par I'absence de
protéines humaines et animales a tous les stades de fabrication, de la culture cellulaire a la
formulation finale en passant par la purification. Cette démarche permet d’éliminer le risque

de transmission d’agents infectieux et de réduire le risque d'immunogénicité (132,143).

Les protéines humaines ou animales sont remplacées par des produits de synthése ou des
molécules issues de 'ingénierie génétique. Des modifications sont également apportées aux
techniques de purification, notamment au niveau de la chromatographie d’immuno-affinité.
Ainsi, dans le cas de NovoEight® (turoctocog alfa), les anticorps monoclonaux murins sont
remplacés par des anticorps monoclonaux recombinants (F25), dirigés contre la partie C-
terminale du domaine A2 de la chaine lourde du FVIII (144). Cela permet d’assurer
'homogénéité du produit par la sélection des protéines recombinantes dont le domaine A2
est intact et I'élimination des protéines dégradées et dénuées d’activité (145). Il s’agit
principalement des protéines clivées au niveau de l'acide aminé 720, le site de clivage
majeur du domaine A2 (144). De plus, cet anticorps recombinant est produit par la méme

lignée cellulaire CHO que le turoctocog alfa et dans les mémes conditions de fabrication, en
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n’utilisant aucune protéine animale et humaine (146). Dans le cas du ReFacto® AF, une
chromatographie d’affinité employant un dérivé polypeptidique de synthése remplace la
chromatographie d'immuno-affinité (140,147). Ainsi, I'exclusion des immunoglobulines
murines, pouvant se retrouver en faible quantité dans le produit final, permet d’éliminer les

risques potentiels d'immunogénicité et de contamination virale qui leur sont liés.

On retrouve quatre produits de « troisiéme génération » commercialisés en Europe (Tableau
VIl :

- Advate® (Baxter) en 2004 (148), qui remplace le produit de « premiére génération »

Recombinate®. lls sont équivalents du point de vue fonctionnel (149).

- ReFacto® AF (Pfizer) en 2009 (141) pour lequel des modifications du processus de

purification ont été apportées par rapport & ReFacto®.

- NovoEight® (Novo Nordisk) en 2013 (150). Il s’agit d’'un FVIII recombinant & domaine
B tronqué produit par la lignée cellulaire CHO (Partie 2, 1, 5, F, a, ii, 1).

- Kovaltry® (Bayer) et Iblias® (CSL Behring) en février 2016 (151). Il s’agit de la

nouvelle version de Kogenate® FS ou Kogenate® Bayer et d’Helixate® NexGen. La

séquence protéique est la méme mais une modification majeure a été apportée pour
produire ces facteurs. Elle porte sur l'introduction du géne human heat shock protein
70 (HSP70) dans la lignée cellulaire utilisée pour produire le Kogenate® FS (Partie 2,
I, 5, F, b).

d. Le facteur recombinant de « quatriéme génération » : Nuwiq®

Depuis juillet 2014, le premier produit de « quatriéme génération » a été commercialisé en
Europe, sous I'appellation Nuwiq® (simoctocog alfa), par le laboratoire suisse Octapharma
AG (152). Il s’agit d’'une avancée majeure puisque ce concentré de FVIII recombinant a
domaine B tronqué (Partie 2, I, F, a, ii, 2) provient d’une lignée cellulaire humaine : HEK-293.
Ces cellules rénales embryonnaires humaines correspondent au plus haut niveau de

sécurité virale, selon les normes internationales ICH (Partie 2, I, 5, D).

L’objectif principal du développement de cette quatriéme génération est de relever les défis
actuels majeurs du traitement substitutif de I'hémophilie, a savoir le développement
d’inhibiteurs (Partie 2, Il) et la fréquence élevée des injections nécessaires au traitement

prophylactique (153,154).
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i. La sécurité virale du produit

Aucun additif d’origine humaine ou animale n’est utilisé tout au long du processus de
fabrication (155). L’étape <clé du processus de purification, a savoir [Iétape
d'immunopurification, est également exempte de protéines d’origine animale. Le ligand utilisé
est un anticorps monoclonal recombinant dont le systtme de production implique la levure

Saccharomyces cerevisiae (156).

ii. Les modifications post-traductionnelles

L’utilisation de cellules hétes d’origine humaine présenterait un avantage important par
rapport aux modifications post-traductionnelles (PTM  pour « post-translational
modifications ») subies par le FVIII aprés sa synthése, en particulier les glycosylations et les
sulfatations. Celles-ci étant spécifiques au systéme d’expression utilisé, une méme
séquence protéique synthétisée par des cellules de hamster ne va pas présenter les mémes

modifications post-traductionnelles que celle exprimée par des cellules humaines (155).

1) Glycosylations

L’étude réalisée par Kannicht et son équipe a permis de caractériser les modifications post-
traductionnelles présentes au sein du simoctocog alfa (157). Cette étude montre que les
glycosylations majeures présentes au niveau des facteurs plasmatiques (158), a savoir
quatre N-glycosylations complexes a forte teneur en mannose au niveau des résidus
asparagine (Asn41 et Asn239 dans le domaine A1, Asn1810 dans le domaine A3 et
Asn2118 dans le domaine C1) et une O-glycosylation (Ser750) dans le domaine B, sont
retrouvées de maniére similaire au niveau du simoctocog alfa (Figure 13). Cette observation
est d’une grande importance puisque le processus de glycosylation peut notamment affecter
I'activité biologique, la fonction et la stabilité du produit (159-162). L’absence de
glycosylations normalement présentes ou la présence de glycosylations incorrectes peut

amener a des conformations instables et/ou non fonctionnelles (157).

De plus, lutilisation de cellules hotes d'origine humaine permet d’éviter I'expression
d’épitopes non humains potentiellement antigéniques au sein du FVIII recombinant. Ainsi, les
épitopes antigéniques généralement retrouvés au niveau des facteurs dérivés des cellules
de hamster, Neu5Gc (N-glycolylneuraminic acid) dans le cas des CHO ou a-Gal dans le cas

des BHK (Gala1-3GalB1-GIcNAc-R), sont absents au niveau du simoctocog alfa (Figure 11).
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Gal-a1,3-Gal
oO—0+
B
O+O—l

Human=| rhFV||| from HEK293F cells Not found [15,19] Not found [15,19]
rhFV||| from CHO cells Not found [15,19] Present [15,19]
rhFVIIl from BHK cells Present [15,19,21] Not found [15,19]

FIGURE 11 : LES EPITOPES ANTIGENIQUES PRESENTS AU NIVEAU DES FVIIl RECOMBINANTS SELON LE TYPE DE
CELLULES PRODUCTRICES (153). REFERENCES : 15(157), 19(163), 21(164).

Il faut savoir que les anticorps anti-a-Gal sont naturellement présents en quantité significative
chez 'homme, ils représentent jusqu’a 1% de I'ensemble des immunoglobulines circulantes
(164,165). Cette forte prévalence s’explique par une exposition environnementale
importante. En effet, I'épitope a-Gal se retrouve chez la quasi-totalité des mammiféres sauf
les primates. L’homme va donc y étre couramment exposé, notamment lors de l'ingestion de
produits issus de ces animaux (porc, boeuf...) (164—-166). Selon les données de I'étude faite
par Hironaka et son équipe, 3% des sites N-glycosylés des facteurs recombinants dérivés
des cellules BHK présentent I'épitope a-Gal (164). Les cellules CHO, quant a elles, ne sont
pas capables de produire cet épitope (165). Elles expriment par contre I'épitope Neu5Gc.
L’exposition a des produits dérivés de mammiféres présentant cet épitope entraine une

production variable mais souvent importante d’anticorps anti-Neu5Gc chez 'lhomme (167).

La présence d’'une quantité importante de ces anticorps (anti-a-Gal ou anti-Neu5Gc) dans le
sang humain constitue un probléme potentiel par rapport a l'efficacité et a 'immunogénicité
des produits recombinants issus des cellules de hamster (164,168). Ce probléeme n’est pas

présent dans le cas de Nuwiq®.

2) Sulfatations

Le FVIII plasmatique présente six sites de sulfatation ayant des fonctions propres décrites

dans le tableau VI ci-dessous.
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TABLEAU VI : LES FONCTIONS SPECIFIQUES DES SITES DE SULFATATION DU FVIIl AU NIVEAU PHYSIOLOGIQUE
(144,158,169,170)

Sites de sulfatation Fonctions spécifiques

(résidus tyrosine)

Tyr346 et 1664 Augmentation du taux de FVIII activé par la thrombine.

Tyr718, 719 et 723 Augmentation de l'activité de cofacteur du FVIlla au sein du « complexe

ténase intrinséque ».

Tyr1680 Augmentation de [affinit¢é pour le vWF favorisant la formation du

complexe VWF-FVIII.

La sulfatation de I'ensemble de ces six sites est nécessaire pour que le FVIIl puisse
présenter une activité et une stabilité optimales. La sulfatation du résidu Tyr1680, présent au
niveau de la région a3, est cruciale puisqu’elle détermine le degré d’affinité du FVIII pour le
VWF ; celui-ci étant divisé par cinq dans le cas ou il n'y a pas de sulfatation (147,157,171).
Contrairement aux facteurs recombinants issus des cellules de hamster, simoctocog alfa
présente une sulfatation compléte au niveau du résidu Tyr1680 et posséde donc un haut
degré d’affinité pour le VWF (154). Cette liaison au facteur Willebrand, indispensable pour
maintenir un taux plasmatique en FVIII stable (Partie 1, V, 4), aurait également une
importance quant a son immunogénicité. En effet, I'interaction du FVIII recombinant avec le
VWF endogéne masquerait les épitopes potentiellement antigéniques, prévenant ainsi
I'endocytose par les cellules dendritiques, qui sont des cellules présentatrices d’antigéne
(CPA), et empéchant l'initiation d’'une réponse immunitaire (172,173). Les FVIII circulants
non liés au VWF sont plus facilement repérés par le systéme immunitaire, entrainant un
risque accru de développer des anticorps anti-FVIII (174). Le FVIII recombinant simoctocog
alfa présente une affinité importante pour le VWF, seule une faible quantité de ce facteur
devrait par conséquent se trouver libre dans le plasma du patient traité, réduisant ainsi le

risque de survenue d’un inhibiteur ou anticorps anti-FVIII neutralisant (147).

iii. La demi-vie du produit

Des données cliniques trés prometteuses suggérent que la demi-vie moyenne de Nuwiq®
atteindrait 17,1 heures (154), ce qui est comparable aux facteurs recombinants a demi-vie
prolongée actuels. En comparaison, la demi-vie du FVIII plasmatique dans la circulation
sanguine, lorsqu’il est lié au VWF, est comprise entre 10 et 16 heures (14). Des études

(NuPreviq) sont actuellement en cours par rapport a la mise en place d’'une prophylaxie
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personnalisée avec Nuwiq®, dans I'espoir de diminuer la fréquence des injections. Les
premiers résultats obtenus sont prometteurs : deux perfusions hebdomadaires, voire moins,
seraient suffisantes pour deux tiers des patients traités, sans augmentation du nombre de

saignements (153).

F. Les modifications apportées a certains facteurs recombinants
a. La délétion partielle ou totale du domaine B

On retrouve des FVIII recombinants de différentes tailles, ceux-ci peuvent étre de pleine
longueur (Advate®, Kogenate®, Helixate®, Kovaltry®) ou présenter un domaine B tronqué
(NovoEight® et Nuwigq®) ou délété (ReFacto®). Le domaine B constitue la grande région
centrale de la structure primaire du FVIII (Figure 6). Il est trés fortement glycosylé et
comprend 19 des 25 sites de N-glycosylations présents sur le FVIII (157,175). Celui-ci
n’intervient pas dans les fonctions procoagulantes du facteur (30). Ainsi, une délétion
partielle ou totale du domaine B n’est pas associée a une modification significative des
propriétés procoagulantes du facteur (31,176). Cette délétion présente également lintérét
d’augmenter la sécrétion de FVIII dans la plupart des systémes d’expression (31),

aboutissant a une optimisation du rendement.

Cette région semble cependant avoir un réle dans le développement et le transport

intracellulaires du FVIII ainsi que dans sa sécrétion (31).

i Un facteur recombinant 3 domaine B délété : ReFacto® et ReFacto® AF

(moroctocog alfa)

Moroctocog alfa est un facteur VIIl recombinant totalement dépourvu du domaine B. La taille
de la molécule est par conséquent extrémement réduite, elle passe de 2332 a 1438 acides

aminés (176).

Le géne introduit pour la production de moroctocog alfa a été génétiquement modifié afin
d’assurer I'expression de la plus petite des multiples formes actives du FVIII retrouvées dans
les concentrés d’origine plasmatique (177,178). Cela améne a une homogénéité du produit.
De plus, étant donné que la majorité des sites de N-glycosylation se trouvent dans le

domaine B, la complexité structurale est réduite dans le cas de moroctocog alfa.
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ii. Les facteurs recombinants a domaine B tronqué
1) NovoEight® (turoctocog alfa)

Turoctocog alfa est un FVIII recombinant @ domaine B tronqué (Figure 12). La séquence
d’environ 980 acides aminés constituant le domaine B du FVIII plasmatique est réduit a 21
dans le cas du turoctocog alfa, par liaison entre les 10 acides aminés de I'extrémité N-

terminale et les 11 acides aminés de I'extrémité C-terminale (144,146).

La séquence correspondant aux 4 derniers acides aminés situés a I'extrémité C-terminale du
domaine B tronqué est d’'une grande importance puisqu’elle correspond au site de clivage

des protéases de type furine aboutissant a la forme hétérodimérique du FVIII (146,179).

Pour finir, 'activation du FVIII par la thrombine entraine la libération du domaine B tronqué et
aboutit a la formation d’'un FVllla recombinant structurellement similaire au FVIlla endogéne
(145,146,180).
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FIGURE 12 : LES STRUCTURES MOLECULAIRES DU FVIII DE PLEINE LONGUEUR ET DU TUROCTOCOG ALFA (145)

2) Nuwiq® (simoctocog alfa)

Simoctocog alfa est un FVIII recombinant & domaine B tronqué de 170 kDa (147). Il
comprend les domaines A et C ainsi qu’une séquence de 16 acides aminés insérée entre les
domaines A2 et A3 (Figure 13). Les 8 premiers acides aminés de I'extrémité N-terminale de
la séquence dérivent du domaine B original, tandis que les 8 autres ont été déterminés de
telle sorte a former une homologie avec une séquence retrouvée au sein d’'une protéine
présente dans des cellules nerveuses humaines (181). L’introduction de cette séquence,
reconnue par les protéases de type furine, a 'avantage de présenter un risque immunogene
considéré comme faible du fait de son homologie avec une séquence de protéine humaine
(147).

69



A

' . g ' .*” ’ ' .
prmary :
Yanshabon
product
|

16 32 Wiker oquence
SFEONERMOAYRYRAG

sngymatically 3
cleaved Q-\‘
wo-chain o
compléan

FIGURE 13 : LE SIMOCTOCOG ALFA DE LA STRUCTURE PRIMAIRE A LA STRUCTURE DIMERIQUE (147)

iiii. L’implication potentielle de la délétion du domaine B dans I'immunogénicité du
FVII

L’'implication du domaine B dans 'immunogénicité du FVIII a fait 'objet de nombreux débats.
En effet, les résultats d’'une méta-analyse d’études prospectives, publiés en 2011 par Aledort
LM et al. (182), suggérent que la délétion du domaine B (ReFacto® versus FVIII recombinant
de pleine longueur) entrainerait une augmentation conséquente de 'immunogénicité du FVIII
chez des patients préalablement traités (durée d’exposition au concentré de FVIII supérieure
a 50 jours (183)). Ces résultats contestés (184,185) n’ont pas été confirmés par une étude
de cohorte prospective réalisée au Royaume-Uni et publiée en 2015 (186). Cette étude a été
initiee en 2010, du fait de la mise en place d’une nouvelle politique d’approvisionnement
relative aux facteurs anti-hémophiliques au niveau national, impliquant la généralisation de
l'usage du ReFacto® AF. Les FVIII recombinants de pleine longueur (Advate® ou Kogenate®
FS/Helixate® NexGen) ont été remplacés par le FVIIl recombinant & domaine B délété
(ReFacto® AF) pour prés de la moitié des patients. C’est dans ce contexte qu’'une étude
comparative de lincidence de survenue d’inhibiteurs des patients ayant changé de
traitement (domaine B délété) ou non (pleine longueur) a pu étre mise en place. Les résultats
obtenus ne sont pas en faveur d’'une augmentation du risque immunogeéne, le passage au

ReFacto® AF n’ayant pas été associé a une élévation du développement d’inhibiteurs.

