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1 Introduction

1.1 Hémophilie (Généralités)

1.1.1 Physiopathologie

L’hémophilie congénitale est une pathologie rare de 'hémostase faisant partie
des maladies hémorragiques constitutionnelles. Elle est caractérisée par un déficit
plasmatique en facteurs de la coagulation, le facteur VIII pour 'hémophilie A et le
facteur IX pour ’'hémophilie B. Maladie récessive liée a I’X, 'hémophilie A est due a
une mutation du géne du facteur VIII, localisé sur le chromosome X. Elle touche
environ un garcon sur 5000 a la naissance contre 1 garcon pour 30 000 pour
I’'hémophilie B (1).

Les facteurs de la coagulation interviennent principalement dans la phase
secondaire de 'hémostase, la coagulation plasmatique, permettant la formation d’'un
caillot de fibrine solide. Ce dernier permet d’arréter les saignements en obturant une

bréche vasculaire.

Le facteur VIII, aussi appelé facteur anti-hémophilique A, joue un réle important dans
le processus de coagulation, plus particulierement dans la promotion et le maintien
de I'némostase (Figure 1). En effet, une fois activée par la thrombine, le facteur Vllla
agit comme cofacteur du facteur IXa. En présence de calcium et de phospholipides,
ces deux facteurs forment un complexe d’activation (complexe ténase) qui permet de
convertir le facteur X en sa forme activée, le facteur Xa. Ce dernier participe au
complexe prothrombinase (avec son cofacteur, le facteur Va) transformant la
prothrombine (facteur Il) en thrombine (facteur lla) permettant in fine la formation

d’un caillot de fibrine.

Les facteurs VIII et IX permettent une amplification de la coagulation par la
génération de fortes concentrations de thrombine via la production de facteur Xa. Le
déficit de I'un de ces facteurs entraine un défaut du complexe ténase sur la surface
plaquettaire. Ce complexe défectueux ne permet pas lactivation de quantité
importante de facteurs X et ne permet donc pas la génération explosive de

thrombine. Il en résulte alors un caillot de fibrine instable et inefficace. L’hémophilie
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entraine donc un défaut des phases d’amplification et de propagation de la
coagulation. A contrario, la voie du facteur tissulaire, qui permet l'initiation de la

coagulation, n’est pas altérée au cours de cette maladie.

Figure 1. Réle des facteurs VIl et IX dans la coagulation, d’apres Hoffman(2)

Les facteurs VIl et IX ayant un réle important dans la coagulation, leur déficit
entraine un risque hémorragique par défaut de la propagation et du maintien d’'une

hémostase correcte.

La membrane synoviale et le muscle strié expriment physiologiquement peu
de facteur tissulaire. Les phases d’amplification et de propagation de la coagulation
sont donc importantes pour le maintien d’'une hémostase correcte dans ces tissus.
Une anomalie de la coagulation par déficit en facteur VIII ou IX explique le tropisme

articulaire et musculaire des saignements chez les patients hémophiles.

1.1.2 Classification de la sévérité de 'hémophilie

Le phénotype hémorragique est proportionnel a la profondeur du déficit en

facteur de la coagulation. Le taux de facteur résiduel mesuré permet de classer les
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patients hémophiles en trois stades de sévérité selon la classification internationale

de l'International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) (3) :

- Hémophilie séveére si le taux de FVIII ou FIX est inférieur a 1,0 % du taux normal

- Hémophilie modérée si le taux de FVIII ou FIX est compris entre 1,0 % et 5,0 %

- Hémophilie mineure si le taux de FVIII ou FIX est compris entre 5,0 % et 40,0 %.

La valeur normale est définie par un taux de facteur anti-hémophilique entre 50 et

100 %, sachant que 100 % correspond a 1 Ul/mL.

Dans la plupart des situations, la sévérité des saignements est corrélée au
taux de facteur (Tableau 1), mais il existe de rares cas ou elle peut étre mise a

défaut.

