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     INTRODUCTION 
 
 

  L’hémophilie A constitutionnelle est une pathologie héréditaire, récessive liée 

au chromosome X qui se traduit par un déficit congénital en Facteur VIII (FVIII) de la 

coagulation. L’hémophilie est l’anomalie de la coagulation la plus fréquente avec une 

incidence de 1/5000 naissances masculines. Actuellement seul le dosage de l’activité du 

FVIII (FVIII:C) permet de déterminer la sévérité de la pathologie : l’hémophilie est dite 

sévère quand le taux de FVIII:C est inférieur à 1,0%, modérée entre 1,0 et 5,0% et enfin 

mineure lorsque le taux est compris entre 5,0% et 40,0%. Il a été établi une corrélation 

entre la gravité des manifestations hémorragiques et le taux de FVIII:C. 

 

En absence de traitement, la répétition des accidents hémorragiques (hémarthroses, 

hématomes…) aboutit à un handicap moteur avec destruction articulaire liée aux 

saignements intra-articulaires. Dans les formes sévères, il est recommandé d'initier 

précocement un traitement prophylactique, par injections pluri-hebdomadaires de 

concentrés de facteurs de coagulation, pour éviter toute séquelle articulaire. Dans les 

formes modérées, ce traitement n’est proposé qu’au cas par cas, en fonction de 

l’expression clinique de la maladie. 

 

Or, cliniquement certains patients classés comme modérés sur des résultats de FVIII:C ≥ 

1,0% ont une symptomatologie hémorragique parfois proche et une arthropathie 

hémophilique comparable à certains patients classés comme sévères (FVIII:C < 1,0%). Le 

seuil de 1,0% est donc un critère qui peut paraître arbitraire.  

 

L’objectif de notre travail est de mieux définir par la biologie le profil hémorragique des 

patients hémophiles sévères ou modérés en s’intéressant plus particulièrement aux 

patients présentant des taux de FVIII:C proches de 1,0%. Dans un premier temps il nous 

a semblé intéressant d’étudier le dosage des FVIII:C « ultra-bas » c’est-à-dire < 1,0%, pour 

comparer le taux de FVIII:C au phénotype hémorragique, à la mutation génétique 

retrouvée, au dosage du FVIII antigénique et à un test global de la coagulation : le test de 

génération de thrombine. 
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I. L’hémophilie A 

 

I.1 Définition, incidence et mode de transmission 

 

  L’hémophilie A constitutionnelle correspond à un déficit en FVIII, protéine de la 

coagulation(1). C’est une pathologie héréditaire, de transmission récessive et liée à l’X. 

Elle touche majoritairement les sujets de sexe masculin qui ne possède qu’un seul X, les 

sujets de sexe féminin seront conductrices de l’hémophilie sauf dans de très rare cas tels 

que la lyonisation extrême de l’X ou le syndrome de Turner (XO). En cas de déficit en 

FVIII:C < 40%, certaines femmes conductrices peuvent présenter une symptomatologie 

hémorragique et être donc qualifiée d’hémophile. 

 

L’hémophilie A touche un garçon sur 5000 naissances(2). En décembre 2020, il est 

recensé en France 6847 hémophiles A tous stades confondus(3). 

 

Si la mère a un chromosome X muté, ses filles ont 50% de risque d’être conductrices, ses 

fils ont 50% de risque d’être hémophiles. Si le père est hémophile avec son chromosome 

X muté, ses filles ont 100% de risque d’être conductrices, ses fils seront quant à eux 

sains(4). 

 

A noter qu’il a été rapporté que 25% des cas d’hémophilie étaient dus à des mutations de 

novo, sans antécédents familiaux(5). 
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I.2 Le FVIII et son rôle dans la coagulation 

 

Lors d’une brèche vasculaire, une vasoconstriction du vaisseau va permettre de 

limiter les pertes sanguines, puis plusieurs mécanismes se mettent en place pour arrêter 

le saignement(6). On peut décrire trois grands temps de l’hémostase : 

 

- L’hémostase primaire : le processus initial est l’adhésion des plaquettes au sous- 

endothélium vasculaire grâce au facteur von Willebrand (VWF). Après lésion vasculaire, 

le VWF adhère au collagène du sous-endothélium, adopte une conformation « active », 

ce qui lui permet de lier son récepteur plaquettaire, la glycoprotéine Ibα (GPIbα). Cette 

liaison entraîne l’activation puis l’agrégation plaquettaire, et enfin la formation d’un 

thrombus plaquettaire grâce à l’établissement de ponts interplaquettaires entre le 

fibrinogène et les plaquettes(7). 

 

- La coagulation va permettre de consolider ce thrombus plaquettaire. C’est un processus 

composé d’une série de sérines protéases et de leur cofacteurs qui vont interagir sur une 

surface recouverte de phospholipides (membrane plaquettaire, endothélium lésé) et 

former un caillot de fibrine insoluble qui va obstruer la brèche vasculaire(8). 

 

- La dernière étape correspond à la fibrinolyse qui correspond à la dissolution du caillot de 

fibrine grâce à une enzyme : la plasmine. Cela permet de garantir la reperméabilisation 

du vaisseau(8). 

 

Le FVIII est une protéine de la coagulation qui, une fois activée (FVIIIa), a un rôle 

de cofacteur du FIX (facteur IX), essentiel pour la formation du caillot de fibrine et l’arrêt 

du saignement. Le gène du FVIII est situé sur le bras long du chromosome X (Xq28). Le 

clonage du gène du FVIII en 1984 (Gitschier et al) a permis l’analyse détaillée de la 

protéine(9). Le gène du FVIII est long de 186 kb et est réparti en 26 exons dont l’épissage 

génère un messager de 9kb (soit 5% du gène initial). L’ARNm est traduit en une protéine 

précurseur de 2351 acides aminés(10) incluant un peptide signal de 19 acides aminés 
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(éliminé durant la translocation dans la lumière du réticulum endoplasmique (RE)). La 

protéine mature est ainsi constituée de 2332 acides aminés et les 95 % de séquences 

restantes correspondent aux introns et peuvent être par conséquent porteurs d’une 

mutation responsable du déficit en FVIII. 

Le FVIII possède trois domaines : domaine A répété trois fois, domaine central B et un 

domaine C répété deux fois(11). 

 

 

 

 

Figure n°1 : Domaines du FVIII. Les numéros des acides aminés encadrant les différents 

domaines sont représentés sur la figure. Les domaines A et C sont respectivement en rose 

et doré, les segments a1, a2 et a3 en vert. Le domaine B en argent n’est pas à l’échelle. 

La localisation approximative des résidus cystéine (SH), tyrosine sulfatée (SO4) et du site 

de liaison pour le calcium est indiquée 

 

I.3 Critères de classification 

 

  L’International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) définit les stades 

de sévérité de l’hémophilie A en fonction du taux de FVIII:C(5). 

En effet, l’hémophilie est dite : 

- sévère si le taux de FVIII:C est inférieur à 1,0% (30% des hémophiles en décembre 2020 

soit 2021 patients en France) 

- modérée si le FVIII:C est compris entre 1,0% et 5,0% (13% des hémophiles soit 868 

patients en France), 

- mineure si le taux de FVIII:C est compris entre 5,0% et 40,0% (57% des hémophiles soit 

3958 patients en France)(3). 
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I.4 Clinique et complications 

 

Les manifestations caractéristiques de l’hémophilie sévère sont les hématomes 

musculaires et les hémarthroses, particulièrement au niveau des genoux, des coudes et 

des chevilles(12). Les hémarthroses aiguës débutent généralement par un léger inconfort 

et une légère limitation des mouvements articulaires, suivie par une douleur, un 

gonflement des articulations et un réchauffement cutané. En l’absence de traitement, 

l’hémarthrose conduit généralement à une limitation sévère du mouvement. Le 

processus pathologique se poursuit malgré l’arrêt du saignement, en effet, 

l’inflammation locale provoque des lésions articulaires menant à une synovite, 

augmentant le risque de récurrences des hémarthroses dans les mêmes articulations 

(appelées articulations cibles)(1). La répétition des saignements peut entraîner une 

arthropathie chronique, très invalidante et évoluant vers la destruction articulaire si elle 

n’est pas prise en charge. 