L’étude RODIN (Research Of Determinants of INhibitor Development), réalisée entre 2000 et
2010 sur 574 enfants non préalablement traités (187,188), s’appuie sur le registre PedNet
(réseau pédiatrique européen pour la prise en charge de I’hémophilie) et englobe 29 centres

de soins hémophiliques dans 16 pays européens, au Canada et en Israél. Sa publication en
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janvier 2013 évoque un risque similaire d'immunogénicité, que le domaine B soit présent ou

non (ReFacto®).

Une étude comparative de 'immunogénicité prédictive de ReFacto® AF (189) par rapport a
deux facteurs recombinants de pleine longueur (Helixate® et Advate®) a été publiée en juillet
2014. Celle-ci se base sur des expérimentations in vitro, réalisées sur des cellules humaines,

afin d’étudier deux aspects :

- Dans un premier temps, l'aptitude des différents facteurs a se lier au récepteur du
mannose CD206, récemment identifié comme étant un récepteur endocytaire du
FVIII, et a étre endocytés par des cellules présentatrices d’antigéne.

- Puis, la capacité de ces facteurs endocytés a étre présentés aux lymphocytes T

spécifiques du FVIII.

Ces expérimentations ont montré des résultats différents selon la concentration de FVIII
utilisée. En effet, ReFacto® AF est moins endocyté que les facteurs recombinants de pleine
longueur a des concentrations élevées. Ceci n'est pas le cas a des concentrations plus
faibles ou chaque produit va étre endocyté et activer les lymphocytes T de la méme maniére.
Pour finir, des expériences sont réalisées sur des souris déficientes en FVIII afin d’évaluer la
faculté de ces différents facteurs a provoquer la formation d’anticorps inhibiteurs. Les taux
d'immunoglobulines G (IgG) induits par ReFacto® AF sont plus faibles ou similaires & ceux

induits par les autres facteurs.

Ainsi, comme le montrent également des études antérieures faites sur des souris déficientes
en FVIII (190) ou des cellules dendritiques humaines dérivées des monocytes immatures qui
ont la capacité d'endocyter les FVIII et dinitier la réponse immunitaire aux FVIII
thérapeutiques (191), 'immunogénicité prédictive du facteur recombinant a domaine B
délété de « troisiéme génération » (ReFacto® AF) est identique voire méme inférieure a celle

des deux facteurs recombinants de pleine longueur étudiés (Helixate® et Advate®) (189).

b. L’introduction du géne de la protéine humaine HSP70 (human heat shock
protein 70) : Kovaltry®

Kovaltry® est le premier FVIII recombinant commercialisé & étre issu d’une lignée cellulaire
dans laquelle a été co-introduit le géne de la protéine humaine HSP70. Les protéines de
choc thermique constituent une famille de protéines dont I'expression est induite par un

stress cellulaire (chaleur, UV, cytotoxiques,...) (192).
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HSP70 est une protéine chaperonne intracellulaire qui, dans les conditions physiologiques
normales, favorise le repliement des polypeptides nouvellement formés afin qu’ils acquiérent
une conformation tridimensionnelle normale (193). Elle participe aussi a la régulation du
cycle cellulaire, facilite la translocation des protéines au travers des membranes, ... (193).
Lors d’un stress cellulaire, on observe une dénaturation de nombreuses protéines. Certaines
peuvent méme former des agrégats nocifs pour la cellule. HSP70 va alors étre mobilisée,
elle va soit faciliter le réarrangement des protéines dénaturées, soit favoriser leur

dégradation (192—-194). Elle a également une activité anti-apoptotique (195).

L’introduction du géne de HSP70 dans la lignée cellulaire a donc pour but d’augmenter la
production de FVIII recombinants en favorisant une conformation tridimensionnelle adéquate
de ces protéines, empéchant leur agrégation, ainsi qu’en réduisant 'apoptose des cellules.
Les résultats des travaux réalisés par Ishaque et son équipe ont montré que ce but était
atteint puisqu’'une augmentation de la sécrétion de FVIII recombinants a été observée en

comparaison avec une lignée cellulaire n’exprimant pas le géne HSP70 (196).

De plus, des études cliniques (197) ont montré une amélioration des propriétés
pharmacocinétiques par rapport & Kogenate® FS. Cette amélioration s’explique par le fait
que Kovaltry® présente des modifications post-traductionnelles plus développées avec des
ramifications hautement sialylées plus nombreuses que Kogenate® FS. Le degré de
sialylation aurait un impact sur la demi-vie de certaines protéines issues de mammiféres
(198).

Méme si la protéine HSP70 n’est pas détectée dans le produit final, une surveillance de
l'apparition d’anticorps anti-HSP70 est également associée aux études cliniques de
Kovaltry® (LEOPOLD) (199-201). Il est important de rappeler que la plupart des patients
possédent un faible taux d’anticorps anti-HSP70, qui tend a augmenter avec I'dge (202),
avant méme détre exposés au FVIII recombinant en question. En effet, ces
immunoglobulines sont communément rencontrées chez les individus sains (203) et
résultent le plus souvent d’'une exposition aux protéines HSP70 libérées dans le sang lors de
processus infectieux (204) et/ou inflammatoires (205). Une augmentation de I'expression de
HSP70 est également observée chez des individus atteints de certaines pathologies telles
que I'hypertension artérielle (206) ou la polyarthrite rhumatoide (207). Les résultats des
études montrent que 5% des patients traités présentent une augmentation sporadique des
anticorps anti-HSP70 supérieure au seuil limite défini dans I'étude. L'utilisation de Kovaltry®
ne semble pas entrainer de modifications significatives du taux d’anticorps anti-HSP70. De
plus, le développement de ces anticorps n'a pas été associé a I'apparition de symptomes

cliniques (205).
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G. Les FVIIl recombinants actuellement disponibles en France

En France, les FVIII recombinants actuellement disponibles sont au nombre de sept :
Advate®, Kogenate® Bayer ou Kogenate® FS qui va trés prochainement étre remplacé par
Kovaltry®, Helixate® NexGen, Refacto® AF, NovoEight®, Nuwiq® et Elocta® (efmoroctocog
alfa) (Tableau VII). Ce dernier est un FVIII & demi-vie prolongée dont nous parlerons dans la

prochaine partie de ce travail (Partie 2, |, 6, B, a, i).

L’ensemble de ces facteurs sont indiqués dans le traitement et la prophylaxie des épisodes

hémorragiques chez les patients atteints d'hémophilie A.

Cependant, suite a la publication de I'étude de cohorte du registre FranceCoag en
septembre 2014 (208) et a I'étude RODIN en 2013 (187), associant les FVIII recombinants
de « deuxiéme génération » Kogenate® FS et Helixate® NexGen & un risque potentiel plus
élevé de développement d’inhibiteurs chez les patients non préalablement traités (Partie 2,
Il, 3, B, b, ii), leur place dans la stratégie thérapeutique a été modifiée. Ainsi, « au vu des

données cliniques actuellement disponibles, ces spécialités représentent des traitements :

- De premiére intention chez les patients hémophiles A préalablement traités (ayant

accumulé au moins 75 jours de ftraitement), quelle que soit la sévérité de
I’hémophilie, et chez les patients non préalablement traités atteints d’'une forme
mineure ou modérée d’hémophilie ;

- De derniére intention chez les patients avec une hémophilie A sévére non

préalablement traités. Ces spécialités ne doivent étre utilisées chez ces patients

guen cas durgence fonctionnelle ou vitale et en Il'absence dautres FVIII
disponibles » (209,210).

73



TABLEAU VII : LEs FVIII RECOMBINANTS QUI ONT ETE ET QUI SONT ACTUELLEMENT COMMERCIALISES EN FRANCE

(144)
Produit FVII Cellules Milieu de | Stabili- | Purification et CIA
hétes culture sateur inactivation avec Ig
utilisées virale murines
Recombinate® Pleine CHO BSA HSA CIA - double +
(octocog alfa) longueur CEl

(139)

Advate®

(octocog alfa)
(138)

Kogenate® FS ou

Kogenate® Bayer
(134)

Pleine

longueur

HPPS

Sacch.

CEI-SD-CIA-
CEI-CEI-CEI-
UF

Pleine CHO Tréha- | CIA-CEI-SD- +
(149) longueur lose CEl
Kogenate® Pleine BHK HPPS HSA CEl-chaleur- +
longueur CIA-CE-CEI

(moroctocog alfa)
(211)

Kovaltry® Pleine BHK i Sacch. | Identique & +
(205) longueur Kogenate® FS
+NF
ReFacto® DomaineB | CHO BSA Sacch. | CEI-SD-CIA- +
délété CEI-BC-CE

(octocog alfa)

ReFacto® AF Domaine B CHO - Sacch. CEI-SD-CA- -
(140) délété CEI-BC-CE-
NF
Helixate® Pleine BHK HPPS Sacch. Identique a +
NexGen longueur Kogenate® FS




NovoEight® 3 | Domaine B CHO Sacch. | SD-CIA-CEI- -
(turoctocog alfa) e NF-CE
(132)
Nuwiq® 4 | Domaine B | HEK-293 ) Sacch. | Double CEI- -
(simoctocog alfa) tronque SD-CIA-NF-
(156) CEI-CE

Les abréviations : G = génération, Sacch. = saccharose, CIA = chromatographie d'immuno-
affinité, CEl = chromatographie par échange d’ions, CE = chromatographie d’exclusion, CA =
chromatographie d’affinité, BC = Butyl Sepharose chromatographie, SD = solvant/détergent,
NF = nanofiltration, UF = Ultrafiltration, BSA = albumine de sérum bovin, HSA = albumine de

sérum humain, HPPS = human plasma protein solution.
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6. Les facteurs VIl recombinants a demi-vie prolongée

A. Le contexte d’apparition de ces facteurs

a. Un point sur la prise en charge actuelle de I’hémophilie A : traitement

prophylactique versus traitement « a la demande »

Le traitement substitutif de I'hémophilie A repose sur deux approches thérapeutiques
distinctes : le traitement prophylactique et le traitement « a la demande ». Ce dernier se
caractérise par des injections ponctuelles de FVIIl lorsque survient un accident
hémorragique. Cette approche curative est encore utilisée de nos jours pour certains
patients. Le régime prophylactique constitue le traitement de choix des patients hémophiles
séveres (212). En effet, différentes études évaluant I'évolution du statut orthopédique des
patients selon I'approche thérapeutique utilisée (prophylactique ou « a la demande ») ont
confirmé I'avantage de la prophylaxie par rapport a la prévention des dommages articulaires
(213-215). Le traitement prophylactique a initialement été mis en place en Suéde a la fin des
années 50 (216,217) dans le but de prévenir les saignements et, par conséquent, la
destruction articulaire. Cette méthode consiste a administrer un concentré de FVIII de
maniere reguliere de fagon a corriger le niveau de sévérité de la pathologie, afin de passer
d’'une hémophilie sévére a une forme modérée (activité plasmatique du FVIII > 1 Ul/dL), pour

laquelle les hémorragies spontanées sont rares (16).

Au-dela de I'amélioration du pronostic orthopédique, le traitement prophylactique entraine
une amélioration considérable de la qualité de vie des patients (218,219) permettant de
réduire la fréquence des arréts de travail et des absences scolaires et de favoriser la
pratique d’activités physiques. De plus, la mise en place d’une prophylaxie chez des patients
plus agés, préalablement traités « a la demande », semble freiner I'évolution des Iésions
articulaires existantes et donc réduire la perte de mobilité qui y est associée (220), tout en
diminuant la fréquence des saignements et en protégeant les articulations non atteintes
(221).

On distingue la prophylaxie a court terme, correspondant a I'administration de FVIII en
prévention d’'une hémorragie dans le cadre d’une chirurgie ou lors d’un acte invasif, de la
prophylaxie a long terme ou I'administration de FVIII se fait de maniere réguliére selon
différents protocoles. C’est cette derniere qui a été adoptée en France en 2002, selon les
recommandations de la COMETH (Coordination Médicale pour I'Etude et le Traitement des
maladies Hémorragiques constitutionnelles). La mise en place précoce (avant 2 (6) ou 3 ans)
d’'une prophylaxie primaire de longue durée (au moins jusqu’a la fin de la croissance) est

recommandée chez les enfants hémophiles séveres, en respectant un schéma
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d’intensification progressive (Tableau VIII) (222). L’objectif principal est de prévenir
'apparition d’hémarthroses spontanées, permettant a long terme d’empécher la survenue

d’une « arthropathie hémophilique » (Partie 1, 1I, 1).

TABLEAU VIII : SCHEMA THERAPEUTIQUE DE LA PROPHYLAXIE DE MISE EN PLACE PRECOCE ET D'INTENSIFICATION
PROGRESSIVE (222)

Hémophilie A Hémophilie B
Palier 1 50 Ul/kg 1 fois par semaine 70 Ul/kg 1 fois par semaine
Palier 2 30 Ul/kg 2 fois par semaine Soit 50 Ul/kg 2 fois par semaine (jours fixes)
Soit 50 Ul/kg toutes les 96 h (4 j)
Palier 3 Soit 30 Ul/kg 3 fois par semaine (jours fixes) 5o Ul/kg toutes les 72 h
Soit 30 Ul/kg toutes les 72 h
Palier 4 25 a 30 Ul/kg toutes les 48 h

L'intensification $ ‘effectue palier par palier, dés la survenue d'une nouvelle hémarthrose. La désescalade ne s’envisage qu'aprés une année sans hémarthrose, sous-réserve de I'intégrité
clinique et radiologique des 6 articulations principales. Pour les paliers 3 et 4 (hémophilie A) et paliers 2 et 3 (hémophilie 8), une insuffisance d'efficacité clinique fait vérifier les
paramétres pharmacocinétiques, notamment pour vérifier que le taux de facteur VIll (FVII) ou IX (FIX) résiduel est détectable, alors que cela n’est pas nécessaire pour les paliers
inférieurs ou en cas d’efficacité clinique.

b. Les inconvénients majeurs du traitement prophylactique actuel
(221,223-225)

La durée de vie limitée des FVIII standards (environ 12 heures chez I'adulte (226)) impose
un régime prophylactique soutenu, d’en moyenne 3 injections par semaine (212,227). Des
injections plus fréquentes peuvent méme étre nécessaires chez les enfants, pour lesquels la
demi-vie du FVIII est généralement réduite. Il s’agit d’'une réelle contrainte pour les patients
et leurs parents. Par ailleurs, la difficulté d’accés veineux, surtout rencontrée dans la
population pédiatrique, est aussi un sujet de préoccupation majeur. En effet, la mise en place
d’'un cathéter central permanent, lié a un risque infectieux et thrombotique (228), peut

s’avérer nécessaire.