Tableau 1. Corrélation entre gravité de la maladie et taux de facteurs de coagulation (4)

1.1.3 Epidémiologie de 'hémophilie et aspects génétiques

L’hémophilie est une maladie rare dans la population générale. La prévalence
de I’'némophilie A dans le monde varie selon les pays, allant de 3 a 20 individus pour
100 000 habitants. Cette maladie constitutionnelle affecte de la méme maniére les

différents groupes ethniques.

En France, d’apres le réseau FranceCoag, la fréquence de la maladie est estimée a
13,6 cas pour 100 000 habitants dans la population masculine soit environ 1
naissance pour 5000 garcons. D’aprés les derniers chiffres de ce réseau (5), on

dénombre 6910 Hémophiles A en France (environ 81 % des hémophiles) pour 1643
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Hémophiles B. La majorité des cas d’hémophilie sont des formes mineures (entre 50

et 60 %), suivis par les formes séveres (25 a 30 %) et modérées (15 a 25 %).

Sur le plan génétique, 'hémophilie est une pathologie constitutionnelle liée a
I’X. Elle résulte d’'une variation de séquence sur 'un des génes F8 ou F9, situés sur
le chromosome X, et codant respectivement pour les facteurs VIII ou IX. Dans
environ un tiers des cas, 'hémophilie est sporadique et survient avec des mutations
de novo du géne du facteur impliqué chez des individus sans histoire familiale
connue (1). La transmission est récessive, liée au sexe et s’effectue par la mere de
I'enfant qui est dite conductrice de 'hémophilie. Le taux de facteur chez les femmes
conductrices est trés variable du fait du phénoméne d’inactivation aléatoire de I'X et

peut donc étre inférieur a la normale.

Chez les sujets atteints au sein d’'une méme famille, la présentation de la maladie
hémophilique sera homogéne dans son type (A ou B) et dans sa sévérité

(sévére/modérée/mineure).

L’anomalie génétique la plus fréquemment rencontrée chez I'hémophile A
sévere est une inversion entre l'intron 22 et une région télomérique du chromosome
X (Figure 2). L’inversion de l'intron 1 et les délétions larges sont également a I'origine
de déficits sévéres en facteurs VIII. Enfin, des mutations ponctuelles sont décrites
entrainant une protéine tronquée ou non fonctionnelle (mutations non-sens,
mutations faux-sens). Ces anomalies sont associées a des formes le plus souvent

modérées ou mineures de la maladie.

Unl;r:zwn Large deletion
i 3%

Splice site mutation
3%

Missense
15%

Intron 1 inversion
2%

Figure 2. Distribution des génotypes du FVIII, d’aprés Gouw et al.(6)
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Dans la grande majorité des cas, les déficits congénitaux en facteur IX relévent de
mutations ponctuelles. Les anomalies moléculaires du géne du FIX sont nombreuses

et hétérogenes.

1.1.4 Aspects cliniques

Le facteur VIII intervenant dans la coagulation, son déficit entraine un risque
hémorragique. La symptomatologie hémorragique est variable selon le type et la
sévérité de I'hémophilie, allant d’ecchymoses superficielles a des saignements

menagcant le pronostic vital (hémorragie du systéeme nerveux central par exemple).

Le phénotype hémorragique est proportionnel a la profondeur du déficit en FVIII.
Plus le déficit est profond, plus le patient est symptomatique en termes de fréquence
et de sévérité. Ainsi, les patients hémophiles peuvent présenter des saignements
survenant de maniére spontanée (pour les cas les plus sévéres) ou aprés un
challenge hémostatique (chirurgie ou traumatisme). Les sites de ces hémorragies
sont typiquement les articulations (hémarthroses) et les muscles (hématomes), mais

toutes les structures anatomiques sont susceptibles d’étre touchées.