Une étude publiée dans Haemophilia en 2005, menée au Pays-Bas et ayant inclus 171 

hémophiles sévères montre que l’âge de la première hémarthrose est entre 0,2 et 5,8 ans 

et que l’âge du premier évènement est un bon marqueur pronostic pour estimer la 

sévérité du phénotype clinique. En effet, les patients présentant la première hémarthrose 

plus tardivement, nécessitent moins de traitements substitutifs par la suite(13). 

 

Pour les patients présentant une hémophilie modérée, les saignements 

spontanés sont occasionnels et le risque hémorragique survient essentiellement lors 

d’actes invasifs ou de traumatismes. 

 

Pour les patients présentant une hémophilie mineure les saignements sont 

rares, majoritairement lors d’actes invasifs ou de traumatisme majeur ; la découverte 

peut être tardive ou fortuite lors de la réalisation d’un bilan d’hémostase. 
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Tableau n°1 : Fréquence approximative des saignements en fonction des localisations 

dans l’hémophilie A(12) 

 

Localisation des saignements 
Fréquence 

approximative (%) 

Hémarthrose 70-80% 

Le plus souvent : chevilles, genoux, coudes 

Plus rarement : épaules, poignets, hanches 
 

Muscles 10-20% 

Autres saignements majeurs 5-10% 

Système nerveux central < 5% 

 

Tableau n°2 : Corrélation entre la sévérité clinique et le taux de FVIII:C(14) 

 

Sévérité FVIII:C Clinique 

 
Sévère 

 
< 1,0% 

 
Saignements spontanés articulaires ou musculaires. 

 
Modérée 

 
1,0-5,0% 

 
Saignements spontanés occasionnels, prolongés en cas de 

chirurgie ou de traumatisme mineur. 

Mineure 5-40% 
Saignements lors de traumatisme majeur ou de chirurgie. 

Saignement spontané exceptionnel. 

 

- Les pseudo-tumeurs hémophiliques constituent une complication majeure, 

heureusement aujourd’hui rare en France principalement chez les hémophiles sévères 

qui n’ont pas été traités en prophylaxie. C’est un hématome chronique similaire à une 

masse kystique encapsulée suite à des saignements itératifs(17). La pseudo-tumeur peut 

affecter l’os, l’espace sous-périosté et les tissus mous, sa paroi est constituée de tissu 

fibreux renfermant des macrophages remplis d’hémosidérine(18). 

 

- L’apparition d’un inhibiteur anti-FVIII reste la complication grave et fréquente, 

apparaissant en effet, dans environ 30% des cas d’hémophilie A sévère traités par FVIII 

exogène(15).  
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I.5 Traitements de l’hémophilie 

 

a) La desmopressine : 

 

  Desmopressine ou DDAVP (1-Deamino-8-d-arginine vasopressin) est un 

analogue de la vasopressine qui est utilisée par voie nasale (Octim®) ou intraveineuse 

(Minirin® IV) qui va permettre une libération du FVIII et du facteur Willebrand des cellules 

endothéliales et donc augmenter de manière transitoire le taux de FVIII:C circulant(19). 

Ce traitement est essentiellement envisagé dans les formes mineures (parfois modérée) 

de l’hémophilie A en cas de saignements modérés ou en situation peropératoire. Il est 

nécessaire de réaliser un test thérapeutique avant l’instauration de ce traitement. 

 

b) Traitements substitutifs : 

 

  Le traitement de l’hémophilie A repose historiquement sur la substitution en 

FVIII d’origine plasmatique puis recombinante(16). La dose, la posologie et la 

concentration en facteur substitutif dépend du type et de la sévérité du saignement. En 

2013, la Word Federation of Hemophilia (WFH) a publié des lignes directrices pour la prise 

en charge thérapeutique de l’hémophilie(19). 

 

Trois types de traitements substitutifs sont disponibles : 

- les concentrés d’origine plasmatique issus du don du sang, 

- les concentrés d’origine recombinante obtenus par génie génétique en utilisant l’ADNc 

du FVIII, 

- les concentrés d’origine recombinante à durée d’action prolongée appelés les « long 

acting ». 

 

Il existe deux schémas de traitement de l’hémophilie : 

- traitement prophylactique : injection intraveineuse de FVIII pour prévenir les 

saignements et la destruction articulaire dans le but de préserver la fonction musculo-

squelettique du patient(16). La prophylaxie primaire nécessite des injections 1 à 3 fois 
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par semaine, dès le plus jeune âge (<2ans), idéalement avant la première hémarthrose. 

La prophylaxie secondaire est débutée après la première hémarthrose. Usuellement, la 

prophylaxie est classiquement débutée à une dose de 25-40 UI/kg 2 à 3 fois par 

semaine(20). 

- traitement à la demande : les concentrés de FVIII sont utilisés lors d’évènements 

hémorragiques ou en peropératoire pour éviter un saignement lors du geste(21). 

 

Les traitements substitutifs peuvent être responsables de l’apparition d’inhibiteurs anti-

FVIII. Ce sont des alloanticorps neutralisants, le plus souvent des IgG polyclonales de forte 

affinité. L’apparition d’un inhibiteur peut rendre le traitement substitutif inefficace. Un 

inhibiteur est caractérisé par son titre (exprimé en unités Bethesda : UB/mL) et la réponse 

immunologique (forts et faibles répondeurs). Un patient avec un inhibiteur de faible titre 

(< 5 UB/mL) et faible répondeur pourra être traité par des fortes doses de FVIII qui 

satureront l’inhibiteur. A l’inverse un patient avec un titre élevé (> 5 UB/mL) et fort 

répondeur ne pourra être traité en curatif que par des agents by-passant (Feiba®, 

Novoseven®)(16). 

 

c) Traitements by-passant : 

 

  Dans le cas de l’apparition d’un inhibiteur, une tolérance immune peut être 

envisagée. Lorsque le titre d’inhibiteur est élevé (> 5 UB/mL) ou que la tolérance immune 

revient inefficace, il est possible d’utiliser des agents dits « by-passant » tels que le rFVIIa 

(Novoseven®) ou un concentré de facteurs activés (Feiba®)(22). Ces traitements 

permettent d’activer la coagulation en contournant l’activité du FVIII et de son 

inhibiteur(23). 

 

d) L’Hemlibra® : emicizumab 

 

L’Hemlibra® (emicizumab) est un anticorps monoclonal humanisé bispécifique de 

type immunoglobuline (IgG4) modifiée(24). L’emicizumab se lie au FIX (facteur IX) activé 

et au FX (facteur X) pour shunter la fonction du FVIIIa. Cet anticorps ne présente pas 
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d’homologie de structure avec le FVIII donc n’induit pas le développement d’inhibiteur 

anti-FVIII(25). Selon l’AMM en France, les indications de ce traitement sont aujourd’hui : 

• chez les patients atteints d'hémophilie A (déficit congénital en facteur VIII) 

avec inhibiteurs anti-facteur VIII. 

• chez les patients atteints d'hémophilie A sévère (déficit congénital en 

facteur VIII, FVIII < 1,0 %) sans inhibiteur anti-facteur VIII. 

 

e)  Traitements en développement 

 

Plusieurs traitements sont en développement actuellement : 

- La thérapie génique est encore en phase d’essai. Le but est d’apporter le gène 

déficient responsable de l’absence d’expression ou du défaut d’expression de la 

protéine (FVIII) en utilisant comme vecteur un AAV (adeno-associated virus) dérivés 

des adénovirus(26). 

- Le traitement de l'hémophilie par la restauration de la génération de thrombine peut 

être une approche efficace. Une cible prometteuse pour restaurer la génération de 

thrombine est l'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI), un inhibiteur 

multivalent de la sérine-protéase de type Kunitz qui régule la coagulation induite par 

le facteur tissulaire via une rétro-inhibition (dépendante du facteur Xa) du complexe 

facteur tissulaire-facteur VIIa(27). 