C’est dans ce contexte que les FVIII a demi-vie prolongée ont été développés dans I'espoir
de limiter le recours aux cathéters centraux, d’améliorer 'adhésion au traitement ainsi que la

qualité de vie des patients et de leur famille (229).

B. Les transformations apportées aux FVIIl recombinants pour prolonger leur

demi-vie

Différentes techniques ont été mises en place pour prolonger la demi-vie des FVIII

recombinants :
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- La conjugaison avec des groupements PEGylés (PEG pour polyéthyleéne glycol) ou
PEGylation (N8-GP, BAY 94-9027, BAX 855).

- La fusion avec une protéine plasmatique présentant une longue durée de vie tels que
le fragment Fc des immunoglobulines G (Elocta®, efmoroctocog alfa) ou encore
I'albumine humaine.

- Laformation d’'un FVIII recombinant a chaine unique (CSL627).

- La polysialylation (BAX 826).

a. Fusion avec le fragment Fc des immunoglobulines G
(230-232)

Cette méthode d’allongement de la demi-vie consiste a fusionner le FVIII avec un fragment

Fc recombinant d'immunoglobuline humaine G1 (IgG1) (Figure 14).

[ Protein of interest I Fc region ]

Protein of
interest

Fc region ;\ S N

FIGURE 14 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE D'UNE PROTEINE DE FUSION AU FRAGMENT FcC DES

IMMUNOGLOBULINES (233)

La présence de ce fragment Fc permet au facteur de coagulation de se lier au récepteur
néonatal Fc (FcRn) et d’étre relargué dans la circulation a travers la voie de recyclage
physiologique des immunoglobulines (234,235). Celle-ci protege les Ig de la dégradation
lysosomale des protéines et leur permet d’atteindre une durée de vie plasmatique de 3
semaines (236). C’est ce mécanisme qui est exploité pour prolonger la durée de vie du

facteur recombinant dans la circulation sanguine.
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Les récepteurs FcRn s’expriment notamment au niveau des cellules endothéliales et des
monocytes circulants. Ces cellules vont endocyter de maniére non spécifique les Igs et les
protéines de fusion, les fragments Fc vont alors se lier aux FcRn d’'une maniére pH-
dépendante. Dans un compartiment endosomal acide, cette liaison présente une haute
affinité, ce qui n’est pas le cas a pH neutre. Ainsi, lors de la fusion du lysosome avec la
membrane cellulaire durant la phase de recyclage, le pH neutre entraine la dissociation du
fragment Fc, permettant la libération de I'lgG ou de la protéine de fusion dans la circulation
sanguine (237). Les protéines non liées au FcRn, quant a elles, sont dégradées dans le
lysosome. |l est important de souligner que les fragments Fc finissent par se dégrader sans

s’accumuler dans I'organisme (238) (Figure 15).
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FIGURE 15 : LA VOIE DE RECYCLAGE PHYSIOLOGIQUE DES IMMUNOGLOBULINES VIA LE RECEPTEUR FCRN (42)

Cette méthode, déja utilisée pour différentes molécules telles que I'étanercept, est appliquée
aux FVIII et IX. Un FVIII recombinant fusionné au fragment Fc est actuellement sur le

marché : Elocta® (efmoroctocog alfa).

i. Elocta® (efmoroctocog alfa)

L’efmoroctocog alfa est le premier FVIII « long-acting » a avoir obtenu une AMM en Europe

en novembre 2015 (43), sous le nom commercial Elocta®, par les laboratoires Sobi (Swedish
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Orphan Biovitrum) et Biogen Idec. Il est indiqué dans le « traitement et la prophylaxie des
eépisodes hémorragiques chez les patients atteints d'hémophilie A dans tous les groupes
d’ages » (239).

Il s’agit d’un FVIII recombinant, délété du domaine B, issu d'une lignée de cellules rénales
embryonnaires humaines (HEK-293) dans laquelle a été co-exprimé le fragment Fc de
limmunoglobuline humaine IgG1. L’efmoroctocog alfa se présente sous la forme d'une
molécule chimérique dans laquelle le fragment Fc est lié a I'extrémité C-terminale du FVIII
(232) (Figure 16). Il s’agit d’'une protéine de fusion a Fc de « deuxi€éme génération », que
I'on qualifie de « monomére de fusion Fc ». Cela se traduit par une configuration dimérique
par rapport au fragment Fc mais monomérique par rapport a la protéine thérapeutique, par
opposition a la « premiére génération » qui est toujours dimérique. Cette modification a été
apportée afin d’améliorer la demi-vie du produit en augmentant [efficacité du trafic
vésiculaire par diminution du poids moléculaire de la protéine de fusion (42,231,240). De
plus, une amélioration de l'activité biologique a été observée dans le cas de plusieurs

monomeéres de fusion Fc par rapport a la configuration dimérique (240,241).

L’ensemble du processus de fabrication (culture cellulaire, purification, formulation finale) est

dépourvu de I'utilisation de protéines exogénes d’origine humaine ou animale (34).
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FIGURE 16 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE L'EFMOROCTOCOG ALFA (42)

ii. FVIIFc-vWF-XTEN

XTEN est une nouvelle classe de polyméres d’acides aminés hydrophiles et biodégradables,
récemment développée par l'entreprise de biotechnologies Amunix. La fusion de ces
polyméres aux protéines d’intérét permet de prolonger leur demi-vie en formant un « nuage
aqueux » autour de ces protéines, ce qui les protége de la clairance par les récepteurs ainsi
que de l'action protéolytique des enzymes. Le mécanisme d’action est similaire a celui des

molécules de PEG (Partie 2, |, 6, B, d) ou des produits polysialylés (Partie 2, |, 6, B, e)
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(242,243). La nature recombinante de XTEN permet un contrdle précis de la composition, de

la longueur ainsi que de 'emplacement d’insertion du polymére (244).

A I'neure actuelle, un FVIII recombinant utilisant la technologie XTEN™ est en phase d’étude
préclinique : le FVIIIFc-vWF-XTEN. Celui-ci est constitué de deux chaines polypeptidiques
(245) :

- Une chaine unique FVIIIFc-XTEN constituée d’'un FVIIlI a domaine B délété, fusionné
a un fragment Fc d’lg, sur lequel est inséré un polymére XTEN,
- Une chaine vVWF D'D3-XTEN-Fc avec un second polymére XTEN inséré entre le

domaine D’'D3 du vVWF et le fragment Fc.

Cette molécule a été développée dans le but de diminuer la fréquence des injections mais
aussi de favoriser éventuellement une voie d’administration moins invasive : la voie sous-
cutanée (244).

Les études précliniques sur des modéles murins ont montré un allongement de la demi-vie
d'un facteur 4 par rapport a un FVIIl recombinant non modifié (245). De plus, une
augmentation de 20% de la biodisponibilité par voie sous-cutanée a été observée (<1% pour
les FVIII recombinants non modifiés) (245). Ces résultats prometteurs font de cette molécule
une candidate potentielle au traitement de I'hémophilie A, par voie intraveineuse ou sous-

cutanée.

b. Fusion a 'albumine

La technique de fusion a l'albumine, une protéine plasmatique a longue durée de vie
plasmatique, est également employée pour prolonger la durée de vie des facteurs de la
coagulation (246) (Figure 17). Cette fusion est réalisée par des techniques de génie
génétique en introduisant les genes du facteur et de I'albumine au sein de la lignée cellulaire

voulue.

La longue demi-vie plasmatique de I'albumine (environ 20 jours (247)) résulte non seulement
de son haut poids moléculaire, limitant son élimination par filtration glomérulaire, mais aussi

de son interaction avec le récepteur FcRn (Partie 2, |, 6, B, a).

De plus, l'albumine est la plus abondante des protéines présentes dans la circulation
sanguine (environ 50% des protéines plasmatiques totales (247)). Une immunogénicité

moindre est donc attendue lors de son utilisation (248).
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A ce jour, cette technique n’est pas appliquée au FVIII mais uniquement aux FIX (249) et
Vlla (250), du fait d’une perte d’activité significative (232).
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FIGURE 17 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE D'UNE PROTEINE DE FUSION A L'ALBUMINE (233)

c. FVIll recombinant a chaine unique

Le FVIII endogéne est sécrété sous la forme d’'un hétérodimére dont les chaines sont reliées
entre elles par des liaisons ioniques relativement instables (Partie 1, V, 1). L’ensemble des
FVIII recombinants actuellement sur le marché se présentent sous cette forme. Le FVIII
recombinant a chaine unique est issu de l'incorporation d’'une liaison covalente entre la
chaine lourde et la chaine légére dans le but d’améliorer la stabilité du facteur, aussi bien
durant le processus de fabrication que in vivo (251). Sa forme activée, aprés clivage par la
thrombine, est similaire a celle du FVIII endogéne afin que celle-ci puisse assurer sa fonction
(252).

Une molécule a récemment été commercialisée aux Etats-Unis et au Canada par le
laboratoire CSL Behring : CSL 627, sous I'appellation commerciale Afstyla®. Un avis positif
(novembre 2016) a également été émis par le CHMP (Committee for Medicinal Products for
Human Use) quant a I'obtention d'une AMM en Europe (253). Il s’agit d’'un FVIII & domaine B
délété produit par une lignée cellulaire de hamster (CHO).

Des études précliniques ont montré que ce FVIII recombinant a chaine unique présente une
affinité plus importante pour le VWF qu’'un autre facteur recombinant (Advate®) (254). Etant

donné le caractére protecteur du VWF par rapport au FVIII (Partie 1, V, 4), 'amélioration de
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sa liaison avec le CSL 627 permettrait d’augmenter la durée de vie de cette molécule. C’est
ce que confirment les études in vivo faites sur des modéles animaux montrant une durée de
vie presque doublée par rapport au FVIII recombinant de pleine longueur Advate® (254). De
plus, le haut degré d’affinité pour le VWF comparé a d’autres facteurs recombinants
(254,255) pourrait entrainer une réduction du risque immunogéne (Partie 2, I, 5, E, d, ii, 2)
(172,256).

d. PEGylation

(253,259,260)

La PEGylation est une technique visant a brancher de maniére covalente des groupements
PEGylés sur une molécule thérapeutique, dans le but de réduire sa clairance in vivo et donc

de prolonger sa durée de vie.

Les molécules de polyéthyléne glycol (PEG) sont des polyméres synthétiques de poids

moléculaires variés, formés a partir de monomeres d'éthyléne glycol (Figure 18).

FIGURE 18 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE D'UNE PROTEINE PEGYLEE (233)

Leur caractére hydrosoluble leur permet d’incorporer de nombreuses molécules d’eau dans
leur structure, aboutissant a une augmentation considérable de volume (259). C’est cette
particularité qui est utilisée pour prolonger la durée de vie des molécules PEGylées, dont

'augmentation de taille limite leur élimination par filtration glomérulaire, leur dégradation
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protéolytique ainsi que leur clairance par des récepteurs spécifiques aux protéines tels que
les LRP (low density lipoprotein receptor—related proteins). |l faut savoir que la majorité des
FVIII administrés sont éliminés par le foie a travers leur interaction avec les récepteur LRP.
La technique de PEGylation permettrait donc de réduire I'internalisation cellulaire du FVIII via

ce récepteur, limitant sa dégradation (Figure 19).

FViil | FVIIPEG
T TE VWF
\ VWF Dissociation
—— — +
Association . Hemostatic Procoagulant
With vWF Chalienge Function

Clearance
In Liver

Elimination?

FIGURE 19 : MECANISME D'ACTION RESPONSABLE DE L’ALLONGEMENT DE LA DUREE DE VIE DU FVIII PAR
PEGYLATION (258)

On rencontre plusieurs stratégies de PEGylation, appliquées aussi bien au FVIII qu'au FIX :

- La premiére approche est une méthode de PEGylation non spécifique (« random

PEGylation »), les groupements PEGylés vont se fixer au niveau des résidus lysine
exposés a la surface. Cette absence de spécificité par rapport aux sites de liaison
peut s’avérer problématique puisque certains sites sont essentiels a [l'activité
procoagulante du FVIII : site de clivage par la thrombine pour l'activation du FVIII,
sites nécessaires a l'interaction avec le VWF, ...

- La deuxiéme approche est une méthode de PEGylation spécifique (« site-specific

PEGylation ») permettant de cibler les groupes fonctionnels non essentiels a la
surface de la protéine, au niveau des résidus cystéines libres, ou via des techniques
d’'ingénierie des protéines (260). Le domaine B est une cible attractive pour la

PEGylation puisqu’il n’intervient pas dans les fonctions procoagulantes du FVIII (30).
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L’association de FVIII recombinants avec un liposome PEGylé (Figure 20) est une technique
qui a également été étudiée. Elle a cependant été abandonnée durant I'essai clinique de
phase Il (Kogenate Liplong Study) du fait d’'un manque d’efficacité (261). Le principe de cette
technique était d’attacher des FVIII de maniére non covalente a la surface externe des
liposomes PEGylés (257). Ces vésicules lipidiques artificielles permettent de stabiliser et
d’améliorer les propriétés pharmacocinétiques des molécules thérapeutiques qu’elles
transportent (262).

FIGURE 20 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE D'UN LIPOSOME PEGYLE SUR LEQUEL SONT ATTACHEES LES
PROTEINES D'INTERET (233)

Trois molécules utilisant la technique de PEGylation sont actuellement a I'étude : N8-GP

(turoctocog alfa pegol), BAX 94-9027 (damoctocog alfa pegol) et BAX 855 (rurioctocog alfa
pegol).

i. BAX 855 (rurioctocog alfa pegol)
(34,232,251)
BAX 855 est produit par PEGylation du FVIII recombinant de pleine longueur Advate®. Il est
commercialisé aux Etats-Unis depuis novembre 2015 par le laboratoire Baxalta, sous le nom

commercial Adynovate®. Il est également soumis & une demande d’AMM en Europe depuis

mars 2016, sous le nom commercial Adynovi®.
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La technique de PEGylation utilisée est brevetée par I'entreprise américaine Nektar
Therapeutics et consiste a cibler prioritairement les groupements epsilon-aminés des résidus

lysine accessibles a la surface du FVIII (263).

BAX 855 se présente sous la forme d’un FVIII recombinant de pleine longueur conjugué de
maniére covalente a une ou plusieurs molécules de PEG de 20 kDa, dans la limite d’environ
2 moles de PEG par molécule. Prés de 60% des molécules de PEG se trouvent au niveau

du domaine B et sont donc éliminées lors de I'activation du FVIII (264).

ii. BAY 94-9027 (damoctocog alfa pegol)
(34,223,232,251)

BAY 94-9027 est un FVIII recombinant PEGylé a domaine B délété développé par le
laboratoire Bayer. Une technique de mutagenése dirigée a été utilisée afin que la
PEGylation soit ciblée au niveau de résidus cystéine introduits a la surface des différents
domaines du FVIII. 23 variants conjugués de maniére spécifique a une molécule de PEG ont
ainsi été étudiés (265). Un variant efficacement exprimé et PEGylé, avec une activité
procoagulante et une interaction avec le VWF préservées, a été sélectionné : BAY 94-9027.
Il s’agit d’'un FVIII recombinant a domaine B délété sur lequel a été introduit un unique
groupement cystéine au niveau de I'acide aminé 1804 (domaine A3), conjugué de maniére

spécifique a une molécule de PEG de 60 kDa (265).

iii. =~ N8-GP (turoctocog alfa pegol)
(145, 233, 253)

N8-GP est produit par glycoPEGylation du turoctocog alfa ou NovoEight®, un FVIII
recombinant de « troisieme génération » a domaine B tronqué (Partie 2, 1, 5, F, a, ii, 1). Cette
technique spécifique va permettre de lier une molécule de PEG de 40 kDa a un O-glycane
se trouvant sur I'un des 21 acides aminés du domaine B tronqué. Le mécanisme d’action est
le suivant : I'acide sialique terminal se trouvant sur une structure O-glycosylée du domaine B
est remplacé par une molécule d’acide sialique conjuguée a un PEG de 40 kDa, par le biais

d’une sialyltransférase.