Les hémarthroses sont la principale manifestation hémorragique chez les
hémophiles, représentant 70 a 80 % des situations hémorragiques. Les principales
articulations atteintes sont des articulations synoviales de type « charniére » (n’ayant
qu'un degré de liberté en flexion/extension essentiellement): les genoux, les
chevilles et les coudes. lls apparaissent tét au cours de la vie de I’'hnémophile sévére,
typiguement au moment de l'acquisition de la marche concernant les membres
inférieurs et se reproduisent, par la suite, spontanément ou au décours d’'un

traumatisme.

by

Les hématomes musculaires représentent 10 a 20 % des événements
hémorragiques et surviennent de maniére spontanée ou suite a un traumatisme
parfois minime (passé inapergu par le patient). Les localisations des hématomes les
plus courants sont les zones exposées du corps : biceps, avant-bras, cuisses,
mollets, hanches. Certains sites de saignements peuvent mettre en jeu le pronostic
vital : téte (hématome intracranien), cou, plancher buccal et langue (risque de
compression des voies aériennes supérieures). De méme, d’autres localisations
hémorragiques sont a risque fonctionnel par compression de paquet vasculo-
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nerveux : rachis (risque de paraplégie), périorbitaire (risque de cécité), et loges non

extensibles des membres (risque de syndrome des loges).

Les autres types de manifestations hémorragiques sont des ecchymoses et des

hémorragies viscérales (digestives, urinaires...) de survenues plus rares.

Une caractéristique clinique assez spécifique de I'hnémophilie sévere est la
survenue d’hémorragies spontanées, parfois graves, trés té6t au cours de la vie
(typiquement a I'age de la marche) et plus particulierement de si€ge musculaire et
articulaire. Dans de rares cas, la maladie est découverte a la naissance par une
hémorragie intracranienne ou par lI'apparition d’'un céphalhématome, notamment en
cas de manceuvres instrumentales lors de l'accouchement. En I'absence de
traitement substitutif régulier du facteur déficitaire, les hémophiles sévéres sont a
haut risque de développer une grave maladie musculo-squelettique avec atteinte
musculaire et articulaire (arthropathie hémophilique). La multiplication de ces
dernieres sur une articulation dite « cible » entraine une altération de la structure

articulaire vers une arthropathie hémophilique.

Pour les patients hémophiles modérés, les saignements spontanés sont
occasionnels et la symptomatologie hémorragique se révéle plutdt au cours d’actes
chirurgicaux ou de traumatismes plus ou moins sévéres. Cependant, le phénotype
hémorragique est variable et se rapproche des hémophiles sévéres dans certains

cas avec atteinte articulaire et musculaire.

Enfin, concernant les patients atteints d’'une forme mineure, les hémorragies sont
essentiellement provoquées et le diagnostic est souvent retardé avec parfois une

découverte fortuite lors d’'un bilan d’hémostase préopératoire (Tableau 1).

Pour finir avec le versant clinique, d’apres de récentes études, les patients
hémophiles B semblent présenter une symptomatologie hémorragique moins sévere
que ceux atteints d’'une hémophile A, représentée par une fréquence de saignements

moindre et un risque plus faible de complications articulaires a long terme(7).

1.1.5 Diagnostic biologique

Suite a une suspicion clinique et/ou biologique, le diagnostic de la maladie est

biologique avec la mise en évidence d’un déficit en facteur de la coagulation. Le bilan
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d’hémostase révéle un allongement isolé du temps de céphaline activée (TCA) et/ou
du temps de céphaline kaolin (TCK) avec un taux de prothrombine (TP) et de
fibrinogéne normal. L’exploration de ’hémostase primaire est normale avec un taux
de plaquettes, un temps d’occlusion plaquettaire et un taux de facteur Willebrand
dans les normes. Les dosages spécifiques des facteurs de la coagulation révelent

alors un déficit en facteur VIII (hémophilie A) ou en facteur IX (hémophilie B).

Il est nécessaire d’exclure les autres causes de déficit en facteur VIII (maladie
de Willebrand, déficit combiné en facteurs V et VIII, hémophilie A acquise) ou en
facteur IX (hypovitaminose K, insuffisance hépatocellulaire, hémophilie B acquise). Il
est également important d'effectuer ces dosages en dehors de tout contexte

inflammatoire, qui pourrait masquer la profondeur du déficit.