- Le fitusiran est une thérapie par interférence ARN qui cible l'antithrombine (AT) dans 

le foie et interfère avec la traduction de l'AT en liant et en dégradant l'ARN messager 

de l'AT, réduisant ainsi au silence l'expression du gène de l'AT et empêchant la 

synthèse de l'AT. Dans les essais cliniques, l'augmentation de la dose de fitusiran a 

entraîné une amélioration de la production de thrombine et de l'hémostase clinique, 

mesurée par la réduction du taux d'hémorragie annualisé(28). 
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I.6 Techniques de dosage du FVIII 

 

1) Dosage de l’activité du FVIII (FVIII:C) 

 

  Il existe plusieurs techniques de dosage du FVIII:C. La plus répandue est le 

dosage chronométrique qui consiste à chronométrer le temps de coagulation d’un 

plasma mélangé avec un déficient en FVIII qui apporte toutes les autres protéines de la 

coagulation. Le temps de formation du caillot n’est alors dépendant que de l’activité de 

FVIII du plasma du patient(29). La détection de la formation du caillot peut être 

mécanique ou photométrique en fonction des automates. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n° 2 : Dosage du FVIII par méthode chronométrique avec détection 

photométrique 

 

La méthode chromogène est une méthode en deux étapes qui exploite la capacité 

du FVIIIa à agir comme cofacteur dans l’activation du FX. Dans un premier temps, 

l’échantillon à tester est incubé en présence de thrombine, de phospholipides, de calcium 

et du FIX activé et de FX, le FVIIIa constitue l’élément limitant de la réaction. Un complexe 

est ensuite formé avec les FVIIIa, IXa, les phospholipides et le calcium. Dans un second 

temps, ce complexe active le FX, le FXa est généré en quantité proportionnelle à l’activité 

du FVIII initialement contenu dans l’échantillon. Le FXa entraîne le clivage d’un substrat 

chromogène et l’apparition d’une coloration induite par la libération de p-nitroaniline qui 

est mesurée par densité optique à la longueur d’onde de 405 nm tel que l’illustre la figure 

n°3(30). 

 

 
 
 
 
 

 
FVIII 
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Figure n°3 : Principe de la méthode chromogène pour le dosage du FVIII:C(30) 

 

 

2) Dosage antigénique du FVIII (FVIII:Ag) 

 

  Le dosage antigénique du FVIII  (FVIII:Ag) peut être réalisé en radioimmunologie 

ou par méthode ELISA (méthode immuno-enzymatique).  

 

I.7 Difficultés diagnostiques dans l’hémophilie A sévère. 
 

  Il a été montré que 10 à 15% des hémophiles considérés comme hémophiles 

sévères par leur taux de FVIII:C <1,0%, présentent une clinique similaire à un hémophile 

modéré (1,0-5,0% de FVIII:C)(31). Les saignements spontanés et les hémarthroses sont 

beaucoup plus rares et par conséquent les articulations sont préservées. L’hétérogénéité 

clinique de l’hémophilie dépend de nombreux facteurs : taux de FVIII:C mais aussi, de la 

mutation génétique responsable de l’absence de production de FVIII(32). 

 

L’étude de Carcao et al a montré en 2014 que sur les 621 enfants hémophiles A sévères 

inclus, ceux présentant une mutation nulle sont diagnostiqués plus tôt et ont une 

première hémarthrose plus jeunes que ceux avec une mutation non nulle(33). 
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Tableau n° 3 : Marqueurs cliniques de l’hémophilie A sévère chez 621 patients divisés en 

3 groupes en fonction de leur mutation du gène du FVIII(31) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ns : non significatif 

*L’âge du diagnostic a été évalué sur seulement 340 patients sans histoire familiale d’hémophilie 

†L’âge de la première hémarthrose, de la deuxième hémarthrose ont été calculé chez les patients qui n’avaient pas 

démarré de prophylaxie et qui n’avait pas développé d’inhibiteur avant le premier saignement, la première 

hémarthrose, ou la seconde hémarthrose (n=549, 342 et 179 respectivement) 

 

D’autres facteurs interviennent dans l’hétérogénéité clinique de l’hémophilie A sévère : 

facteurs environnementaux : l’Indice de Masse Corporelle (IMC) (un IMC élevé peut 

aggraver l’arthropathie hémophilique), l’activité physique qui peut augmenter le risque 

de saignement mais avoir un effet protecteur sur les articulations cibles(32). 

 

En 2008 Verbruggen B et al. a publié dans Haemophilia une étude sur le dosage du FVIII:C. 

Ils ont testé 11 réactifs les plus utilisés lors des EEQ européens sur 5 échantillons 

d’hémophilie A sévère et 5 échantillons d’hémophilie A modérée. Les résultats de l’étude 

montrent que 2 réactifs sur 11 ne permettent pas de détecter un FVIII:C < 1,0%. Il en 

résulte que le diagnostic de l’hémophilie sévère peut être difficile en dehors de 

l’utilisation d’un réactif approprié et des exigences optimales de test(34). 
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Tableau n°4 : FVIII:C de 5 échantillons de patients hémophiles A sévères (1, 5, 7, 8 et 10) 

et 5 échantillons de patients hémophiles A modérés (2, 3, 4, 6, et 9). Onze céphalines 

différentes ont été utilisées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résultats exprimés en % 

Céphalines : 1, STA Cephascreen (Stago) ; 2, STA APTT Kaolin (Stago) ; 3, PTT-LA (Stago) ; 4, PTT a (Stago) ; 5, PTT reagent (Stago) ; 6, 

Synthasil (HemoSIL) ; 7, APTT-SP (HemoSIL) ; 8, Dade® Actin® FSL Activated PTT reagent (Dade Behring); 9, Dade® Actin® FS Activated 

PTT reagent (Dade Behring); 10, Pathromtin SL (Dade Behring); 11, Platelin®LS (Biomerieux) 

nd : non déterminé 

 

De plus, un EEQ a été réalisé par l’ECAT (External quality Control of diagnostic Assays and 

Tests) en 2010 avec un plasma d’hémophile sévère avec FVIII:C < 1,0% : 20% des 

laboratoires seulement ont retrouvé un FVIII:C < 1,0%, 75% des laboratoires ont rendu 

FVIII:C ≈ 1,0% et 5,0% ont trouvé un FVIII:C > 2,0%. Un autre EEQ ECAT de 2018 avec un 

plasma d’hémophile modéré à 4,0%, 5% des laboratoires ont rendu un FVIII:C < 1,0% 

(hémophile sévère), 9% ont rendu un FVIII:C ≥ 5,0% (hémophilie mineure). Ces résultats 

montrent bien la difficulté de doser précisément un FVIII:C, base du diagnostic de 

l’hémophilie A. 
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I.8 Objectifs :  
 

  Le premier objectif de ce travail a été de valider la méthode de dosage pour les 

FVIII:C ultra-bas, c’est-à-dire inférieurs à 1,0% en se basant sur la méthode utilisée en 

routine au CHU de Nantes. 

Dans un second temps il nous a semblé intéressant de comparer les dosages de FVIII:C de 

patients hémophile A sévères et modérés suivis au CHU de Nantes à la mutation 

génétique retrouvée au diagnostic, au dosage antigénique du FVIII et enfin au test de 

génération de thrombine. 

 

PEMIERE PARTIE : Validation de méthode de dosage des FVIII:C ultra-bas  

 

Dans cette première partie nous avons voulu valider la méthode de dosage du FVIII:C 

ultra-bas en calculant notre incertitude de mesure par étude de la reproductibilité au sein 

du laboratoire du CHU, ainsi qu’en effectuant une comparaison inter-laboratoire.  

 

II. Matériels et méthodes  
 

II.1 Reproductibilité 

 

  Cette notion correspond à la fidélité de mesure selon un ensemble de 

conditions. 