De ce procédé résulte un produit trés spécifique comprenant une unique molécule de PEG
fixée au niveau du domaine B du FVIIl. Ce domaine va étre clivé lors de I'activation par la

thrombine générant un FVIII activé similaire au FVIlla endogéne.

86



e. Polysialylation

(233,257)

L'acide polysialique (PSA) (Figure 21) est constitué de polymeéres linéaires et hydrophiles
d’acide N-acétylneuraminique (NeuNAc). Ces polyméres sont naturellement présents et
abondants a la surface des cellules de mammiféres et de nombreuses protéines. lls sont
donc biocompatibles et biodégradables (266), ce qui en fait une alternative intéressante a la
PEGylation.

Son mécanisme d’action est semblable a celui de la PEGylation (Partie 2, |, 6, B, d). La
réduction de la liaison du PSA-FVIII au récepteur LRP, impliqué dans la clairance et la

régulation du FVIII dans le plasma, a été confirmée sur des modéles murins (267).

Les études précliniques, réalisées sur des souris, ont montré un allongement de la demi-vie

d’un facteur 4 par rapport a un FVIIl recombinant non modifié (233).

W Polysialic acid (PSA)

FIGURE 21 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE D'UNE PROTEINE POLYSIALYLEE (233)

Un FVIII recombinant polysialylé est actuellement a I'étude sous la dénomination BAX 826
ou SHP 656. Il s’agit du second FVIIl a demi-vie prolongée développé par le laboratoire
Baxalta qui se base sur le Flll recombinant non modifié de pleine longueur : Advate®. L'étude

clinique de phase | a débuté en mars 2016 (268).
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C. Etat des lieux des études cliniques réalisées sur les FVIIl a demi-vie
prolongée

a. Les résultats obtenus dans la population adulte (212 ans)

i. Données pharmacocinétiques

Les données pharmacocinétiques des différents FVIII a demi-vie prolongée, issues des
etudes cliniques récemment publiées, sont consignées dans le tableau ci-dessous
(Tableau IX). Globalement, ces facteurs présentent une demi-vie 1,1 a 1,6 fois plus longue
que les FVIII recombinants standards, le temps de demi-vie moyen étant compris entre 12,9
et 19 heures. Le temps estimé pour atteindre une activité plasmatique du FVIII de 1%, aprés

une dose de 50 Ul/kg, est environ 1,3 a 1,8 fois plus long qu’avec les FVIII recombinants non
modifiés.

TABLEAU IX : DONNEES PHARMACOCINETIQUES DES ETUDES CLINIQUES SUR LES FVIII A DEMI-VIE PROLONGEE -
POPULATION ADULTE

Produit Technique Temps de Allongement du T, Temps estimé pour
utilisée demi-vie par rapport au FVIII atteindre une activité
moyen = standard étudié plasmatique de 1% aprées
Tip une dose de 50 Ul/kg
ELOCTA® Fusion au 19,0 h 1,5 fois par rapport a 4,9 jours
s ®
Efmoroctocog fragment Fc d'lgG Advate (versus 3,3 jours avec
alfa (269) Advate®)
BAX 855 PEGylation 16,0 h 1,4 fois par rapport a Donnée non disponible
®
(270,271) Advate
BAY 94-9027 PEGylation 18,7 h 1,4 fois par rapport a Donnée non disponible
®
(272) Kogenate FS
N8-GP PEGylation 19,0 h 1,6 fois par rapport 6,5 jours
(273) aux FVIII®de reférence (versus 3,7 jours avec les
(Advate”, Kogenate FVIII de référence)
FS®, ReFacto AF®,
Haemate P® et un
FVIII plasmatique)
CSL 627 (274) rFVIII a chaine 12,9 - 1,1 -1,2 fois par Environ 4,3 jours (versus
unique 14,1 h rapport a Advate® 3,3 jours avec Advate®)
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ii. Efficacité et données concernant le traitement prophylactique

La durée ainsi que les modalités de traitement sont regroupées dans le tableau X.

Pour ce qui est de [l'efficacité des produits a demi-vie prolongée, I'étude des taux de
saignements annualisés médians des patients sous traitement prophylactique a montré que
des épisodes hémorragiques ont été rencontrés en moyenne moins de 4 fois par an, avec

des taux compris entre 1,14 et 3,9 (Tableau XI).

En ce qui concerne le traitement des épisodes hémorragiques, les études cliniques ont
montré que [utilisation d'un FVIIl a longue durée d’action permettait de résoudre
'hémorragie dans plus de 90% des cas avec une ou deux injections de produit
(Tableau Xl).

17,4% des patients sous prophylaxie a long terme comprenant un schéma a une injection
par semaine (65,8 Ul/kg/semaine en moyenne) n’ont rapporté aucun épisode hémorragique
sous Elocta®. Dans le cas d’une prophylaxie & long terme d’au moins 2 injections par
semaine a raison d’'une consommation moyenne de prés de 90 Ul/kg/semaine (85,4 — 89,12

Ul/kg/semaine), ce pourcentage s’éléve a plus de 40% (Tableau Xl et XlI).
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TABLEAU X : SCHEMAS THERAPEUTIQUES DES ETUDES CLINIQUES SUR LES FVIII A DEMI-VIE PROLONGEE -

POPULATION ADULTE

Produit Schéma thérapeutique de I'étude par rapport au traitement
prophylactique
(Nombre de patients)
ELOCTA® Cohorte 1 : 25-65 Ul/kg tous les 3 a 5 jours (N = 118)
(269) Cohorte 2 : 65 Ul/kg 1 fois par semaine (N = 24)
pendant 50 jours ou plus.
BAX 855 45 +/- 5 Ul/kg 2 fois par semaine pendant plus de 50 jours et
(270) jusqu’a 6 mois (N = 120).
BAY 94-9027 Période de pré-inclusion de 10 semaines : 25 Ul/kg 2 fois par
(275) semaine (N =114)
- Si > 1 hémorragie spontanée pendant cette période : 30-40
Ul/kg 2 fois par semaine (N = 24)
- Si< 1 hémorragie spontanée : 45-60 Ul/kg tous les 5 jours (N =
43) ou 60 Ul/kg tous les 7 jours (N = 43)
pendant 26 semaines.
N8-GP Une dose de 50 Ul/kg tous les 4 jours3 pendant 50 jours ou plus
(271) (N =175).
CSL 627 1. Une dose 3 fois par semaine (N = 79)
(274) 2. Une dose 2 fois par semaine (N =47)

3. Une dose tous les 2 jours (N = 9)
4. Selon un schéma défini par l'investigateur (N = 11)

pendant 50 jours ou plus (N total = 146).

® Un schéma a 2 injections par semaine est admis selon I'appréciation du médecin investigateur.
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TABLEAU XI : DONNEES RELATIVES A L'EFFICACITE DES FVIIlI A DEMI-VIE PROLONGEE LORS DES ETUDES CLINIQUES

- POPULATION ADULTE

Produit Taux de saignements | % d’épisodes hémorragiques % de patients sous
annualisés médians contrélés par 1 ou 2 prophylaxie n’ayant
des patients sous injections de FVIII & demi-vie présenté aucun
prophylaxie prolongée saignement durant I'étude
ELOCTA® 1,6 pour la cohorte 1 87,3% aprés 1 injection Cohorte 1: 45,3%
(269) 3,6 pour la cohorte 2 97,8% aprés 2 injections Cohorte 2: 17,4%
BAX 855 1,9 95,9% aprés 1 ou 2 39,6%
(270) injections
BAY 94- - 3,9 quand tous les 81,1% aprés 1 injection - 46% quand 2 fois
9027 7 jours 90,6% apreés 2 injections par semaine
- _ 0
(275) 1,9 quand tous les 44% quand tous les
5 jours 5 jours
- 1,9 quand 2 fois
par semaine
N8-GP 1,18 - 1,33 77,5% apres 1 injection 40%
(271) 93,6% aprés 2 injections4
CSL 627 1,14 80,9% aprés 1 injection 43%
(274) 1,93 pour le schéma 1 93,5% aprés 2 injections

0 pour le schéma 2

4 97,0% dans le cas du traitement « a la demande »
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TABLEAU Xl : DONNEES RELATIVES A LA PROPHYLAXIE PROVENANT DES ETUDES CLINIQUES REALISEES SUR LES

FVIIl A DEMI-VIE PROLONGEE - POPULATION ADULTE

Produit Dose de FVIII administrée par semaine en Nombre moyen de perfusions
moyenne par semaine
ELOCTA® Cohorte 1 : 85,4 Ul/kg Cohorte 1: 2 durantles 3
(269) Cohorte 2 : 65,8 Ullkg derniers mois de 'étude
Cohorte 2 : 1

BAX 855 87,4 Ul/kg 1,96
(270) (44,6 Ul/kg par dose)

BAY 94- 31,5 a 38,9 Ul/dose quand 2 fois par | Selon le schéma thérapeutique
9027 semaine soit 63 a 77,8 Ul/semaine déterminé suite a la période de
(275) 45,3 Ul/dose quand tous les 5 jours pré-inclusion

- 56,8 Ul/dose quand tous les 7 jours
N8-GP 89,12 Ul/kg 1,70
(271) (52,2 Ul/kg tous les 4,1 jours en moyenne)

CSL 627 4494 |U/kg/an Donnée non disponible

(274) 1. 4769 Ul/kg/an
2. 3974 Ul/kg/an

iii. ~ Sécurité : formation d’inhibiteurs et d’anticorps non neutralisants (ANN)

Un seul patient a développé un inhibiteur sur 'ensemble des études cliniques (Tableau XIII),
dans le cas du N8-GP aprés 93 jours d’exposition (223,271). Il est également important de
souligner que les patients présentant des antécédents ou une présence d’inhibiteurs du FVIII
ont été exclus. La durée d’exposition aux FVIII a demi-vie prolongée était supérieure ou

égale a 50 jours.

Des anticorps non neutralisants (ANN) se sont développés durant chacune de ces études,
ceux-ci n‘ont cependant pas eu d’impact sur la clinique ou la thérapeutique (pas de

diminution d’efficacité).

En ce qui concerne la toxicité des produits, deux réactions d’hypersensibilité corrélées au

traitement par BAY 94-9027 ont été observées : un épisode d'urticaire aprés la 1°* injection
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ainsi qu’une douleur de poitrine associée a un essoufflement aprés la 4°™ injection (patient

avec antécédents d’asthme) (223). Les patients concernés se sont retirés de I'étude (275).

TasLEAU XIII :

DONNEES RELATIVES A LA SECURITE DES FVIIl A DEMI-VIE PROLONGEE LORS DES ETUDES

CLINIQUES - POPULATION ADULTE

Produit Nb de cas Nb de cas Nb de cas Nb de cas Observations
d’inhibiteurs d’ANN d’ANN d’ANN
(20,6 UB/mL) avant pendant d’apparition
'étude 'étude transitoire
ELOCTA® 0 5 6 4 Tous les Acs sont
(269) anti-FVIIl et non
anti-Fc
BAX 855 0 9 Combinaison
(270) d’Acs anti-FVIII et
anti-PEG
BAY 94-9027 0 1 Tous les Acs sont
(275) anti-PEG
2 réactions
d’hypersensibilité
N8-GP 1 3 Apparition de
(271) linhibiteur aprés
93 jours
d’exposition, titre
max : 13,5 UB/mL.
Réaction croisée
au rFVIII pour tous
les Acs
CSL 627 0 8 4 2 Tous les Acs sont
(274) anti-FVIII
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b. Les résultats obtenus dans la population pédiatrique (<12 ans)

i. Données pharmacocinétiques

Les données pharmacocinétiques de certains FVIII & demi-vie prolongée (Elocta®, BAX 855,
CSL 627), issues des études cliniques récemment publiées, sont regroupées dans le
tableau ci-dessous (Tableau XIV). En ce qui concerne les autres facteurs (N8-GP et BAY
94-9027), des études cliniques sont actuellement en cours. De la méme maniére que pour la
population adulte, ces facteurs présentent une demi-vie environ 1,5 fois plus longue que les
FVIII recombinants standards, le temps de demi-vie moyen étant compris entre 10,2 et 14,9

heures.

TABLEAU XIV : DONNEES PHARMACOCINETIQUES DES ETUDES CLINIQUES SUR LES FVIII A DEMI-VIE PROLONGEE -

POPULATION PEDIATRIQUE

Produit Temps de demi-vie Allongement du T4, par rapport au FVIII étudié
moyen
= T2 (heures)
ELOCTA® <6ans:12,67 h Entre 0,79 et 2,98 fois
(276) Entre6et 12 ans: (1,63 par rapport a Advate®< 6 ans,
14,88 h 1,51 entre 6 et 12 ans)
BAX 855 12,6 - 13,9 h Entre 1,3 et 1,5 fois
(277) par rapport a Advate®
CSL 627 <6ans:10,4h Donnée non disponible
(278) Entre 6 et 12 ans :
10,2 h

ii. Efficacité et données concernant le traitement prophylactique

La durée ainsi que les modalités de traitement sont regroupées dans le tableau XV. Des
doses plus élevées et une administration plus fréquente sont généralement nécessaires
chez les enfants 4gés de moins de 12 ans, du fait d’'une clairance plus importante des FVIII

par rapport a la population adulte (279).
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En ce qui concerne lefficacité des produits a demi-vie prolongée, I'étude des taux de
saignements annualisés médians des enfants sous traitement prophylactique a montré que
des épisodes hémorragiques ont été rencontrés moins de 4 fois par an en moyenne, avec
des taux compris entre 1,96 et 3,69 (Tableau XVI).

Par rapport au traitement des épisodes hémorragiques, les études cliniques ont montré que
I'utilisation d’'un FVIII a longue durée d’action permettait de résoudre ’hémorragie dans plus

de 90% des cas avec une ou deux injections de produit (Tableau XVI).
Ces résultats sont similaires a ceux observés dans la population adulte.

38 a 46,4% des patients sous prophylaxie a long terme d’au moins 2 injections par semaine
n’ont rapporté aucun épisode hémorragique, avec une consommation moyenne de prés de
90 a 100 Ul/kg/semaine (88,11 — 97,47 Ul/kg/semaine) (Tableaux XVI et XVII).

TABLEAU XV : SCHEMAS THERAPEUTIQUES DES ETUDES CLINIQUES SUR LES FVIIl A DEMI-VIE PROLONGEE -

POPULATION PEDIATRIQUE

Produit Schéma thérapeutique de I'étude — Prophylaxie

(Nombre de patients)

ELOCTA® 2 doses par semaine pendant au moins 50 jours :
- 1%jour : 25 Ul/kg

(276)
- 4%jour: 50 Ul/kg®

(N =71 dont 36 < 6 ans).

BAX 855 Une dose de 50 +/- 10 Ul/kg 2 fois par semaine pendant au moins 50 jours6

(277) (N = 73 dont 36 < 6 ans).

CSL 627 Une dose de 15 a 50 Ul/kg tous les 2 jours ou 2 a 3 fois par semaine

(278) ou schéma selon le médecin investigateur pendant au moins 50 jours

(N = 81).

® Un ajustement de la dose (80 Ul/kg au maximum) et de la fréquence d’injections (au minimum tous
les 2 jours) est possible durant I'étude.