Enfin, la confirmation diagnostique est réalisée par un bilan génétique avec
analyse du géne du FVIII ou du FIX selon le déficit. Ce bilan permet de mettre en
évidence l'anomalie génétique causale de la maladie. Cette information est
primordiale pour le dépistage génétique au sein de la famille du sujet atteint
d’hémophilie, notamment afin de détecter les femmes conductrices. De plus, le
genotypage présente un intérét pronostique sur le risque de développer un inhibiteur
et sur l'efficacité d’une éventuelle thérapie par induction de tolérance immune (voir

chapitre « complications liées au traitement »).

1.1.6 Prise en charge thérapeutique

La prise en charge du patient hémophile est multidisciplinaire, coordonnée par
un centre de ressources et de compétences de la filiere maladies rares « Maladies
Hémorragiques Constitutionnelles » (CRC-MHC). Ses missions sont multiples : suivi
des malades, assurer leur éducation thérapeutique, leur proposer une prise en
charge psychologique, permettre une coordination des soins (programmation des

soins en période péri-opératoire par exemple).

La prise en charge thérapeutique standard actuelle pour prévenir ou traiter les
épisodes hémorragiques consiste en un remplacement du facteur déficient via un
traitement substitutif (4). Les médicaments utilisés sont des concentrés de facteurs

anti-némophiliques (FAH) contenant du facteur VIl ou IX selon le type d’hémophilie.
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Ces concentrés, administrés par voie intraveineuse, peuvent étre d’origine
plasmatique (issus de donneurs de sang) ou des molécules recombinantes
(élaborées par biotechnologie). Il existe plusieurs régimes d’administration des
concentrés de FAH : soit un traitement a la demande (ALD) en cas d’accidents
hémorragiques ou de geste invasif, soit une prophylaxie au long cours avec 1 a 3
injections intraveineuses par semaine. Cette derniére permet de maintenir un taux de
facteur au-dessus de 1 % chez les hémophiles sévéres (ces derniers se rapprochant
ainsi cliniqguement des hémophiles modérés). Pour les patients hémophiles séveres,
la prophylaxie s’est imposée comme le traitement de référence dans la plupart des
pays industrialisés disposant des ressources thérapeutiques. En effet, de
nombreuses études ont démontré la supériorité d’'un traitement prophylactique sur un
traitement a la demande en termes de saignements, d’hémarthroses et donc de
prévention de I'arthropathie hémophilique (8,9). On distingue plusieurs types de
prophylaxie : une prophylaxie primaire, débutée précocement chez le jeune enfant
avant la premiere hémarthrose, ou secondaire si elle est mise en place aprés une ou
plusieurs hémarthroses. Pour les hémophiles séveres nouvellement diagnostiqués, il
est recommandé de débuter une prophylaxie primaire au long cours précocement, si

possible avant la premiére hémarthrose (10).

Par ailleurs, la desmopressine (ou Minirin®) permet aussi de corriger
partiellement ou complétement le taux de facteur VIII chez 'lhémophile A mineur si
celui-ci est bon répondeur. Cette molécule permet de libérer dans la circulation
sanguine les réserves endogéenes de facteur VIl contenues dans les cellules
endothéliales. Ce traitement est inefficace chez les hémophiles A modérés et
séveres et n'est pas indiqué dans I'hémophilie B. L’efficacité de ce médicament est
trés variable d’'un patient a l'autre et diminue rapidement aprés plusieurs prises

répétées sur plusieurs jours (tachyphylaxie).

De plus, il existe des moyens hémostatiques locaux et d’autres traitements comme

des antifibrinolytiques permettant de contréler les saignements.

Plus récemment, des approches thérapeutiques innovantes sont apparues :
thérapie génique, concentrés de facteurs avec demi-vie allongée et thérapeutiques
non substitutives (11). Concernant les traitements non substitutifs, ces nouvelles