L’étude de la reproductibilité intra-laboratoire consiste à analyser un même échantillon 

dans les conditions les plus différentes possibles. Il est nécessaire de faire varier au moins 

un des paramètres suivants : 

- Opérateur 

- Temps 

- Lots de réactifs 

- Etalonnages 

 

Les échantillons ont été passés sur le même automate avec le même lot de réactif et le 

même opérateur mais sur plusieurs jours différents. 
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1) Echantillons  

   

Les échantillons ont été créés à partir du calibrateur Siemens® « Standard Human 

Plasma» (lot 503267) FVIII:C = 95%. Pour obtenir les plasmas aux concentrations 

recherchées, une première dilution a été réalisée grâce à un tampon (Factor diluent 

HemosIL® du laboratoire Werfen®) puis une seconde avec le déficient FVIII Cryopep® (lot 

D8-78). L’utilisation du déficient FVIII Cryopep® nous a permis de réaliser des solutions 

isotoniquement proches du plasma humain. 

 

Dans un premier temps, il a été vérifié que nous pouvions décongeler le déficient FVIII 

Cryopep®, réaliser les dilutions puis recongeler les différents aliquots sans impact sur le 

déficient (dosage 4 jours après la seconde congélation). 

 

Tableau n° 5 : Dosages des différents facteurs de la coagulation après décongélation (J4) 

(utilisation normale) et après un cycle supplémentaire de congélation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les taux des différents facteurs sont inchangés, nous avons pu recongeler les aliquots. 

Les dilutions ont été réalisées de sorte à obtenir 6 plasmas à des concentrations de 0,0%,  

0,3%, 0,7%, 1,0%, 1,5% et 3,0%. Une première dilution du calibrateur (FVIII:C 95%) au 

1/10ème dans du tampon a été faite pour obtenir une solution à 9,5% de FVIII:C, puis les 

différentes dilutions ont été réalisées comme ci-dessous : 
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Tableau n° 6 : Dilutions du calibrateur Siemens® pour obtenir 6 plasmas à des 

concentrations différentes 

 

FVIII Calibrateur 

9,5% 

Déficient 

FVIII 

0% - 4 mL 

0,3% 120 µL 3880 µL 

0,7% 280 µL 3720 µL 

1,0% 400 µL 3600 µL 

1,5% 600 µL 3400 µL 

3,0% 1200 µL 2800 µL 

 

Les contrôles utilisés pour les différentes séries de tests ont été le contrôle normal 

(lot 507768 FVIII WHO-Standard : 94% [75-113]) et le contrôle pathologique (lot 556714 

FVIII WHO- Standard : 30% [22-38]) du laboratoire Siemens®. Le contrôle pathologique a 

été dilué au 1/20ème pour être au plus proche de nos taux de FVIII:C. 

 

2)  Automate de dosage du taux de FVIII 

 

Dosage chronométrique du FVIII:C au CHU de Nantes 

L’automate utilisé au CHU de Nantes a été l’ACL TOP 550 du laboratoire Werfen®. Les 

réactifs utilisés sont le déficient FVIII Cryopep® et la céphaline APTT Synthasil®. La 

calibration est en gamme unique à partir du Plasma Calibrator (Werfen®). La courbe de 

calibration est effectuée à partir de prélèvements dilués dans du tampon (Factor diluent 

HemosIL®, Werfen®) avec une valeur à 100% qui correspond à une dilution au 1/10ème. 

Huit points de gamme sont effectués en triplicate (150%, 100%, 50%,25%, 10%, 5%, 2%, 

0%).  

 

Pour les dosages de FVIII :C ultra-bas de ce travail, les dosages ont été réalisés en triplicate 

sur une dilution 1/5ème.  
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Conditions opératoires : 

6 échantillons, passés chacun 10 fois sur des jours différents. 

 

3) Analyse  

 

Calcul de la moyenne et l’écart type des valeurs obtenues pour un même spécimen au 

cours des n séries indépendamment effectuées, en exploitant les formules suivantes : 

 

Moyenne (m) : m  

 
Ecart-type (σCQi ) : σCQI = 

 
 
 
 

           Coefficient de variation (CV) : CV = 

 
 
II.2 Etude de la comparaison inter-laboratoire  

 
 

  Nous avons réalisé une comparaison inter-laboratoire, en envoyant 3 

échantillons à 23 centres Français : Angers, Dijon, Limoges, Marseille, Nancy, Reims, 

Rouen, Toulouse, Versailles, Bordeaux, Mulhouse, Besançon, Eaubonne, Lille, 

Montpellier, Bicêtre, Necker, Nantes-Laennec, Tours, Angers, Rennes, Caen, Nice. 

Chaque centre a dosé les échantillons en routine en ne connaissant pas les valeurs 

attendues. Nous avons comparé nos valeurs de FVIII:C trouvées à Nantes, à celles des 

différents centres, nous avons calculé la moyenne robuste du groupe de pairs pour 

éliminer les valeurs aberrantes, l’écart-type du groupe de pairs, le Z-score et le biais. 
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1) Echantillons 

 

Les échantillons pour la comparaison inter-laboratoire ont été obtenus à partir du 

calibrateur Siemens® (FVIII:C à 95%) dilué au 1/10ème dans du déficient FVIII Cryopep® 

pour obtenir un plasma avec 9.5% de FVIII:C, puis différentes dilutions pour obtenir 3 

plasmas à 0,0%, 0,7%, 1,4% : 
 

Deux aliquots de 500µL des 3 échantillons ont été envoyé aux 24 centres hospitaliers 

français. Le but était de réaliser une comparaison inter-laboratoire pour étudier 

l’incertitude de mesure du dosage des FVIII:C ultra- bas avec des automates, réactifs, 

calibrateurs différents. 

 

2) Dosage dans les autres centres hospitaliers 
  

Les échantillons envoyés dans les autres centres ont été techniqués sur l’automate STAR 

du laboratoire Stago® ou sur le CS-2500 du laboratoire Siemens® ou sur l’ACL top du 

laboratoire Werfen®. 

Quel que soit l’automate, le dosage du FVIII:C a été réalisé par une méthode 

chronométrique utilisée en routine par les différents centres. 

 

3) Analyse 

 

Formules utilisées pour la comparaison inter-laboratoire : 

 

 

Moyenne du groupe de pairs (mp) :  mp  

 

Ecart-type du groupe de pairs (σp ) :  σp =  

 

Coefficient de variation (CV) : CV =  
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Moyenne robuste du groupe de pairs (selon la norme ISO 13528 :2015 «Méthodes 

statistiques utilisées dans les essais d'aptitude par comparaison inter-laboratoire») : 

exclusion des valeurs aberrantes (10%), moyenne robuste identique à la moyenne (pas 

de valeurs aberrantes). 

 

Z-score :
  

 

 

Biais :                                                  Biais = 

  

 

II.3 Incertitude de mesure 

 

  L’incertitude de mesure est un paramètre non négatif qui caractérise la 

dispersion des valeurs attribuées à une mesure à partir des informations utilisées. 

On peut déterminer l’incertitude de mesure à partir de deux composantes qui regroupent 

les principaux facteurs de variation. Ces deux composantes disponibles sont l’écart type 

de reproductibilité de la méthode et son biais. 

L’incertitude combinée est définie par la formule suivante : 
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Avec :  

σCIQ = Ecart-type des CIQ obtenus au cours de la reproductibilité 

σE = Ecart-type des écarts entre le résultat du laboratoire et la valeur cible 

 

 

 

 

 

L’incertitude élargie (k = 2) est calculée : U = 2 x U(C) 

 

III. Résultats 

 

III.1 Reproductibilité : 

 

Tableau n° 7 : Reproductibilité du FVIII:C à des concentrations comprises entre 0,0% et 

3,0% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Selon les recommandations du GFHT (Groupe Français d'Hémostase et Thrombose) le 

coefficient de variation recommandé pour le dosage de FVIII:C est de 7,9% et acceptable 

jusqu’à 9,5%. 

Ces recommandations ont été élaborées d’après les données de CQI (contrôle de qualité 

interne) portant sur une étendue de mesure de 35,0% à 99,0% : elles ne sont donc pas 

adaptées aux valeurs très basses (FVIII:C < 10,0%). 
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Concernant la dispersion des résultats, aucune valeur n’est au-delà de l’intervalle 

moyenne ± 2 x écart-types. 