®Un ajustement de la dose (80 Ul/kg au maximum) est toléré.
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TABLEAU XVI : DONNEES RELATIVES A L'EFFICACITE DES FVIIl A DEMI-VIE PROLONGEE LORS DES ETUDES
CLINIQUES - POPULATION PEDIATRIQUE

Produit Taux de % d’épisodes hémorragiques % de patients sous
saignements contrélés par 1 ou 2 injections prophylaxie n’ayant présenté
annualisés de FVIII a demi-vie prolongée aucun saignement durant
médians I'étude
ELOCTA® 1,96 81,4% aprés 1 injection 46,4%
(276) 93,0% aprés 2 injections
BAX 855 2,0 82,9% aprés 1 injection 38,0%
(277) 91,5% apres 2 injections
CSL 627 3,69 85,9% aprés 1 injection Donnée non disponible
(278) 95,7% apres 2 injections

TABLEAU XVII : DONNEES RELATIVES A LA PROPHYLAXIE PROVENANT DES ETUDES CLINIQUES FAITES SUR LES FVIII
A DEMI-VIE PROLONGEE - POPULATION PEDIATRIQUE

Produit Dose de FVIII administrée par Nombre moyen de perfusions par semaine
semaine en moyenne

ELOCTA® 88,11 Ul/kg 2

(276) (tous les 3,5 jours)
BAX 855 97,47 Ul/kg 1,9

(277) (51,3 Ul/kg/dose)
CSL 627 71 Ul/kg quand 2 fois/semaine 2 pour 54% des patients

(278) 96 Ul/kg quand 3 fois/semaine 3 pour 30% des patients

iii.  Sécurité : formation d’inhibiteurs et d’anticorps non neutralisants (ANN)

Aucune formation d’inhibiteurs n'a été reportée au cours des études aprés une durée
d’exposition supérieure ou égale a 50 jours (Tableau XVIIl). Comme dans le cas des
adultes, les patients présentant des antécédents ou une présence d’inhibiteurs du FVIII ont

eteé exclus de ces études cliniques.
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Des anticorps non neutralisants (ANN) se sont développés durant la majorité des études,

sans impact sur la clinique ou la thérapeutique.

En ce qui concerne la toxicité des produits, aucune réaction grave relative a I'utilisation des

FVIII a longue durée d’action n’a été décrite.

TABLEAU XVIII : DONNEES RELATIVES A LA SECURITE DES FVIIl RECOMBINANTS LORS DES ETUDES CLINIQUES -

POPULATION PEDIATRIQUE

Produit Nb de cas Nb de cas Nb de cas Nb de cas Observations
d’inhibiteurs d’ANN d’ANN d’ANN
(20,6 UB/mL) avant pendant d’apparition
'étude 'étude transitoire
ELOCTA® 0 7 0 0 Tous les Acs sont
(276) anti-FVIIl et non
anti-Fc
BAX 855 0 16 5 2 Combinaison
277) d’Acs anti-FVIII et
anti-PEG
CSL 627 o’ 10 10 Donnée non Acs anti-FVIII
(278) disponible 1 arthralgie &
lorigine de l'arrét
du traitement

c. Conclusion

Les études cliniques actuelles ont montré une bonne efficacité et une bonne tolérance des
FVIII a demi-vie prolongée, que ce soit chez I'adulte ou chez I'enfant. Mises a part les deux
réactions d’hypersensibilité rencontrées dans le cas de BAY 94-9027, aucun effet indésirable
grave (réaction allergique sévere, réaction anaphylactique ou événement thromboembolique
grave), directement corrélé a I'utilisation de ces produits, n’a été rapporté. Un plus grand
nombre de patients traités sur une période plus longue est cependant nécessaire pour

évaluer la sécurité réelle de ces produits. Ces conditions ne pourront étre réunies qu’apres

"La présence d’un inhibiteur a été détectée chez un patient. Une réévaluation du dossier a révélé que
cet inhibiteur était déja présent avant I'’étude (erreur du laboratoire) et n’est donc pas lié a I'exposition
au CSL 627.
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leur mise sur le marché. De plus, la sécurité liee a l'utilisation de ces facteurs chez les
patients non préalablement traités, correspondant a la population la plus a risque de
développer un inhibiteur, n’a pas encore été établie. La survenue d’un inhibiteur étant 'effet
indésirable principal du traitement substitutif actuel (Partie 2, Il), son évaluation dans le cadre

de I'emploi des FVIII a demi-vie prolongée présente donc un intérét majeur.

D. L’implication clinique des FVIIl « long-acting » : les différentes stratégies

thérapeutiques possibles

L’arrivée des FVIII a demi-vie prolongée sur le marché des produits anti-hémophiliques
s’accompagne de la nécessité de mettre en place une prophylaxie individualisée. Le
phénotype hémorragique du patient, la présence ou non de saignements articulaires répétés,
son profil pharmacocinétique mais aussi son mode de vie et son age sont autant de
parameétres qui devront étre pris en compte pour la mise en place d'une stratégie
thérapeutique adaptée (279-282). Une détermination individuelle de la demi-vie du FVIII a
longue durée d’action, par une analyse pharmacocinétique, pourra étre effectuée afin de

définir de maniére optimale les modalités du traitement (dose, fréquence des injections).

On rencontre deux stratégies thérapeutiques : diminuer le nombre d’injections ou maintenir
le nombre d’injections dans le but d’atteindre une concentration plasmatique minimale de
FVIII plus élevée que le seuil thérapeutique défini a 'heure actuelle (activité plasmatique du
FVIII supérieure a 1 Ul/dL (212)).

a. La premiére stratégie thérapeutique : minimiser le nombre d’injections

(42,224)

La premiere stratégie thérapeutique consiste a allonger lintervalle de temps entre les
perfusions de maniére a réduire le nombre d’injections, tout en maintenant un taux

plasmatique minimal de FVIII supérieur a 1%.

Cette approche est a privilégier pour les patients ayant un accés veineux difficile, tels que les

enfants, ainsi que pour les patients dont le mode de vie est relativement sédentaire.

La demi-vie de ces produits étant environ 1,5 fois plus longue que les FVIII traditionnels
(Partie 2, 1, 6, C, a, i), une réduction du nombre d’injections a deux fois par semaine ou une
fois tous les 3 a 5 jours est possible dans le cadre d’une prophylaxie a long terme. En

comparaison, la prophylaxie standard actuelle comprend 3 a 4 injections par semaine (224).
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Un traitement prophylactique comprenant une injection par semaine semble étre possible
pour certains patients sélectionnés selon le profil pharmacocinétique et le phénotype
hémorragique (223). Cette approche peut notamment étre bénéfique pour les patients

préalablement traités « a la demande » (225).

b. La seconde stratégie thérapeutique : atteindre une concentration plasmatique

minimale de FVIII plus élevée

(42,223,224,280)

La seconde stratégie consiste a maintenir un schéma prophylactique standard (grand
nombre d’injections) dans le but d’atteindre un taux plasmatique de FVIII minimal encore

plus élevé que le seuil thérapeutique actuel de 1%.

Il est important de souligner que certains patients n’atteignent pas ce seuil avec le régime
prophylactique actuel, 'emploi d’un facteur a longue durée d’action pourrait leur permettre de

résoudre ce probléeme.

De plus, un taux plasmatique de FVIII plus élevé est nécessaire pour certains patients du fait
de la présence d’hémorragies fréquentes, de saignements répétés au niveau d’une
articulation (articulation « cible ») ou d’une activité physique importante (283). La mise en
place de cette seconde stratégie thérapeutique est intéressante pour ces patients puisqu’elle
permet d’améliorer la « couverture hémostatique ». Dans ce contexte, le taux plasmatique

minimal de FVIII a atteindre n’est pas encore défini a I'’heure actuelle.

E. Les limites des FVIII a longue durée d’action
a. Un allongement de la demi-vie limité

Les résultats cliniques obtenus par rapport a [I'amélioration des propriétés
pharmacocinétiques des FVIII a demi-vie prolongée sont modérés et quelque peu décevants,
en particulier par rapport aux FIX dont la demi-vie a été allongée jusqu’'a 5 fois, par

opposition a moins de 2 fois pour le FVIII (232).

Cet allongement limité serait en grande partie lié a l'interaction étroite du FVIII avec le vVWF.
En effet, étant donné que la majorité des FVIII forment un complexe avec ce facteur dans le
plasma, leur demi-vie dépend en grande partie de la demi-vie du VWF (284,285). Celle-ci est

comprise entre 10 et 25 heures environ, selon le groupe sanguin de I'individu (286). Il a aussi
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été démontré qu’un taux plasmatique de VWF élevé était corrélé a une durée de vie plus
importante du FVIII administré chez des patients hémophiles sévéres (287), que ce facteur
soit modifié ou non (226, 271, 275, 276).

b. La sécurité des facteurs a demi-vie prolongée

i. Les propriétés immunogénes et toxiques potentielles des facteurs PEGylés

La molécule de PEG est un produit de synthése, contrairement a I'albumine et au fragment
Fc d'immunoglobuline qui sont des molécules organiques. Au-dela du fait que cette molécule
de synthése ne soit pas considérée comme immunogéne en elle-méme (244), différents cas
de développement d’anticorps anti-PEG ont été reportés chez des patients traités avec des
molécules PEGylées (288,289). La spécificité et le caractére inhibiteur des anticorps
détectés sont cependant controversés (méthode peu standardisée) (232,290). De plus, des
anticorps anti-PEG ont également été détectés au sein d’une population non traitée par ce
type de molécule (291,292). L’exposition accrue a des produits contenant du PEG, tels que
certains produits cosmétiques et alimentaires, semblerait étre a I'origine de la survenue de

ces anticorps (289), dont 'impact clinique reste a définir.

L’effet toxique potentiel de ces molécules a également été étudié sur des modéles animaux
auxquels ont été administrées de fortes doses de PEG. Une vacuolisation de certaines
cellules, telles que les cellules tubulaires rénales, a été observée en raison de 'accumulation
de PEG (289). Cet effet ne s’est cependant pas révélé nocif chez I'animal. Les mécanismes
d’élimination des molécules de PEG sont complexes et varient en fonction de leur poids
moléculaire (293). La majorité de ces molécules sont excrétées par voie rénale mais une
grande partie est aussi éliminée par la voie hépato-biliaire. Les molécules de haut poids
moléculaire présentent ainsi un risque plus élevé d’accumulation intracellulaire du fait d’'une
clairance rénale réduite. Il est important de souligner que la taille des molécules de PEG
utilisées pour modifier les FVIII permet une élimination rénale (282) et que les doses
administrées lors du traitement ne sembleraient pas pouvoir engendrer de vacuolisation
(294). Cet effet indésirable n’a d’ailleurs pas été observé lors des études précliniques (294).
L’effet d’'une administration fréquente et répétée des FVIII PEGylés sur le long terme, selon
le schéma prophylactique, n’est pas encore connu. Cependant aucune toxicité a long terme
ne semble avoir été répertoriee a ce jour vis-a-vis de [l'utilisation d’autres molécules
thérapeutiques PEGylées (295,296).

A linverse, une réduction de 'immunogénicité suite a l'utilisation d’'une molécule PEGylée,

par comparaison avec son homologue non PEGylé, a été observée lors de différentes
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études (293,296). Cette réduction peut s’expliquer de différentes maniéres. Tout d’abord, les
polyméres de PEG hydratés seraient susceptibles de masquer des épitopes potentiellement
reconnus par les cellules présentatrices de I'antigéne (CPA), de la méme maniére que le
VWF (232,265). Une autre approche serait que les peptides PEGylés présentés a la surface
des CPA ne seraient pas reconnus par les lymphocytes T, prévenant ainsi leur activation
ainsi que celle des lymphocytes B spécifiques et limitant par conséquent le risque de
formation d’inhibiteurs (247). Des études in vitro et in vivo réalisées sur des modéles murins,
vis-a-vis de limmunogénicité des FVIII PEGylés, semblent confirmer ces hypothéses
(247,297).

ii. Limmunogénicité potentielle du FVIIl fusionné au fragment Fc

d’immunoglobuline

Bien que le fragment Fc d’lg soit une molécule organique, son risque immunogéne au sein
de la protéine de fusion n’est pas écarté. En effet, certaines molécules thérapeutiques liées a
ces fragments Fc, tels que les anticorps monoclonaux humains, induisent la formation

d’anticorps neutralisants chez un grand nombre de patients (298).

D’un autre cbté, des études ont montré que la fusion d’'un fragment Fc au FVIII recombinant
pouvait diminuer 'immunogénicité et induire une tolérance sur des modéles animaux (299)

mais aussi dans le cas d’un enfant (300).

Cette fusion permettrait d’apporter un caractére immunomodulateur a la molécule. En effet, il
semblerait que le fragment Fc contienne des épitopes atypiques dont la reconnaissance
entrainerait I'activation de lymphocytes T régulateurs spécifiques (Tregs) (301,302). Ces
cellules participent a la tolérance immunitaire par leur caractére immunosuppresseur et sont

impliquées dans la prévention des réactions auto-immunes.

L’étude INHIBIT (Hemophilia Inhibitor Prevention Trial) a récemment été mise en place afin
d’évaluer l'effet de I'efmoroctocog alfa sur la formation d’inhibiteurs chez des enfants

hémophiles sévéres non préalablement traités (42,247).

c. L’aspect économique

(42, 226, 233)

L’impact du colt des facteurs a demi-vie prolongée sur leur introduction dans la pratique
clinique n’est pas encore élucidé a I'heure actuelle. Son évaluation est en effet compliquée

puisqu’elle dépend de nombreux facteurs. Parmi ceux-ci, on retrouve notamment le profil du
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patient mais aussi l'objectif thérapeutique voulu, a savoir une diminution du nombre
d’injections ou la volonté d’atteindre une concentration plasmatique de FVIII élevée par des
injections plus régulieres. Dans ce dernier cas, le codt du traitement sera forcément plus
elevé. Cependant, la diminution du nombre de complications hémorragiques, liée a une
concentration plasmatique de FVIII élevée, devrait permettre de réduire le colt de la prise en

charge globale : réduction du nombre d’hospitalisations et de visites médicales (303), ...

Des études additionnelles sont nécessaires pour évaluer le colt global réel de I'utilisation de

ces facteurs.

d. Les méthodes de mesure

(232, 283, 305)

L’évaluation de l'activité procoagulante du FVIII se base principalement sur deux techniques

distinctes : la méthode chronométrique en un temps et la méthode chromogénique.

La méthode chronométrique en un temps permet de tester la capacité du FVIII de
'échantillon a raccourcir ou corriger le temps de coagulation d’'un plasma totalement
dépourvu de FVIII (plasma de référence). Le résultat obtenu s’exprime en pourcentage
d’activité par rapport au plasma de référence utilisé. La méthode chromogénique, quant a
elle, est une méthode en deux temps permettant d’évaluer I'activité cofacteur du FVIII dans
I'activation du FX par le FIXa. Cette technique se base sur la mesure de la quantité de FXa
générée, aprés incubation de I'échantillon a tester dans un milieu présentant un excés de
FX, FIXa, phospholipides et calcium. La génération de FXa est alors proportionnelle a la

quantité de FVIII présente dans I'échantillon.

La technique la plus pratiquée en routine dans les laboratoires d’hémostase est la méthode
chronométrique en un temps. Cependant, la précision de cette méthode par rapport aux
facteurs a demi-vie prolongée fait I'objet de nombreux débats. Les modifications apportées
aux facteurs recombinants (délétion du domaine B) ainsi que les technologies utilisées pour
améliorer leur demi-vie, semblent exacerber les discordances observées entre les taux
mesurés par la méthode chronométrique en un temps. Une sous-estimation de l'activité
coagulante et de [lefficacité thérapeutique de certains facteurs a domaine B délété,
notamment des facteurs PEGylés, a en effet été observée. Ce qui ne semble globalement

pas étre le cas pour la méthode chromogénique (305).