molécules ne cherchent pas a apporter le facteur de la coagulation manquant, mais a
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utiliser les protéines de I'organisme impliquées dans I’hémostase afin de rééquilibrer
la balance hémostatique pour pallier le déficit en FVIII ou FIX. Les médicaments
concernés sont un anticorps monoclonal (Emicizumab) et des inhibiteurs spécifiques
de protéines anticoagulantes physiologiques (Fitusiran, Concizumab). A ce jour, seul
'Emicizumab est commercialisé en France. |l s’agit d’'un anticorps bispécifique
mimant le facteur VIl activé : il se fixe au FIXa et au FX permettant le rapprochement
de ces facteurs et ainsi la génération de FXa. Il restaure donc une hémostase
efficace (12). Cette molécule ne partage pas d’homologie de séquence avec le
facteur VIl et n’a donc pas la méme structure que lui. Il n’est donc pas ciblé par les
anticorps inhibiteurs anti-FVIIl et peut donc étre utilisé chez I'hémophile A avec
inhibiteur en prophylaxie (13). De plus, ce médicament a récemment eu I'autorisation
pour prévenir les hémorragies chez les patients hémophiles A sans inhibiteur de
toutes tranches d’age. Ses principaux avantages sont une durée de vie longue (28
jours) et son mode d’administration (voie sous-cutanée). Par contre, s’il permet
d’assurer, au moins en partie, le réle hémostatique du facteur VIII, il ne peut en

aucun cas assurer les potentiels réles extra-hémostatiques de celui-ci.

1.1.7 Pronostic et Complications principales

Depuis I'avenement des traitements substitutifs par concentrés de facteurs
recombinants et I'amélioration de la prise en charge globale des patients hémophiles,
'espérance de vie des malades n’a cessé de progresser jusqu’a se rapprocher de
celle de la population générale (14) (et ce malgré les infections chroniques a VHC et
VIH contractées par de nombreux patients hémophiles dans les années 1980 -
1990).

Bien que des progrés notoires semblent possibles dans le futur, la prise en charge
de la maladie s’oriente actuellement vers une amélioration de la qualité de vie
globale. Pour atteindre cet objectif, plusieurs éléments semblent importants a
prendre en considération : garantir une insertion sociale et professionnelle, ainsi

qu’encourager une activité physique adaptée et réguliere.
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- Complications liées au traitement

. Infections virales chroniques

Le traitement de I'hémophilie par cryoprécipités et concentrés en facteurs
d’origine plasmatique a été a l'origine de contamination virale (affaire du sang
contaminé dans les années 1980). Les virus, transmis par des donneurs de plasmas

infectés, étaient principalement le VIH, le VHB et le VHC.

Ces infections virales chroniques sont a l'origine d’'une morbi-mortalité importante.
Pour exemple, entre 1992 et 2001, le VIH était la principale cause de mortalité
(26 %) des patients hémophiles aux Pays-Bas et que 22 % des décés étaient
imputables au VHC (15). De plus, I'hépatite C chronique demeure l'une des

principales comorbidités dans ’'hnémophilie (16).

Toutefois, I'utilisation de concentrés de facteurs d’origine recombinante et les
nouvelles méthodes d’inactivation virale ont permis de minimiser le risque de
transmission virale. Pour les personnes infectées, le VIH est maintenant bien
contrélé par les traitements antirétroviraux et les nouveaux traitements oraux contre

le VHC permettent une guérison dans la plupart des cas.

. Apparition d’un inhibiteur

L’autre principale complication des patients hémophiles liée aux

thérapeutiques substitutives est I'apparition d’'un inhibiteur.

Les inhibiteurs sont des allo-anticorps neutralisants qui inhibent partiellement ou
complétement I'activité coagulante du facteur concerné. Par conséquent, ils rendent
les injections en facteurs moins efficaces, voire totalement inefficaces. De plus, ils
entrainent la neutralisation du facteur VIII natif et sont donc susceptibles de rendre

sévere une hémophilie initialement mineure ou modérée.

Les inhibiteurs sont plus fréquents dans I'hémophilie A (17). Jusqu’a 30 % des
hémophiles A sévéres traités vont développer un inhibiteur au cours de leur vie alors

que seuls 1 a 6 % des hémophiles B sont concernés.

Les facteurs de risque associés au développement des anticorps neutralisants

sont principalement les antécédents familiaux d’inhibiteurs, l'origine ethnique
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(Africaine), le type de mutation du géne et un traitement intensif précoce avec de

fortes doses de facteurs (dans les 50 premiers jours d’exposition).