 

 

m : moyenne 

σCQI : Ecart-type contrôle interne de qualité 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n° 4 : Reproductibilité du FVIII:C à des concentrations comprises entre 0,0% et 

3,0% 
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III.2 Comparaison inter-laboratoire 

 

  Trois échantillons ont été envoyés dans 24 centres français et ont été dosés en 

triplicate. La moyenne des triplicate a été prise comme résultat du centre. 

 

Tableau n°8 : Comparaison inter-laboratoire avec 24 centres français 

 

 ECHANTILLON 1 ECHANTILLON 2 ECHANTILLON 3 

Laboratoire 

(nombre de réponses) 

 

15 
 

24* 
 

24* 

FVIII:C 

Moyenne mp (%) 

Ensemble 

0,5 1,0 1,80 

FVIII:C 

Moyenne mp (%) 

Groupe de pairs 

0,4 0,97 1,72 

Ecart-type σp 

Ensemble 

0,2 0,3 0,5 

Ecart-type σp 

Groupe de pairs 

0,15 0,29 0,43 

CV (%) 45,0 32,0 29,83 

Biais (%) -28,6 -17,5 -12,8 

Notre résultat 0,2 0,8 1,5 

z-score -0,65 -0,55 -0,50 

*Un centre n’a pas répondu, deux centres nous ont rendus 2 résultats (2 automates différents) 

 

  Pour l’échantillon 1, neuf résultats ont exclus car rendus incoagulables sur les 

différentes triplicate. 

D’après le GFHT, le biais maximum recommandé pour l’inexactitude est de 15,5% et le 

biais maximum acceptable est de 18,8%. Cependant, comme pour les normes GFHT de 

reproductibilité, ces normes ont été établies à partir de données d’EEQ (Evaluation 

Externe de la Qualité) avec une étendue de valeurs de FVIII:C de 10,5 à 118,0%, elles ne 

sont donc pas adaptées aux valeurs très basses (FVIII:C < 10,0%). 
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III.3 Incertitude de mesure 

 

Tableau n° 9 : Incertitude de mesure étendue 

 

 CQI +/- EEQ 

Niveau 1 0,18 +/- 0,18 

Niveau 2 0,6 +/- 0,31 

Niveau 3 1,33 +/- 0,51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°9 : Incertitude de mesure CQI +/- EEQ 

 

Ricos (Spécifications souhaitables pour l'erreur totale, l'imprécision et le biais, découlant 

de la variation biologique intra- et inter-individuelle) préconise une limite maximale 

acceptable d’incertitude de mesure de 10,5%. Cependant, comme pour le GFHT, ces 

données n’ont pas été obtenues sur des valeurs de FVIII:C < 10,0%. 

A notre connaissance, il n’existe pas de normes ou de recommandations sur les 

incertitudes de mesures maximales acceptables pour les valeurs très basses (< 10%) du 

FVIII:C. 

  Ces premiers résultats de validation de méthode de dosage de FVIII:C ultra-bas 

nous indiquent que pour des valeurs comprises entre 0,3% et 3,0%, nous retrouvons des 
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variations très faibles entre les différentes valeurs (< 0,2%) ce qui est très satisfaisant. En 

revanche, le CV est élevé du fait que nous travaillons sur des valeurs très basses. De plus, 

au vu de la figure n°4, nous sommes en mesure de différencier un FVIII:C à 0,3%, 0,7%, 

1,0%, 1,5% et 3,0% avec très peu de recouvrement entre ces différentes valeurs. 

Malheureusement, nous n’avons pas de norme de CV adaptée à des valeurs de FVIII:C < 

10,0%. Dans un deuxième temps, nous avons réalisé une comparaison inter-laboratoires 

avec 24 laboratoires d’hémostase français afin de déterminer l’incertitude de mesure sur 

des valeurs de FVIII:C < 3,0%. A notre connaissance il n’y a pas de recommandations pour 

des valeurs de FVIII:C < 10,0%, mais l’incertitude de mesure retrouvée lors de ce travail 

nous permet, au vu de la figure n°5, d’affirmer qu’il est possible de différencier des taux 

de FVIII:C utlra-bas avec très peu de recouvrement.  

 

DEUXIEME PARTIE : Patients suivis au CHU de Nantes 
 

  Nous avons voulu étudier l’application de la méthode de dosage des FVIII:C 

ultra-bas chez des patients hémophiles A sévères et modérés suivis au CHU de Nantes 

pour ensuite comparer ce taux de FVIII:C à la mutation génétique retrouvée chez ces 

patients, au dosage antigénique du FVIII ainsi qu’au test de génération de thrombine 

(TGT).  

 

IV. Matériels et méthodes 
 

  IV.1 Patients : 
 
 

  Nous avons étudié les résultats de 34 patients de sexe masculin, suivis au CHU 

de Nantes, hémophiles A sévères ou modérés :  

-  21 patients porteurs d’une hémophilie A sévère précédemment diagnostiqués avec un 

taux de FVIII:C < 1,0%.  

-  13 patients porteurs d’une hémophilie A modérée précédemment diagnostiqués avec un 

taux de FVIII:C compris entre 1,0 et 5,0%.  

Les 34 patients étudiés n’ont pas reçu de traitement substitutif (FVIII exogène) dans les 7 

derniers jours précédant le prélèvement. De plus, aucun de ces patients ne présentaient 



35 

 

 

un inhibiteur anti-FVIII le jour du prélèvement, risquant de sous-estimer nos résultats. 

Cependant cinq patients avaient un antécédent d’inhibiteur. 

 
  IV.2 Méthodes :  

 

1) Dosage du FVIII:C  
 

Nous avons dosé le FVIII:C selon la technique précédemment validée dans la première 

partie sur ces 34 plasmas sur l’automate ACL top550® avec le déficient FVIII Cryopep® et 

la céphaline APTT Synthasil® du laboratoire Werfen®. Le dosage a été réalisé en triplicate 

à la dilution 1/5ème. Nous avons aussi dosé le TCK pour ces patients, avec la céphaline 

STA®-CK Prest® du laboratoire Stago®.  

 

2) Dosage antigénique du FVIII 
 

Le dosage antigénique (FVIII:Ag) du FVIII a été réalisé grâce au kit ASSECRHOM® de 

STAGO® par méthode ELISA. Les dosages ont été réalisés en duplicate au pur 1/1 et à la 

dilution de 1/2. 

 

3) Test de génération de thrombine (TGT)  
 

Le test de génération de thrombine (TGT) a été réalisé sur l’automate Thrombinograph™ 

du laboratoire Stago®. Le TGT permet d’apprécier la capacité d’un plasma à générer de la 

thrombine in vitro suite à une activation par du facteur tissulaire en présence de 

phospholipides et de calcium(35).  

Nous avons réalisé les TGT avec deux concentrations de facteur tissulaire : 0,5 et 1 pMol.  
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Figure n°6 : Courbe de génération de thrombine 

 

L’analyse des résultats se fait sur la dérivée première de la courbe de génération de 

fluorescence corrigée de l’effet de l’α2macroglobuline et transformée en unités de 

thrombine. Cette courbe permet de mesurer différents paramètres appréciant l’efficacité 

de la coagulation : 

 

➢ Le « Lag time », ou latence correspond au délai entre l’ajout de l’activateur (CaCl2) et le 

début de la formation du caillot. Ce temps met en évidence l’initiation du processus de 

coagulation. L’unité est la minute. 

 

➢ L’ETP pour « Endogen Thrombin Potential », (appelé parfois AUC pour Area Under Curve 

»), ou potentiel de thrombine endogène, correspond à la totalité de thrombine générée 

sous la courbe.  Il est exprimé en nM x min. 

 

➢ Le « peak » (ou Cmax pour concentration maximale) est la quantité maximum de 

thrombine en nM qui a été générée lors du test à un temps T appelé Tmax. 