Le débat actuel porte sur la nécessité éventuelle de généraliser la méthode chromogénique

au sein des laboratoires d’hémostase.
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F. Le statut des FVIIl a demi-vie prolongée a I’heure actuelle

TABLEAU XIX : TABLEAU RECAPITULATIF DE L'ENSEMBLE DES FVIIl RECOMBINANTS A DEMI-VIE PROLONGEE

ACTUELLEMENT A L'ETUDE OU AYANT OBTENU UNE AMM (306,307)

Produit Fabricant Technique FVII Lignée Purification + AMM /
utilisée cellu- inactivation / Etude
laire élimination virale clinique
ELOCTA® Biogen Fusion au Domaine HEK SD — CIA - CEIl - AMM
Efmoroctocog | ldec/Sobi fragment Fc B deléte NF — CIH — UF
alfa (Swedish d'IgG
ou
Efraloctocog Orphan
alfa (308) Biovitrum)
rFVIIFc- Biogen Fusion au Domaine HEK Donnée non Phase
XTEN-vWF Idec/Sobi fragment Fc B déléte disponible pré-
d’lgG associée clinique
a technologie
XTEN
BAY 94-9027 Bayer PEGylation Domaine BHK Donnée non Phase
Damoctocog (PEG 60 kDa) B délété trouvée Il
alfa pegol
BAX 855 Baxalta/ PEGylation Pleine CHO CIA-CEI-SD-CEI Phase
Rurioctocog Shire (PEG 20 kDa) longueur (149) i
alfa pegol
(309)
Basé sur:
Advate®
N8-GP Novo Glyco- Domaine CHO SD-CIA-CEI-NF-CE | Phase
Turoctocog Nordisk PEGylation B tronqué (132) Il
EhiE [EEge (PEG 40 kDa)
Basé sur:
NovoEight®
CSL 627 CSL FVill Domaine CHO Multiples chromato. Phase
(310) Behring recombinanta | B tronqué + 2 étapes i
chaine unique d’inactivation virale
BAX 826 Baxalta/ Polysialylation Pleine CHO CIA-CEI-SD-CEI Phase
Basé sur: Shire longueur (149) I/lla
Advate®
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. La problématique majeure du traitement substitutif actuel : la

survenue d’inhibiteurs

1. Contexte et épidémiologie

A I'heure actuelle, l'apparition d’anticorps anti-FVIII neutralisants ou inhibiteurs est la
complication majeure du traitement substitutif de 'hémophilie A. En limitant I'efficacité du
traitement anti-hémophilique, ces inhibiteurs ont un impact considérable sur la qualité de vie
ainsi que sur le pronostic vital et fonctionnel du patient immunisé. Cette complication
surviendrait chez environ 30% des patients atteints d’'une hémophilie A sévere (311). La
survenue d’inhibiteurs chez les patients atteints d’'une forme modérée ou mineure est moins

fréquente (5-10%) et peut potentiellement aggraver le phénotype hémorragique (239).

2. Les différents types d’anticorps anti-FVIIl et leur impact clinique

(35, 37, 313)

A. Les anticorps anti-FVIIl neutralisants ou inhibiteurs

Les anticorps neutralisants sont des immunoglobulines G (IgG) dirigées contre le FVIII. Ces
inhibiteurs vont s’opposer a l'action du FVIII en compromettant son interaction avec les
constituants indispensables a son activité procoagulante : VWF, phospholipides, FIX ou X. II
est admis que la majorité des épitopes reconnus par ces IgG sont localisés au niveau des
domaines A2, C2 et A3 (313). Selon I'épitope ciblé, les anticorps vont présenter des

mécanismes d’inhibition différents :

- Les anticorps anti-A2 : ils bloquent linteraction avec le FIXa et certains vont, par

géne stérique, empécher I'activation du FVIII par la thrombine (314).

- Les anticorps anti-C2: ils empéchent la liaison du FVIII au vVWF (315) ou son

interaction avec les phospholipides (316).
- Les anticorps anti-A3 : ils semblent principalement empécher I'interaction avec le
FIXa (317).

B. Les anticorps non neutralisants (ANN)

Les anticorps non neutralisants représentent une catégorie d’anticorps dénuée d’activité

inhibitrice. lls n’ont pas d’impact sur la fonction procoagulante du FVIII et ne réduisent donc
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pas l'efficacité du traitement substitutif. Ces anticorps sont dirigés contre des épitopes « non
fonctionnels » du FVIII. Leurs conséquences cliniques restent inconnues a I'heure actuelle.
L’hypothése d’'une augmentation de la clairance plasmatique du FVIII par ces anticorps est
eémise par certains auteurs. Leur détection par des techniques immunologiques n’est pas

systématique et n’a pas de répercussion sur la prise en charge du patient.

3. Les facteurs de risque

La connaissance des facteurs de risque d’apparition d’inhibiteurs est indispensable pour
pouvoir minimiser lincidence de cette complication. On distingue les facteurs de risque
génétiques, qui sont non modifiables, des facteurs non génétiques liés aux modalités de
traitement ainsi qu’a la nature du FVIII utilisé. C’est sur ces derniers facteurs que I'on peut

agir dans le but de prévenir ou de réduire la survenue et I'évolution de cette complication.

A. Les facteurs de risque génétiques

(312,318)

Les facteurs de risque génétiques ont un impact important sur limmunisation. Leur
connaissance est indispensable pour identifier les patients a haut risque immunogéne, pour

lesquels une vigilance accrue doit étre mise en place tout au long du traitement.
Les principaux facteurs de risque génétiques identifiés sont multiples :

- Le type de mutation affectant le géne du FVIII (Partie 1, IV, 3): les mutations non-

sens, les délétions étendues ainsi que les inversions sont les plus a risque car elles
empéchent toute synthése de FVIII.

- Lexistence d’antécédents familiaux d’inhibiteurs représente un facteur de risque
important (319).

- L’ethnie : les populations non-caucasiennes sont plus a risque, plus particulierement

les populations afro-américaines (320).
- Le systéme HLA (human leukocyte antigen) : les haplotypes H3 et H4 sont associés
a un risque plus élevé d’immunisation (321).

- Le polymorphisme génétique de certaines cytokines et de certains facteurs

immunomodulateurs : certains polymorphismes de l'interleukine 10 (IL10) (322) et du

TNF-a (323) ont un risque plus élevé tandis que certains polymorphismes de la
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein-4) réduiraient le risque
d’'immunisation (324).
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B. Les facteurs de risque liés au traitement

Les facteurs de risque liés au traitement sont potentiellement modifiables. C’est donc par la
connaissance et la prise en compte de ces facteurs que I'on pourrait envisager une réduction
du risque d’apparition d’inhibiteurs. lls sont liés aux modalités de traitement et au produit
substitutif utilisé (188,313,325).

a. Les facteurs de risque liés aux modalités du traitement substitutif

i. Un traitement intensif précoce

(312,318)

L’intensité du traitement est définie par deux paramétres majeurs: le nombre de jours
consécutifs avec une injection journaliére de FVIII (« peak treatment moments ») ainsi que la
quantité cumulée de FVIII administrée sur une période de temps donnée. La précocité de
I'exposition, quant a elle, est définie dans la période des 50 premiers jours de traitement.

C’est durant cette période que prés de 95% des inhibiteurs sont détectés (318).

Les traitements intensifs précoces ont été associés a un risque plus important de

développement d’inhibiteurs au cours de différentes études (326-328).

L’étude CANAL (Concerted Action on Neutralizing Antibodies in severe hemophilia A) (326)
a montré que les patients recevant un premier traitement durant au moins 5 jours consécutifs
présentaient un risque 3,3 fois plus élevé que les patients traités durant un ou deux jours
consécutifs. Ce risque était d’autant plus important que la dose de FVIII utilisée était élevée :
une dose moyenne supérieure a 50 Ul/kg durant 5 jours consécutifs entrainait un risque 3,3

fois plus élevé que dans le cas d’une dose inférieure a 35 Ul/kg.

L’étude RODIN (Research of Determinants of Inhibitor Development) (328) a également
confirmé l'effet néfaste des traitements intensifs précoces. Un premier traitement intensif
durant 3 a 5 jours consécutifs était associé a une augmentation du risque de survenue
d’anticorps inhibiteurs de 40%, ce risque était doublé aprés 5 a 10 jours de traitement. La
dose administrée avait également son importance puisqu’'une administration moyenne
supérieure a 50 Ul/kg s’accompagnait d’un risque 2,3 fois plus élevé que dans le cas d’'une

dose moyenne de 35 Ul/kg.
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La théorie de la discontinuité a récemment été présentée comme un élément de réponse
potentiel a cette réaction immunogéne (329). Selon cette théorie, I'induction d’'une réponse

immunitaire est directement corrélée a la variation antigénique en fonction du temps :

- Dans le cas ou une molécule portant des motifs structurellement différents de ceux
retrouvés dans l'organisme est administrée en grande quantité et de maniére
soudaine, une réponse immunitaire importante se produit (Cas a de la Figure 22).
Tel est le cas lors de 'administration de FVIII de maniére intensive et précoce.

- Si le motif antigénique est présent de maniére persistante sur le long terme, la
réponse immunitaire s’éteint rapidement (Cas b de la Figure 22).

- Dans le cas ou I'antigéne est présenté lentement, de maniére persistante et en petite
quantité, une tolérance immunitaire peut se mettre en place (Cas c de la Figure 22).
Ce dernier cas de figure se rapproche du schéma prophylactique de I'hémophilie
(Partie 2, 11, 6, A, a).

& Sudden appearance of an unusal antigen

l___l Antigen
concentration
Time

Immune
response

b Initially unusual but persistent antigen

y
N

¢ Slow appearance of an unusual antigen

s

FIGURE 22 : LA THEORIE DE LA DISCONTINUITE (329)

La raison de la mise en place d’'un traitement intensif précoce serait également un élément
important pour définir le risque de développement d’un inhibiteur. En effet, les résultats d’'une
méta-analyse ont démontré que ce risque était augmenté dans le cas d’une intervention

chirurgicale en comparaison au traitement d’'un épisode hémorragique séveére (330).
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ii. L’administration de FVIIl dans un contexte inflammatoire (« Signal de danger »)

(312,331)

Le contexte inflammatoire présent lors d’'un traumatisme, d’'une situation chirurgicale ou lors
d’'un épisode hémorragique sévéere, pourrait expliquer le risque immunogéne accru associe a
administration d’'une dose élevée de FVIII durant une période plus ou moins longue.
L’inflammation peut également étre provoquée par une infection concomitante. Les situations
ou le FVIII est administré en contexte inflammatoire sont associées a la notion du « signal de
danger » (332,333). Selon la théorie du danger (334), I'environnement dans lequel a lieu la
présentation de I'antigéne a une influence majeure sur la réponse immunitaire. Ainsi, dans le
cas de I'hémophilie A, le FVIII est introduit aux cellules présentatrices de I'antigeéne (CPA) au
niveau des sites hémorragiques ou sont présents des cellules endommagées et des

composants (TNFa, IL-1q, ...) pouvant activer la réponse immunitaire (331).

Le réle du « signal de danger » dans le risque immunogéne lié au traitement n’est pas

encore complétement élucidé a I'’heure actuelle.

iii. Le traitement prophylactique

(312,331)

L’instauration précoce d’'un traitement prophylactique de longue durée semble avoir un réle
protecteur par rapport au développement d’inhibiteurs. En effet, les études observationnelles
CANAL (326) et RODIN (328), ainsi qu’'une étude cas-témoin italienne (335), ont montré une
diminution du risque immunogéne chez les patients sous prophylaxie par rapport a ceux
traités « a la demande ». L’effet protecteur serait lié a l'induction d’'une tolérance immunitaire
par rapport au FVIII (318), selon le principe de la théorie de la discontinuité vu

précédemment (Partie 2, Il, 3, B, a, i).

Selon I'étude RODIN (328), cet effet protecteur n’apparaitrait pas directement mais
seulement aprés les 20 premiéres journées d’exposition au FVIIl. De plus, il concernerait
surtout les patients dont la mutation du géne du FVIII est considérée comme a faible risque

de survenue d’inhibiteurs.

Les informations relatives a I'effet protecteur d’'une prophylaxie précoce et de longue durée
sont cependant incomplétes a I'heure actuelle et nécessitent la réalisation d'études

complémentaires.
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b. Les facteurs de risque liés au facteur VIl utilisé

La nature du FVIII administré fait 'objet de nombreux débats quant a son implication en tant
que facteur de risque de survenue d’inhibiteurs. L’origine du facteur (plasmatique ou
recombinante), le type de facteur recombinant utilisé (seconde versus troisieme génération)
ainsi que la délétion du domaine B (Partie 2, I, 5, F, a, iii) dans le cas des facteurs
recombinants, auraient une incidence sur le développement des anticorps neutralisants
(189).

i. L’origine du facteur VIl : plasmatique versus recombinant
1) Un point sur les données actuelles : état des lieux des études

(336)

L’administration de FVIIl a un patient hémophile, qu’il soit plasmatique ou recombinant,
présente un risque d’'induction d’inhibiteurs (24). De nombreuses études ont été réalisées sur
des patients non préalablement traités afin d’évaluer le réle de l'origine du facteur dans la
survenue d’anticorps inhibiteurs. Cette évaluation présente une importance clinique majeure,

du fait de son implication dans le choix des produits.

Les études multicentriques observationnelles : CANAL, RODIN ainsi que I'étude publiée en
2015 par 'EUHASS, nont pas montré de différences significatives par rapport a
limmunogénicité des facteurs plasmatiques et recombinants (Tableau XX). Cependant, il est
important de souligner que le nombre de patients traités par un FVIIl plasmatique au cours
de ces études était bien plus faible que le nombre de patients sous FVIIlI recombinants, ce

qui rend la comparaison difficile.

Différentes méta-analyses et revues systématiques, basées sur la comparaison d’études
individuelles, ont présenté des résultats variables (337-339). Ces analyses sont confrontées
a de nombreuses limitations (hétérogénéité au niveau des critéres d’inclusion, des
caractéristiques des études, ...), ce qui rend leur interprétation compliquée et insuffisante
pour conclure a une différence d’immunogénicité entre les facteurs plasmatiques et

recombinants.

La premiére étude randomisée, portant sur la comparaison du risque immunogéne selon
lorigine du facteur, a été publiée en mai 2016. Il s’agit de ['étude internationale
multicentrique et prospective : SIPPET (Survey of Inhibitors in Plasma-Products Exposed
Toddlers), qui a été réalisée de 2010 a 2015 sur 251 patients. Les résultats de I'étude

(Tableau XX) ont montré que les FVIIl recombinants étaient associés a une incidence
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d’inhibiteurs plus élevée de 87% par rapport aux FVIII d’origine plasmatique contenant du
VWF, chez des patients atteints d’hémophilie A sévére non préalablement traités (340). Le
choix du produit semble donc étre un facteur essentiel a la minimisation de I'apparition

d’inhibiteurs chez ces patients.

Il est important de souligner que les FVIII recombinants récents (NovoEight®, Nuwiq® et
Kovaltry®/Iblias®), ceux & demi-vie prolongée ainsi que les FVIII d’origine plasmatique de
haute pureté ne contenant pas de VWF n'ont pas fait I'objet de I'étude SIPPET. Les

conclusions de cette étude ne sont donc pas applicables a ces produits.

TABLEAU XX : TABLEAU RECAPITULATIF DES RESULTATS DES ETUDES OBSERVATIONNELLES CANAL, RODIN ET
EUHASS AINSI QUE DE L'ETUDE RANDOMISEE SIPPET PAR RAPPORT AU DEVELOPPEMENT D’INHIBITEURS SELON
L’ORIGINE DU FVIII UTILISE.