 

➢ Le temps nécessaire pour l'obtention de ce pic à partir de l'initiation de la génération de 

thrombine (durée calculée en minutes), identifié par TTP (pour « Time to Peak »). 
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➢ La vélocité correspondant au rapport pic de thrombine / (temps nécessaire au pic moins 

le temps de latence)(36). 

 

V. Résultats  
 

 V.1 Dosage des FVIII:C des patients hémophiles A 
 

Sur la base de nos résultats de validation de méthode et en s’aidant de Matsumoto(34) 

nous avons défini plusieurs catégories d’hémophilies A mineures et modérées.  

- « extremely severe » pour un FVIII :C entre 0,0 et 0,3% 

-  « modestly severe » pour un FVIII :C entre 0.3 et 1.5% 

- Hémophilie modérée pour un FVIII:C > 1,5% 

 

 

 

 

 

 

Figure n°7 : Dosage des FVIII:C de 34 patients hémophiles A suivis au CHU de Nantes 
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Sur les 34 patients, 18 présentaient un taux de FVIII:C < 0,3% (moyenne : 0,2% + /- écart-

type : 0,1%, étendue : [0,0-0,2%]).  

Neuf patients présentaient un taux de FVIII:C compris entre 0,3% et 1,5% (1,06% + /- 

0,3%, [0,3-1,4%]). 

Enfin, 7 patients présentaient un taux de FVIII:C > 1,5% (3,4% + /- 0,7%, [1,8-4,6%]). 
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Figure n°8 : Comparaison des taux de FVIII:C obtenus par rapport au TCK 
  
 

Sur les 34 patients étudiés, pour un TCK > 2,5, les FVIII:C retrouvés sont ≤ 0,3%. 
 

 

 

 

 



39 

 

 

 V.2 Comparaison du taux de FVIII:C à la mutation génétique  
 

  Nous avons comparé les résultats de FVIII:C obtenus chez nos 34 patients à la 

mutation génétique.  

 

 

 

Tableau n°9 : Type de mutation génétique du FVIII retrouvée chez les 34 patients 

 

 
Extremely severe 

FVIII:C < 0,3% 

Modestly severe 

FVIII:C 0,3-1,5% 

Moderate 

FVIII:C > 1,5% 

Inversion intron 22 8 - - 

Inversion intron 1 1 - - 

Codon stop 

4 

- p.Ser910X 

- p.Ser1414* 

- p.Trp2015* 

- p.Trp979* 

- - 

Frameshift 

2 

-p.Glu1101Argfs*37 

-p.Leu566Profs*13 

3 

-p.Ile1213Asnfs*28 

-p.Asn1460Lysfs*2 

-p.Arg48Serfs*38 

- 

Faux sens 

3 

-p.Ile668Pro 

-p.Gly565Ala 

-p.Gly565Ala 

6 

-p.Arg2323Cys 

-p.Arg2228Gln 

-p.Arg2323Cys 

-p.pro165Met 

-p.Arg2182His 

-p.Ser260Cys 

7 

-p.Ala2203Pro 

-p.Val445Leu 

-p.Arg391His 

-p.Gln2265His 

-p.Ala2203Pro 

-p.Ala723Thr 

-p.Gln2265His 
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Parmi les cinq patients présentant un antécédent d’inhibiteur, quatre sont classés 

extremely severe (FVIII:C < 0,3%) : 2 inversions de l’intron 22, une inversion de l’intron 1, 

et un codon stop. Le cinquième, modestly severe, est porteur d’une mutation faux-sens. 

  

 V.3 Comparaison des FVIII ultra-bas au dosage antigénique du FVIII 
 

  Les résultats obtenus ne nous ont pas paru pertinents. 

Dans la courbe de calibration établie de 0 à 50% selon les recommandations du fabricant 

la valeur minimale (blanc) donnait un résultat à 0,3% de FVIII:Ag.  

Le 100% de la calibration était effectué sur une dilution du calibrant au 1/20ème. Les 

plasmas des patients ont été testés en duplicate au pur 1/1 et à la dilution de 1/2. 

 

Les contrôles de qualité sortaient dans les cibles attendues pour les valeurs supérieures 

à 3,0%. Cependant le contrôle de qualité ayant pour valeur cible 0,3% donnait un résultat 

à 0,6%, ce qui ne nous semble pas satisfaisant vu notre objectif de travail.  

 

De plus, nous avons eu des résultats discordants concernant nos duplicates.  

 

Au total nous considérons que dans notre pratique, cette technique ne nous paraît pas 

fiable et nous préférons ne pas l’intégrer dans nos résultats.  

 
 

 V.4 Comparaison des FVIII ultra-bas au test de génération de thrombine 
 

 
Le test de génération de thrombine (TGT) a été réalisé chez 19 des patients inclus. Neuf 

d'entre eux avaient un FVIII:C < 0,3%. Les résultats entre les 3 groupes sont 

significativement différents (Mann-Whitney p < 0,01). Chez les patients avec                 

FVIII :C < 0.3%, le potentiel de thrombine endogène (ETP) était significativement plus 

faible (moyenne : 188,8 +/- écart-type : 81,1 étendue : [60-334] nM/min) que chez les 

patients dont le FVIII:C se situait entre 0,3 et 1,5 % (354,9 +/- 95,0 [239-493] nM/min) et 

ceux dont le FVIII:C se situait entre 1,5 et 4,0% (695,0 +/- 167,4 [518-907] nM/min). Il 

existe un chevauchement des valeurs d’ETP entre les patients avec FVIII:C < 0,3% et ceux 

entre 0,3 et 1,5% mais pas entre les patients < 1.5% et > 1.5%. 
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Figure n°10 : Graphe représentant L’ETP en fonction du taux de FVIII:C 

 

La corrélation entre les valeurs de FVIII:C et les ETP est excellente (Pearson p < 0,0001).   

 

 

Figure n°11 : Courbe de corrélation entre l’ETP et le taux de FVIII:C 
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Dans cette deuxième partie de travail, les résultats obtenus permettent de comparer les 

taux de FVIII:C obtenus chez des patients suivis au CHU de Nantes n’ayant pas reçu de 

traitement substitutif depuis plus de 7 jours au génotype et au test de génération de 

thrombine.  

Ces résultats nous ont permis de proposer 3 catégories d’hémophilie en s’appuyant sur 

l’étude de Mastumoto et al de 2017 : extremely severe < 0,3%, modestly severe entre 0,3 

et 1,5% et moderate > 1,5%.  

En comparant nos résultats de dosage de FVIII:C à la génétique nous observons que les 

patients qui présentent une mutation génétique associée, dans les bases de données 

internationales, à un phénotype sévère (inversion intron 1, 22, codon stop, frameshift et 

faux-sens associé à un phénotype sévère) ont tous un FVIII:C < 0,3%. De plus ces mêmes 

patients présentent un ETP sur TGT, significativement plus bas (188,8 +/- 81,1 [60-334] 

nM/min) que les patients modestly severe ou moderate.  

 

VI. Discussion 
 

 En 2014, les recommandations de l’ISTH ont confirmé la définition de la sévérité 

de l’hémophilie A basée sur le taux de FVIII:C en différenciant l’hémophilie sévère (FVIII:C 

< 1,0%) de l’hémophilie modérée (FVIII:C ≥ 1,0%). Cette définition de l’hémophilie sévère 

est importante puisque la prise en charge initiale du jeune patient en dépend. En 

particulier, les recommandations françaises publiées en 2009(37) sur la prise en charge 

de ces patients précise que, dans tous les cas, et avant l‘âge de 3 ans, un enfant porteur 

d’hémophilie sévère doit être en prophylaxie. Ainsi, même si un sujet hémophile avec un 

dosage de FVIIII:C < 1,0% n’a pas eu d’hémarthrose, une prophylaxie aura le plus souvent 

été instaurée. En revanche, pour ce qui concerne les patients avec des taux de               

FVIII:C ≥ 1,0%, la prophylaxie n’est pas systématique, il est donc indispensable que les 

laboratoires possèdent des méthodes robustes de dosage du FVIII:C. 