Etude Caractéristiques de Nombre de patients ayant développé un inhibiteur (%) :
‘étude Au total Sous FVIII Sous FVIII
plasmatique recombinant
CANAL Etude de cohorte, 82/316 29/135 53/181
(341) multicentrique, (25,9%) (21,5%) (29,3%)
rétrospective.
RODIN Etude multicentrique, 177/574 29/88 145/476
(187) prospective. (30,8%) (33,0%) (30,5%)
EUHASS Etude multicentrique, 108/417 8 11/51 97/366
(342) prospective. (25,9%) (21,6%) (26,5%)
SIPPET Etude prospective, 76/251 29/125 47/126
(340) multicentrique, (30,3%) (23,2%) (37,3%)
randomisée et
contrblée.

® Tous les patients non préalablement traités reportés dans 'EUHASS, y compris ceux inclus dans
I'étude RODIN.
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2) Lorigine potentielle de cette différence dimmunogénicité

L’'impact des modifications post-traductionnelles (Partie 2, |, 5, E, d, ii), caractérisées par un
degré de sulfatation différent ainsi que par la présence d’épitopes non humains, pourrait en
partie expliquer la différence d’immunogénicité observée entre les FVIII recombinants et

ceux d’origine plasmatique.

3) L’impact sur la stratégie thérapeutique

Selon la déclaration de la Fédération Mondiale de I'Hémophilie (FMH), la stratégie

thérapeutique devrait étre ajustée aux données de I'étude SIPPET (343) :

- Pour les patients hémophiles sévéres n'ayant jamais été sous traitement substitutif, il

est recommandé de débuter le traitement avec un FVIII d’origine plasmatique
contenant du vVWF ou avec un FVIIlI recombinant.

- Pour les patients déja traités par un FVIII recombinant, une poursuite du traitement
en cours devrait étre envisagée.

- Dans le cas ou un _seul FVIII est disponible, il faut I'administrer quelle qu’en soit

I'origine.

ii. Le type de facteur recombinant utilisé : « deuxiéme génération » versus

« troisiéme génération »
(312,344,345)

Trois études observationnelles (RODIN, FranceCoag et UKHCDO) ont récemment montré
que le type de FVIII recombinant utilisé avait une influence sur le risque de survenue d’un
inhibiteur (Partie 2, I, 5, G). Les produits de « deuxiéme génération », Kogenate® Bayer et
Helixate® NexGen, ont été associés a une incidence plus élevée de développement
d’anticorps neutralisants par rapport au FVIIl de « troisitme génération » Advate®

(Tableau XXI), chez les patients non préalablement traités.

Ces produits (Advate® et Kogenate® Bayer/Helixate® NexGen) présentent deux

caractéristiques différentes :

- Un acide aminé situé au niveau du domaine B est différent entre les séquences
polypeptidiques des produits (344). Les deux variants sont néanmoins naturellement

présents chez ’homme ainsi que dans les concentrés d’origine plasmatique (344).
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- Les cultures cellulaires utilisées différent. Advate® est produit par des cellules CHO
tandis que Kogenate® Bayer/Helixate® NexGen sont produits par des cellules BHK.
On retrouve par conséquent des variations au niveau des modifications post-
traductionnelles pouvant influencer 'immunogénicité de ces facteurs (Partie 2, 1, 5, E,

d, ii).
Aucun mécanisme physiopathologique permettant d’expliquer cette différence

d'immunogénicité n’a cependant pu étre mis en évidence a ce jour.

Les résultats de I'étude issue du programme de pharmacovigilance européen EUHASS ne
confirment pas les résultats des études précédentes. L’incidence de développement
d’'inhibiteurs entre les deux types de produits est quasiment similaire dans cette étude
(Tableau XXI).

L’ensemble de ces études observationnelles ne permettent pas de confirmer de maniére
absolue que les FVIII recombinants de « deuxiéme génération » (Kogenate® Bayer et
Helixate® NexGen) sont associés & un risque plus élevé de développement d'inhibiteurs par
rapport aux autres FVIII recombinants. Compte tenu de cette incertitude, leur place dans la
stratégie thérapeutique a été modifiée en juillet 2015, comme nous I'avons vu précédemment
(Partie 2, 1, 5, G).
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TABLEAU XXI : TABLEAU RECAPITULATIF DES RESULTATS DES ETUDES RODIN, FRaANCECoAG, UKHCDO

EUHASS PAR RAPPORT AU DEVELOPPEMENT D’INHIBITEURS SELON LE TYPE DE FVIII UTILISE.

ET

Etude Nombre de patients ayant développé un inhibiteur sous FVIII recombinant de
pleine longueur (%) :

Au total 1% génération’® | 2°™ génération® génération"’
RODIN 177/574 17/59 64/183 41/157
(187) (30,8%) (28,8%) (35,0%) (26,1%)
UKHCDO 118/407 4/11 45/128 42/172
(346) (29,0%) (36,4%) (35,2%) (24,4%)
EUHASS 108/417" 1/24 44/143 371141
(342) (25,9%) (4,2%) (30,8%) (26,2%)

4. Les stratégies thérapeutiques actuellement utilisées lors d’une allo-

immunisation

(16,312)

Le choix de la stratégie thérapeutique repose sur le dosage de l'inhibiteur par la méthode de

Bethesda-Nijmegen (6). Le titre mesuré permet de faire la distinction entre les patients forts

(> 5 unités Bethesda/mL) et faibles répondeurs (< 5 UB/mL), afin d’orienter la conduite

thérapeutique (24).

Dans le cas des patients faibles répondeurs, le traitement substitutif de référence par les

concentrés de FVIII préserve généralement son efficacité. Des doses plus élevées doivent

cependant étre administrées de maniére a atteindre un taux plasmatique de FVIII suffisant,

aprés neutralisation des inhibiteurs.

® Recombinate®
10 Kogenate® Bayer et Helixate® NexGen
" Advate®

2 Tous les patients non préalablement traités reportés dans 'lEUHASS, y compris ceux inclus dans
I'étude RODIN.
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Les patients forts répondeurs ont développé une importante réponse immunitaire contre le
FVIIl. Le traitement substitutif de référence devient inefficace, il est alors nécessaire de
mettre en place d’autres stratégies thérapeutiques :

- Le ftraitement des épisodes hémorragiques nécessite ['utilisation d’agents « by-

passant » ayant la capacité d’activer le systéme de coagulation en I'absence de FVIII.
Ces agents sont de deux types : le complexe prothrombique activé (Feiba®) et le
facteur VIl activé recombinant (NovoSeven®). Le complexe prothrombique activé est
un concentré d’origine plasmatique contenant notamment les facteurs Il, IX, X, VII et
VIII sous des formes activées et non activées.

- La mise en place d’un protocole d’induction de tolérance immune (ITl) est également

nécessaire afin d’aboutir a I'éradication de linhibiteur sur le long terme. Il repose sur
'administration réguliére de doses plus ou moins élevées de FVIII pendant plusieurs
mois voire quelques années. L'ITI est efficace pour environ 70 a 80 % des patients

immunisés dans le cas de 'hémophilie A (347).
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PARTIE 3 : L’AVENIR
THERAPEUTIQUE DE
L’HEMOPHILIE A
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. Lathérapie génique
(283,349,350)

L’hémophilie n’est pas une maladie curable a I'heure actuelle, le traitement substitutif permet
de prévenir ou de traiter les épisodes hémorragiques mais ne permet pas de guérir la
pathologie. C’est dans cet espoir que de vastes travaux sur la thérapie génique ont été
entrepris. Le principe de cette technique consiste, de maniére trés simplifiée, a transférer
une copie fonctionnelle du géne du FVIII a certaines cellules du patient de maniére a induire
une synthése endogéne persistante. L’hémophilie est une maladie monogénique, il s’agit
donc d'une candidate idéale pour la thérapie génique. De plus, le fait quune légere
augmentation du taux plasmatique du facteur déficitaire suffise a améliorer le phénotype de
la pathologie concourt également a faire de 'némophilie un modeéle de choix pour cette

thérapie.

La modification des cellules peut se faire selon différentes approches (Figure 23).
Cependant, la plupart des thérapies étudiées ne sont qu’a l'aube de leur développement

clinique.

Madification des cellules EX

FIGURE 23 : LES DEUX PRINCIPALES STRATEGIES DE THERAPIE GENIQUE : LA MODIFICATION DES CELLULES IN VIVO
OU EX VIVO (349)
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1. La modification des cellules in vivo a travers un vecteur viral : le virus

associé a I'adénovirus (AAV)
(348,350)

Cette approche se base sur le transfert du géne d’intérét via un vecteur viral : le virus
associé a l'adénovirus (AAV). Ce vecteur est spécifiquement dirigé vers les hépatocytes
dans le but de restaurer ou d’augmenter la production hépatique de FVIII fonctionnels de

maniére permanente.

Dans la pratique, la mise en place de cette technique est un processus trés complexe qui se

heurte a trois limites majeures (348) :

- La taille du transgéne est restreinte et ne doit pas excéder 5 kb environ (351). C’est

une limitation non négligeable dans le cas du FVIII dont le géne s’étend sur 186 kb
(19). Des modifications telles que la délétion du domaine B ont été apportées afin de
surpasser cette limite (282).

- Les difficultés par rapport a l'efficacité du transfert génétique et a I'expression du

géne au sein de la cellule transfectée. En effet, des résultats cliniques ont montré que
'expression du géne n’était pas permanente. Ceci s’expliquerait par le fait que le
génome viral porteur du géne d’intérét se retrouve principalement sous une forme
épisomale pouvant rapidement étre perdue lors de la division cellulaire (350).
L'utilisation de doses relativement élevées de produit est donc nécessaire pour
obtenir une expression efficace du transgéne.

- Les effets secondaires liés a 'administration de fortes doses de vecteurs. Un effet

hépatotoxique a été observé (352).

Différentes thérapies géniques se basant sur la vectorisation par AAV sont en cours d’étude
(Tableau XXII). BMN 270 est le premier vecteur AAV-facteur VIII a avoir été testé sur
'hnomme, I'essai clinique de phase I/ll a débuté en 2015. Cette thérapie, initialement sous
licence détenue par I'University College de Londres et St. Jude Children’s Research
Hospital, est développée par I'entreprise américaine Biomarin. Il s’agit d’'une molécule d’ADN
simple brin codant pour le FVIII & domaine B délété, englobée dans une capside d’AAVS et

produite par un systéme d’expression propre aux cellules d’insectes : le baculovirus.

Des résultats intermédiaires concernant I'essai de phase I/l pour 'hémophilie A ont été
présentés par Biomarin lors du congrés de la WFH (World Federation of Hemophilia) de
juillet 2016. Sur les sept patients traités avec une dose élevée de BMN 270 (6 x 10™ vg/kg),
six avaient des taux plasmatiques de FVIII supérieurs a 50 % et le septieme supérieur a

10%. La durée d’observation aprés traitement était comprise entre 12 et 28 semaines. Le
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taux annualisé médian de saignements a considérablement diminué, il est passé de 20 a 5.
De plus, aucun événement indésirable grave, ni aucune augmentation significative des taux
d’enzymes hépatiques, n'ont été observés. Les patients ayant recu des doses élevées ont
été traités de maniére concomitante par des stéroides afin de lutter contre une réaction

immunitaire potentielle (353).

Ces résultats sont trés prometteurs pour 'avenir du traitement de I'hémophilie A. Il est
cependant important de souligner qu’une partie de la population (estimation : 10 - 20 %) est
immunisée contre le vecteur AAV5 et ne peut donc pas étre traitée avec cette forme de

thérapie génique.

L’essai clinique va se poursuivre, la phase Ilb visant a évaluer la dose optimale de BMN 270

a administrer devrait débuter au courant de 'année 2017.

TABLEAU XXII : LES THERAPIES GENIQUES PAR MODIFICATION DES CELLULES IN VIVO ACTUELLEMENT A L'ETUDE
(354)

Produit Société Vecteur Geéne Production Etude clinique
thérapeutique — Phase /Il
BMN 270 BioMarin AAV5 FVIIl a Baculovirus 2015
domaine B
delété
SPK-8011 Spark Vecteur AAV FVill a HEK-293 Décembre
Therapeutics de bio- domaine B 2016
ingénierie delété
DTX-201 Dimension AAV FVIIl a Cellules Prévue pour
Therapeutics domaine B Hela™ 2017
/Bayer délété
BAX 888 Shire AAVS8 FVIIl a HEK-293 Prévue pour
domaine B 2017
délété
SB-525 Sangamo AAV6 FVII a Baculovirus Prévue pour
BioSciences domaine B 2017
délété

'® Premiere lignée de cellules malignes humaines cultivée, issue du carcinome cervical d’'une patiente
nommée Henrietta Lacks, d’ou le nom « HelLa ».
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2. La modification des cellules ex vivo

(282,348)

Le principe de cette technique est de transférer un géne d’intérét dans les cellules souches
prélevées chez un individu, puis de les lui réimplanter. Les cellules souches, par leurs
capacités d’auto-renouvellement illimitées et de différenciation en différents types cellulaires
spécialisés, permettraient un transfert stable et unique du géne. Cette technique est donc
envisagée dans le cadre du traitement de 'hémophilie A, afin de permettre une production
durable de FVIIl. Les cellules souches hématopoiétiques sont de bonnes candidates

puisqu’elles permettraient de sécréter le FVIII directement dans la circulation sanguine.

Le transfert de géne est assuré par un vecteur lentiviral qui se différencie du vecteur AAV
par sa plus grande capacité de stockage ainsi que par son intégration dans le génome de la

cellule cible. Il présente également une bonne efficacité et une bonne tolérance.

D’aprés des études faites sur des modéles murins, cette technique ex vivo pourrait étre

particulierement efficace chez les patients hémophiles avec inhibiteurs (355,356).

3. L’ingénierie ciblée des génomes
(350,351,358)

L’ingénierie ciblée des génomes est une approche récente qui permet non seulement de
corriger ou d’inactiver un géne délétére mais aussi d’'insérer un géne d’intérét directement au
sein de la cellule (Figure 24). C’est une technique trés précise qui repose sur l'utilisation
d’enzymes dénommeées « nucléases » : les nucléases a doigt de zinc (ZFN pour zinc finger
nucleases), les nucléases effectrices de type activateur de transcription (TALEN pour
transcription activator-like effector nucleases), les méganucléases ainsi que le systéme
CRISPR—Cas9 (CRISPR pour clustered regularly interspaced short palindromic repeats).
Ces enzymes sont capables de reconnaitre et de couper 'ADN a un endroit précis. Les
systémes de réparation de la cellule vont ensuite entrer en jeu afin de ressouder 'ADN soit

par recombinaison homologue, soit par jonction d'extrémités non homologues (Figure 24).
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FIGURE 24 : L'INGENIERIE CIBLEE DES GENOMES (358)

Cette technique, possible aussi bien in vivo qu’ex vivo, fait I'objet de différentes études dans

le domaine de I'hémophilie. En ce qui concerne I'’hémophilie A, plusieurs stratégies sont

étudiées :

L'insertion d’'un géne fonctionnel du FVIIl au sein du géne de l'albumine, a I'aide de

nucléases a doigt de zinc. Le géne de I'albumine est fortement exprimé au niveau
des cellules hépatiques. Ainsi, une perte d’expression au sein d'un faible
pourcentage de cellules n’aurait pas de conséquences néfastes pour le patient. Des
résultats encourageants ont été obtenus sur des modéles murins (359).

La correction des mutations de type inversion (Partie 1, IV, 3), responsables

d’environ 50% des cas d’hémophilie A sévére (357). Des études sur des cellules
souches pluripotentes induites, provenant de patients atteints d’hémophilie A liée a
ce type de mutation, ont été réalisées en utilisant le systtme CRISPR—-Cas9. Les
cellules souches modifiées et différenciées en cellules endothéliales exprimaient le

geéne du FVIII in vitro. De plus, une transplantation de ces cellules sur des modéles
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murins atteints d’'une forme d’hémophilie A sévere a permis d’améliorer leur

phénotype hémorragique (360).