 

 Il est difficile aujourd’hui de retrouver dans la littérature une explication à ce 

taux de « < 1,0% » pour définir le caractère sévère de l’hémophilie. Est-ce du fait de 

performances longtemps limitées des dosages d’activité du FVIII:C, que les auteurs ont 

caractérisé « inférieur à la limite de détection de la technique » c’est-à-dire « < 1,0% », 
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pour ne pas répondre « 0% » ? Cependant, en 2021, les performances techniques de 

dosages des facteurs de coagulation se sont améliorées et nous avons voulu évaluer les 

performances des méthodes de dosage de FVIII:C < 3,0% en termes de reproductibilité et 

d’incertitude de mesure. En effet, Il existe peu de données sur les performances des 

dosages de FVIII:C < 1,0%. Une évaluation par l’ECAT sur un plasma avec un taux de FVIII:C 

< 1,0% a été réalisée en 2010 : les résultats sont très discordants entre les différents 

laboratoires. 

 

  Dans un premier temps, nous avons étudié la reproductibilité de la méthode en 

passant 6 échantillons de plasmas avec des FVIII:C compris entre 0,0% et 3,0% en utilisant 

la méthode de dosage chronométrique de routine du FVIII:C. Nous avons observé que 

pour un FVIII:C à 0,0%, les plasmas sont systématiquement incoagulables ; les taux de 

FVIII:C peuvent donc être rendus inférieurs à notre seuil de détection, c'est-à-dire FVIII:C 

< 0.3%. Pour les valeurs comprises entre 0,3% et 3,0%, le CV est élevé (entre 10 et 45%). 

Malheureusement, les normes recommandées par le GFHT qui ont été établies sur une 

étendue de valeurs du FVIII:C comprises entre 35,0% et 99,0%, ne sont donc pas 

applicables ici et nous n’avons donc pas de normes de CV adaptées à des valeurs de FVIII:C 

<10,0%. Cependant nos résultats montrent que la variation est très faible entre les 

différentes valeurs et nous sommes en mesure de différencier un FVIII:C à 0,3%, 0,7%, 

1,0%, 1,5% et 3,0% avec très peu de recouvrement entre ces différentes valeurs (figure 

n°4).  

 

 Dans un deuxième temps, nous avons déterminé l’incertitude de mesure sur des 

valeurs de FVIII:C < 3,0% grâce à une comparaison inter-laboratoires avec 24 laboratoires 

d’hémostase français. Chaque laboratoire a dosé en triplicate 3 échantillons avec comme 

valeur attendue de FVIII:C de 0,0%, 0,7% et 1,4% nous permettant d’évaluer le biais, notre 

z-score et enfin avec les résultats de la reproductibilité notre incertitude de mesure. 

Comme pour les résultats de reproductibilité les normes recommandées ou acceptables 

du GFHT et de RICOS pour le biais et l’incertitude de mesure ont été établis pour des 

étendues de valeurs de FVIII:C comprises entre 35,0% et 99,0%. Cependant au vu des 

résultats obtenus il nous parait possible de différencier les taux de FVIII:C ultra-bas.  
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 Les limites de notre travail concernent la reproductibilité puisque le nombre de 

résultats parait insuffisant pour valider définitivement la méthode. Lors de cette étude, 

nous avons travaillé essentiellement sur l’incertitude de mesure mais il nous reste à 

étudier l’exactitude de la méthode de dosage des FVIII:C < 1,0% car le calibrateur utilisé 

était décrit comme contenant 95% de FVIII:C (WHO-Standard) et a été dosé à 102% dans 

nos conditions méthodologiques. Enfin, la dilution du calibrateur dans du plasma 

déficient en FVIII apporte un biais sur le taux exact de FVIII:C dans les plasmas avec taux 

« ultra-bas » de FVIII:C. 

 

 

 A notre connaissance, il y a dans la littérature peu d’études méthodologiques 

comparables et aucune recommandation pour des valeurs de FVIII:C < 10,0%. Lorsqu’on 

cherche à comparer nos résultats avec ceux de la littérature scientifique, on est surpris 

de ne retrouver que 3 publications s’intéressant à ces considérations méthodologiques : 

 

- En 2006, Yatuv et al. a publié une étude dans Haemophilia sur, les dosages de FVIII:C 

par méthode chromogénique pour des valeurs < 1,0% en modifiant le kit commercial 

Coamatic® (Chromogenix®). Il a ainsi pu obtenir une limite de détection à 0,05% et 

une limite de quantification à 0,15% permettant un dosage précis de FVIII:C sur une 

étendue de 0,1% à 2,0%(38). 

 

- En 2007, Matasumoto et al., en utilisant la méthode basée sur les tests de génération 

de thrombine, a rapporté sa capacité à doser des taux très bas de FVIII:C et une bonne 

corrélation entre un FVIII:C < 0,2% et une clinique hémorragique majorée. Depuis 

cette première publication, cette méthodologie n’a, à notre connaissance, pas été 

reprise(39). 

 

- En 2017, cette même équipe a utilisé une autre technique basée sur le « Clot 

Waveform Analysis » sur l’automate Sysmex et rapporte de bons résultats 

permettant une excellente discrimination pour des valeurs de FVIII:C ultra-basses 

(40). 
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 Dans la seconde partie de ce travail, nous avons voulu évaluer la pertinence de 

ces dosages « ultra-bas » chez des patients hémophiles A suivis au CHU de Nantes. Il nous 

a semblé pertinent d’étudier des échantillons de patients à distance de tout traitement 

par FVIII exogène. La demi-vie la plus longue constatée pour les concentrés de FVIII 

concerne l’efmoroctocog alfa (Elocta®)  et est évaluée au maximum à 24 heures(41). 

Ainsi, considérant l’absence de traitement chez les patients depuis au moins 7 jours, on 

peut considérer l’absence de FVIII exogène pouvant surestimer nos résultats de FVIII:C. 

De même, l’absence d’inhibiteur anti-FVIII permet d’éliminer un élément qui aurait pu 

sous-estimer nos résultats.  

 

 Nous avons dosé les FVIII:C des 34 patients après notre validation de méthode 

de dosage des FVIII:C ultra-bas. Nous avons dosé le FVIII:C en triplicate. Sur les 34 

patients, 18 présentent un FVIII:C < 0,3%, 9 patients entre 0,3% et 1,5% et 7 patients > 

1,5%.  

 

 Nous avons ensuite comparé ces résultats à la mutation génétique retrouvée 

chez ces 34 patients lors du diagnostic d’hémophilie. La génétique conforte nos résultats 

de FVIII:C. En effet tous les patients présentant une mutation nulle, induisant une 

absence totale de synthèse de FVIII sont classés comme extremely severe (FVIII :C < 0,3%). 

Trois mutations faux-sens donnent également ce phénotype et sont déjà caractérisées 

ainsi par les bases de données internationales. La majorité des patients qualifiés modestly 

severe ou moderate sont porteurs d’une mutation faux-sens. Pour ce qui concerne les 

mutations frameshift, l’interprétation est plus délicate, puisque répartie sur plusieurs 

catégories de patients. 

 

  Malheureusement, la technique du dosage de FVIII:Ag ne nous a rien apporté 

dans ce travail et ne nous paraît pas pertinente pour travailler sur des valeurs aussi faibles 

de FVIII:C. Une étude de Spena et al, en 2018 a comparé le taux de FVIII:Ag résiduel à la 

mutation génétique pour rechercher une corrélation entre le risque d’apparition 

d’inhibiteur et le génotype. Nous avons utilisé le même kit ASSECHROM® du laboratoire 

Stago®, mais leurs résultats ne peuvent être comparés aux nôtres puisqu’ils ont réalisé 

leur étude avec pour cut-off un FVIII:Ag indétectable lorsque celui-ci était < 1,0%(42).  
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  Nous avons ensuite voulu comparer les taux de FVIII:C obtenus chez 19 de ces 

patients au test de génération de thrombine (TGT). Ce dernier test conforte également 

nos résultats car pour chez les patients avec FVIII :C < 0.3%, le potentiel de thrombine 

endogène (ETP) était significativement plus faible (188,8 +/- 81,1 [60-334] nM/min) que 

chez les patients dont le FVIII:C se situait entre 0,3 et 1,5 % (354,9 +/- 95,0  [239-493] 

nM/min) et ceux dont le FVIII:C se situait entre 1,5 et 4,0% (695,0 +/- 167,4 [518-907] 

nM/min). Il existe un chevauchement des valeurs d’ETP entre les patients avec FVIII:C < 

0,3% et ceux entre 0,3 et 1,5% mais pas entre les patients < 1.5% et > 1.5%. 

Enfin, tous les patients présentant un ETP faible étaient porteurs de mutations très 

délétères (3 inversions de l'intron 22, 1 inversion de l'intron 1, 2 mutations frameshift et 

3 mutations faux-sens connues auparavant avec un phénotype sévère). Nos résultats sont 

en accord avec ceux de Dargaud et al en 2005(43) qui montre que TGT peut prédire la 

sévérité de l’hémophilie. Nos résultats confirment que la coagulation est plus altérée chez 

les extremely severe (< 0,3%) 

 

  Les principales limites de cette seconde partie de travail sont un nombre de 

patients limité. En effet, du fait du traitement prophylactique largement instauré chez les 

hémophiles sévères, et suivis au CHU de Nantes, il a été difficile d’inclure beaucoup de 

patients n’ayant pas reçu de FVIII exogène dans les 7 derniers jours précédant la 

consultation. 

 

  Se pose la question de la pertinence de ces nouvelles catégories d’hémophilie A 

sévère. Les formes les plus sévères que Carcao définissait par la génétique correspondent 

bien avec nos résultats(31). Ces patients porteurs de mutations nulles pour Carcao et 

extremely severe pour nous, seraient donc les plus à risque de manifestations 

hémorragiques. Ces patients justifient donc pleinement la mise en place d’une 

prophylaxie précoce pour éviter les séquelles graves des saignements, en particulier des 

complications articulaires.  

 

  Mais quid des patients non extremely severe . Parmi les patients qualifiés dans 

ce travail comme modestly severe, 3 étaient considérés comme sévères (FVIII:C < 1,0%) 

et ont bénéficié d’une prophylaxie systématique et précoce, sans parfois attendre la 
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survenue d’hémarthroses. Pour les autres, la prophylaxie n’a pas été systématique. Il est 

régulièrement rapporté qu’il existe une hétérogénéité clinique chez les patients 

hémophiles sévères : certains patients présentant moins de manifestations 

hémorragiques(44). 

Est-ce que cette hétérogénéité n’est pas simplement le reflet de nos deux classes 

d’hémophilie sévère (extremely vs modestly severe) ? Justifient-ils tous de la même façon 

d’une prophylaxie précoce ? De même certains patients considérés comme hémophiles 

modérés par leur taux de FVIII :C > 1 ,0% présentent de réelles complications 

hémorragiques et parfois une arthropathie hémophilique. Ces patients auraient 

probablement tiré avantage de la mise en place d’un traitement prophylactique précoce. 

Ici aussi, cette hétérogénéité n’est-elle pas due à deux type de patients différents 

(modestly severe versus moderate).  Pour répondre à ces différentes questions et étoffer 

ce travail, il serait nécessaire de comparer ces résultats obtenus à la clinique des patients 

par la réalisation d’un score clinique en s’inspirant du travail de Pavlova et al (2013) en 

prenant en compte l’âge de survenue du premier accident hémorragique, le nombre de 

saignements par an et le nombre d’injections par an(45). Cela permettrait 

potentiellement de confirmer le phénotype hémorragique sévère de certaines mutations 

génétiques mais cette étude est probablement impossible à envisager aujourd’hui en 

France du fait de l’instauration précoce de la prophylaxie selon les recommandations 

françaises de 2009.  

 

  En conclusion, ce travail nous permet de nous poser de nombreuses questions 

concernant la pertinence de la classification actuelle de l’hémophilie A et il serait 

intéressant de pousser les investigations plus loin sur un nombre plus important de 

patients et en comparant, idéalement, ces résultats au phénotype clinique. Nos résultats 

pourraient même remettre en cause les définitions actuelles de l’hémophilie A sévère ou 

modérée. Cliniquement, cela pourrait surtout permettre éventuellement d’introduire un 

traitement prophylactique, lourd et contraignant de façon optimale, seulement au « cas 

par cas » en ne prenant pas uniquement en compte le taux de FVIII :C inférieur ou 

supérieur strict à 1,0% mais peut-être des valeurs de FVIII :C plus basses, éventuellement 

aidé du génotype et des résultats du test de génération de thrombine.  
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TITRE DE LA THÈSE 
OPTIMISATION DU DOSAGE DE L’ACTIVITE DU FACTEUR VIII (FVIII:C) POUR PROPOSER UNE NOUVELLE DEFINITION DE 

L’HEMOPHILIE A SEVERE 

RÉSUMÉ DE LA THÈSE 
La nomenclature définit la sévérité de l'hémophilie A en fonction du taux d’activité du FVIII (FVIII:C). Pour un FVIII:C < 
1,0 %, l'hémophilie est classée comme sévère et pour des valeurs comprises entre 1 et 5 %, elle est classée comme 
modérée. Il est souvent difficile de conclure pour des valeurs proches de 1 %. Nous avons dans un premier temps 
validé un dosage de FVIII:C chronométrique pour des valeurs de <1 %. Nous avons ensuite comparé les valeurs de 
FVIII:C < 1,0 % au génotype et aux tests de génération de thrombine (TGT). Trente-quatre hommes atteints 
d'hémophilie A sévère ou modérée sans aucun traitement au cours des 7 derniers jours et sans inhibiteur courant ont 
été inclus dans ce projet. Le taux de FVIII:C a été comparé aux mutations du FVIII. Sur 34 patients, 18 avaient le FVIII:C 
< 0,3 %, m=0,2 +/- 0,1 %, [0,0-0,3 %]. Huit patients patients présentaient une inversion de l'intron 22, 1 inversion de 
l'intron 1, 4 mutations codon stop, 2 mutations frameshift et seulement 3 mutations faux-sens connues comme 
induisant des phénotypes sévères. Neuf patients avaient un FVIII:C compris entre 0,3 et 1,5 %, moyenne de 1,06 %, 
écart-type de 0,3 % [0,4-1,4 %] avec 6 mutations faux -sens et 3 mutations frameshift. Ces 3 dernières avaient un 
FVIII:C particulièrement bas (0,4 ; 0,8 et 1,1 %). Sept patients présentaient un FVIII:C > 1,5 %, moyenne de 3,4 %, écart 
type de 0,7 % [1,8-4,6 %] avec 7 mutations faux-sens.  Le test de génération de thrombine conforte également nos 
résultats car pour les patients avec FVIII :C < 0.3%, le potentiel de thrombine endogène (ETP) était significativement 
plus faible (188,8 +/- 81,1 [60-334] nM/min) que chez les patients dont le FVIII:C se situait entre 0,3 et 1,5 % (354,9 +/- 
95,0 - plage [239-493] nM/min) et ceux dont le FVIII:C se situait entre 1,5 et 4,0% (695,0 +/- 167,4 - plage [518-907] 
nM/min). Il existe un chevauchement des valeurs d’ETP entre les patients avec FVIII:C < 0,3% et ceux entre 0,3 et 1,5% 
mais pas entre les patients < 1.5% et > 1.5%. Enfin, tous les patients présentant un ETP faible étaient porteurs de 
mutations très délétères (3 inversions de l'intron 22, 1 inversion de l'intron 1, 2 mutations frameshift et 3 mutations 
faux-sens connues auparavant avec un phénotype sévère). Nos résultats sont en accord avec ceux de Dargaud et al en 
2005(43) qui montre que TGT peut prédire la sévérité de l’hémophilie. Nos résultats suggèrent qu'une valeur seuil de 
0,3 % serait plus pertinente que 1,0% pour définir l'hémophilie A extrêmement sévère. Ces résultats biologiques 
devraient être comparés aux données cliniques. 
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