L’ingénierie ciblée du génome est donc une technique trés prometteuse. L’état actuel des
connaissances est cependant limité. La détermination de I'efficacité et de la sécurité de cette

technique est un préalable indispensable a son utilisation chez 'homme.
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Il. Les stratégies thérapeutiques alternatives
(232,282)

Parallelement aux recherches faites sur la thérapie génique, des stratégies thérapeutiques
alternatives, permettant la restauration de 'hémostase sans avoir recours a une thérapie
substitutive, sont a un stade avancé du développement clinique. Les données cliniques

préliminaires relatives a ces thérapies sont présentées dans le tableau XXIII.
Ces nouvelles stratégies reposent sur deux approches différentes :

- Imiter l'activité cofacteur du FVIIl par [l'utilisation d’un anticorps bispécifique :
ACE910.

- Limiter I'action de certains inhibiteurs physiologiques de la coaqgulation : I'inhibiteur de

la voie du facteur tissulaire (TFPI) dans le cas de [lanticorps NN-7415 et
I'antithrombine (AT) dans le cas de 'ARN interférant ALN-AT3.

1. Les molécules actuellement a I’étude

A. Anticorps bispécifique : ACE 910 (emicizumab)

(233,253,283)

Un anticorps bispécifique humanisé imitant le role de cofacteur du FVIII a été élaboré par
I'entreprise japonaise Chugai Pharmaceutical Co., il s’agit de 'emicizumab ou ACE 910. Cet
anticorps va se lier aux FlXa et X, ce qui va entrainer une proximité étroite entre ces facteurs

de maniére a favoriser I'activation du FX et I'amplification de la génération de thrombine.

Au niveau de la structure, 'emicizumab est trés différent du FVIII et n’est donc pas impacté
par la présence d’inhibiteurs. Cette molécule peut donc étre utilisée que le patient hémophile

soit immunisé ou non.

Les résultats de I'essai clinique de phase I/ll ont montré qu’un traitement prophylactique,
basé sur une administration sous-cutanée hebdomadaire d’emicizumab, permettait de
réduire de maniére considérable le nombre d’hémorragies annuelles chez les patients avec
ou sans inhibiteurs. Ainsi, dans la cohorte ayant regu les doses les plus importantes, le taux

annualisé médian de saignements est passé de 15,2 4 0,0 (361).

L’emicizumab fait actuellement I'objet d’'un essai clinique de phase Il évaluant I'efficacité, la
sécurité et les données pharmacocinétiques du traitement prophylactique chez des patients
hémophiles avec inhibiteurs (HAVEN 1).
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B. Anticorps anti-TFPI
(233,283,363)

L’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI pour « tissue factor pathway inhibitor ») est
l'inhibiteur naturel majeur de la phase d’initiation de la coagulation. Son action inhibitrice est
dirigée non seulement contre I'activité du complexe Vlla — facteur tissulaire mais aussi contre
celle du FXa.

Le TFPI présente différents domaines de Kunitz ayant chacun une fonction particuliére. Le
domaine de Kunitz Il se fixe au FXa et l'inhibe dans un premier temps puis le complexe
TFPI-Xa se fixe au complexe Vlla — facteur tissulaire, via I'interaction du domaine de Kunitz

I, en inhibant son activité (363).

Etant donné qu’une inhibition du TFPI pourrait augmenter la génération de thrombine malgré

un déficit en FVIII, différents anticorps dirigés contre ce facteur ont été développés :

- Concizumab : mAb-2021 ou NN-7415

L’entreprise pharmaceutique Novo Nordisk a élaboré un anticorps monoclonal

humanisé et bispécifique. Celui-ci présente une grande affinité pour le domaine de
Kunitz Il du TFPI, impliqué dans I'inhibition du FXa (282). Par son action, NN-7415 va
permettre de bloquer l'interaction entre le FXa et le TFPI.
Les résultats de l'essai clinique de phase | montrent une décroissance de la
concentration plasmatique de TFPI libres de maniére dose-dépendante, aussi bien
chez les patients sains que chez les patients hémophiles (364).

- BAY 1093884
L’anticorps monoclonal humanisé BAY 1093884 a été développé par la société
allemande Bayer et fait I'objet de sa premiére étude clinique sur ’lhomme. Cet essai
clinique a débuté en octobre 2015 (365).

C. ARN interférant : ALN-AT3 (fitusiran)
(236,283,367)

L’antithrombine (AT) est, comme le TFPI, un inhibiteur physiologique de la coagulation. II
inhibe principalement la thrombine et le FXa, mais agit aussi sur les formes activées des
facteurs IX, Xl et XII.

L’entreprise américaine Alnylam Pharmaceuticals a développé fitusiran, un petit ARN

interférant (siRNA pour small interfering RNA) permettant de diminuer la synthése hépatique
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d’AT par extinction transcriptionnelle (TGS pour transcriptionnal gene silencing) du géne en
question. Cette molécule a été créée dans le but de générer une quantité suffisante de
thrombine pour restaurer une hémostase correcte chez les patients hémophiles (A ou B)
avec ou sans inhibiteurs. Le tropisme hépatique a été rendu possible par la conjugaison de
FARNi avec une molécule de N-acétylgalactosamine, le ligand des récepteurs

asialoglycoprotéiques exprimés au niveau des hépatocytes (367).

Les résultats intermédiaires de l'essai clinique de phase I/l datant de décembre 2016
montrent qu’une administration sous-cutanée mensuelle de fitusiran a des doses de 50 ou
80 mg entraine une diminution du taux d’AT d’environ 80% chez les patients hémophiles
avec inhibiteurs. De plus, une réduction considérable du taux annualisé de saignements a
été observée dans cette population. Le taux médian est en effet passé de 31 a 0 pour

'ensemble des 16 patients étudiés (368).
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2. Etat des lieux des principales données cliniques actuelles

TABLEAU XXIII : ETAT DES LIEUX DES PRINCIPALES DONNEES CLINIQUES ACTUELLES CONCERNANT LES STRATEGIES

THERAPEUTIQUES ALTERNATIVES

Société

Pharmaceutical Co.

Anticorps bispécifique : Anti-TFPI : ARNi :
ACE 910 NN-7415 ALN-AT3
(emicizumab) (concizumab) (364) (fitusiran) (368)
Roche - Chugai Novo Nordisk Alnylam

Pharmaceuticals

Mode d’action

Anticorps bispécifique qui
se lie aux FIXa et X et imite

Anticorps monoclonal
anti-TFPI

ARN interférant visant
a bloquer la production
d’antithrombine (AT)

d’administration

étudiée

voire 1 fois par mois

(354)

I'action du FVIII
Indications Hémophilie A avec ou sans Hémophilie A et B Hémophilie A et B
possibles — inhibiteur avec ou sans avec ou sans
Hémophilie inhibiteur inhibiteur
Fréquence 1 a 2 fois par semaine, Jusqu’a 1 fois par Hebdomadaire a

semaine

(1000 - 3000 pg/kg)

mensuelle

Administration

Sous-cutanée (361,369)

Sous-cutanée

Sous-cutanée

Survenue d’'un
anticorps
neutralisant lors

de I'étude

1 cas lors de I'étude de
phase | réalisée sur une

population saine (369)

Aucun cas reporté lors de
I'étude de phase I/ll sur des

patients hémophiles (361)

Pas de donnée

Aucun cas reporté

Complication(s)
thrombo-

embolique(s)

02/10/16 : 2 événements
thromboemboliques et 2
microangiopathies
thrombotiques (MAT).

21/02/17 : Hémorragie
rectale séveére suivie d'une

MAT chez un méme patient.

Pas de donnée

Aucun cas reporté

Phase essai

clinique

Phase Il (HAVEN 1)

Phase | terminée en
mars 2017

Phase /Il
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Des précisions concernant les complications thromboemboliques liées a l'utilisation de
'emicizumab sont nécessaires. Les deux événements thromboemboliques ainsi que les
deux microangiopathies thrombotiques (MAT), décrits en novembre 2016, ont été observés
lors de 'administration concomitante d’'un agent « by-passant » avec I'emicizumab dans le
but de traiter un épisode hémorragique. Ces événements seraient uniquement survenus lors
de [l'utilisation d’'un concentré de protéines du complexe prothrombique activé (APCC)
Feiba® et non lors de I'utilisation de FVII activé recombinant (NovoSeven®) comme seul
agent « by-passant » (370). Un effet synergique de I'emicizumab et du Feiba® aboutissant a
une production excessive de thrombine a été observé in vitro et pourrait en partie expliquer
la survenue de ces complications thromboemboliques (371). De plus, il est important de

souligner que Feiba® contient les substrats de I'emicizumab, a savoir les FIXa et X.

Un nouveau cas de microangiopathie thrombotique a été annoncé en février 2017. Il serait
apparu suite a I'utilisation d’agents « by-passant », incluant des doses répétées du complexe
prothrombique activé. Le décés du patient a été annoncé durant le mois de février et fait
'objet d’'une enquéte pour en déterminer la cause exacte. Dans ce contexte, le laboratoire
recommande d’éviter de recourir au complexe prothrombique activé lors d’un traitement avec

I'emicizumab, si cela est possible (372).

3. Les avantages de ces stratégies et leur implication clinique potentielle

(307,318)

Au vu des données cliniques préliminaires, ces nouvelles stratégies thérapeutiques semblent

présenter de nombreux avantages par rapport aux traitements substitutifs actuels :

- Elles possédent tout d’abord une bonne biodisponibilité par voie sous-cutanée,

permettant d’éviter les complications liées aux injections intraveineuses fréquentes.

- Un allegement du schéma prophylactique, avec une fréquence d’injections

hebdomadaire voire mensuelle, semble également possible avec ces produits au vu
de leur demi-vie particuliérement longue.

- Leur efficacité chez les patients hémophiles, indépendamment de la présence

d’inhibiteurs, est un atout majeur pour les patients immunisés dont les options
thérapeutiques sont actuellement limitées.

- L’anticorps monoclonal anti-TFPI (NN-7415) et 'ARN interférant visant a bloquer la
production d’antithrombine (ALN-AT3) ont la particularité de pouvoir étre utilisés

efficacement chez 'ensemble des patients hémophiles, qu’ils soient atteints d’'une
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hémophilie A ou B. lls pourraient méme avoir une efficacité dans d’autres troubles

hémorragiques.

La combinaison de ces avantages fait de ces molécules des avancées thérapeutiques
potentielles considérables. Les études cliniques actuelles et futures sont nécessaires a la
confirmation de I'efficacité ainsi qu’a I'’évaluation de la sécurité de ces produits. Les thérapies
interagissant sur le systéme inhibiteur naturel de la coagulation pourraient présenter un

risque thromboembolique accru qu’il est nécessaire d’évaluer.

L’apparition de ces produits laisse présager un changement drastique de la stratégie
thérapeutique actuelle de 'hémophilie. lls constituent une alternative intéressante, que les
patients soient immunisés ou non, contournant les limites du schéma prophylactique actuel
et réduisant potentiellement 'immunogénicité liée au traitement substitutif. De plus, la
possibilité d’une administration sous-cutanée est un atout majeur, notamment pour les

patients dont 'accés veineux est difficile.
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CONCLUSION
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La prise en charge de I'hémophilie a beaucoup évolué durant les 50 derniéres années. Le
traitement des hémorragies, initialement limité a la transfusion de sang total puis de plasma
frais, a subi une avancée considérable avec l'arrivée des concentrés de FVIII d’origine
plasmatique. Malheureusement, le début des années 80 est marqué par le drame du sang
contaminé mettant fin a I'optimisme lié a l'utilisation de ces facteurs. A partir de ce moment,
la sécurité des produits dérivés du sang devient une priorité absolue menant au

développement de concentrés plasmatiques de trés haute pureté.

L’introduction des concentrés de FVIII recombinants dans les années 90 représente un
progrés thérapeutique immense. Leur utilisation permet non seulement de réduire le risque
de transmission d’agent infectieux mais aussi de généraliser le traitement prophylactique,
associé a une amélioration du pronostic orthopédique. Ce régime prophylactique est
cependant relativement contraignant, il nécessite en moyenne 3 injections par semaine
(224), du fait de la faible demi-vie des concentrés de FVIII. C’est dans ce contexte que les
FVIII recombinants a demi-vie prolongée viennent de faire leur apparition sur le marché des

produits anti-hémophiliques.

La complication majeure du traitement substitutif actuel, caractérisé par I'utilisation de
concentrés de FVIII d’origine plasmatique ou recombinante, n’est plus liée a la transmission
d’agents infectieux mais au développement d’inhibiteurs limitant I'efficacité du traitement. La
recherche de méthodes alternatives permettant de contourner la présence d’inhibiteurs a
conduit au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, qui ne sont plus basées
sur le remplacement du FVIII déficitaire. Ces thérapies présentent de nombreux avantages
tels que la possibilité d’administration par voie sous-cutanée, la longue demi-vie et 'efficacité
chez les patients hémophiles gqu’ils soient immunisés ou non. Elles font actuellement 'objet
d’études cliniques dont les résultats sont trés prometteurs pour I'avenir thérapeutique. En
paralléle, la thérapie génique constitue une voie de recherche pouvant offrir un traitement

curatif définitif de la pathologie.

L’émergence de ces nouveaux traitements potentiels ouvre de nouvelles perspectives
d’avenir aux patients hémophiles. Elle apporte I'espoir d’'une optimisation considérable de la
prise en charge de I'hémophilie A a travers le monde. Le pourcentage mondial de patients
hémophiles ne bénéficiant pas d’un traitement adapté est estimé a 75% (373), 'amélioration

de l'accés aux thérapies anti-hémophiliques est donc un défi majeur a I’heure actuelle.
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RESUME :

La prise en charge de I'hémophilie A a beaucoup évolué durant les 50 derniéres
années. Le traitement des hémorragies, initialement limité a la transfusion de sang
total puis de plasma frais, a subi une avancée considérable avec l'arrivée des
concentrés de FVIII d’origine plasmatique. Malheureusement, le début des années
80 est marqué par le drame du sang contaminé mettant fin a l'optimisme lié a
I'utilisation de ces facteurs. A partir de ce moment, la sécurité des produits dérivés du
sang devient une priorité absolue menant au développement de concentrés
plasmatiques de trés haute pureté.

L’introduction des concentrés de FVIII recombinants dans les années 90 représente
un progres thérapeutique immense. Leur utilisation permet non seulement de réduire
le risque de transmission d’agents infectieux mais aussi de généraliser le traitement
prophylactique. Celui-ci est cependant relativement contraignant, c’est pourquoi les
FVIII recombinants a demi-vie prolongée viennent de faire leur apparition sur le
marché des produits anti-hémophiliques.

La complication majeure du traitement substitutif actuel, caractérisé par I'utilisation
de concentrés de FVIII d’origine plasmatique ou recombinante, n'est plus liee a la
transmission d’agents infectieux mais au développement d’inhibiteurs limitant
I'efficacité du traitement. La recherche de méthodes alternatives permettant de
contourner la présence d’inhibiteurs a permis de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques, qui ne sont plus basées sur le remplacement du FVIII déficitaire.
L’émergence de ces nouveaux traitements potentiels ouvre de nouvelles
perspectives d’avenir aux patients hémophiles. Elle apporte [I'espoir d’une
optimisation considérable de la prise en charge de ’hémophilie A a travers le monde.

MOTS CLES: HEMOPHILIE A, FACTEUR VIIl, PLASMA FRAIS CONGELE,
CRYOPRECIPITES, FACTEUR VIII A DEMI-VIE PROLONGEE
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