Les inhibiteurs sont détectés et titrés par méthode Bethesda de maniéere
systématique ou devant une suspicion clinique (symptomatologie hémorragique

malgré un traitement bien mené).

Cette complication a un fort impact en termes de pronostic vital, fonctionnel et
de qualité de vie. En présence d’un inhibiteur et donc d’inefficacité du traitement
substitutif, les manifestations hémorragiques sont plus difficiles a contréler. Il faut
alors recourir a des agents « by-passants », facteur VIl activé recombinant
(Novoseven®) ou concentré de facteurs activés (FEIBA®), qui ont une efficacité plus
aléatoire que les FAH et qui sont plus difficiles a suivre sur le plan biologique (pas de
marqueur spécifique). Hors épisode hémorragique, en prophylaxie au long cours

chez I'hémophile ayant développé un inhibiteur, 'Emicizumab est indiqué.

L’éradication d’'un inhibiteur repose sur la mise en place d’un traitement par
Induction de Tolérance Immune (ITl) avec des injections quotidiennes de fortes
doses de facteurs sur une durée prolongée permettant de moduler la réponse

immunitaire.

- Complications ostéo-articulaires

. Arthropathie hémophilique

La prise en charge des patients hémophiles s’est améliorée au cours des
derniéres décennies avec la mise en place d’'une prophylaxie au long cours
permettant une diminution des saignements intra-articulaires (8). Malgré ce
traitement optimal, il persiste des micro-saignements articulaires infra-cliniques. Ces
saignements récurrents au sein d’'une articulation cible provoquent des changements
structuraux (hypertrophie synoviale et destruction progressive du cartilage articulaire

puis de I'os sous-jacent) pouvant entrainer, a terme, une arthropathie hémophilique.

La physiopathologie de [l'atteinte articulaire est complexe (18). Elle fait
intervenir des acteurs cellulaires (synoviocytes, cellules de 'immunité innée comme
les monocytes et macrophages) et moléculaires (dépdts de fer, cytokines pro-

inflammatoires). La phase initiale de I'arthropathie ressemble a l'atteinte articulaire
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observée au cours de la polyarthrite rhumatoide (19). En effet, I'articulation est le
siege d’une I'hypertrophie synoviale et d’une inflammation locale similaire a cette
pathologie auto-immune. De méme, les membranes synoviales sont le siége de

cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNF-a).

Les articulations les plus touchées sont les grosses articulations : les genoux,
les chevilles et les coudes, mais également les hanches. L’arthropathie hémophilique
est source de limitations de la mobilité articulaire, de douleurs chroniques, de
gonflements et de déformations des articulations. La conséquence est également
une baisse significative de l'activité physique et de la qualité de vie via un réel
handicap locomoteur. Le degré d’arthropathie est plus important chez les hémophiles
A que chez les hémophiles B (7).

La prise en charge de l'arthropathie hémophilique repose essentiellement sur la
prévention ou le traitement des saignements articulaires par un traitement substitutif.
Les traitements symptomatiques (antalgique, glacage, infiltrations) sont
indispensables pour soulager les douleurs. En dernier recours, une prise en charge

chirurgicale par remplacement prothétique dans un centre expert est envisageable.

. Pseudotumeurs (20)

Les pseudotumeurs constituent une complication exceptionnelle et quasi
spécifique de l'adulte hémophile sévére. Ces structures correspondent a des
hématomes chroniques encapsulés formés d’une couche fibreuse entourant un
hématome ancien non résorbé. lls contiennent du sang partiellement dégradé, un
infiltrat de cellules inflammatoires voire des calcifications et des plages d’ossification.
Ces pseudotumeurs sont de taille variable et évoluent pour leur propre compte au
sein d’un muscle (pseudotumeur musculaire) ou au contact d’'un os (pseudotumeur
osseuse). Leur risque principal est lié a leur évolutivité et les dégats sur les tissus
sains du voisinage (infiltration osseuse, envahissement des organes creux et

fistulisation). De plus, ils présentent un risque de surinfection important.
Leur diagnostic repose sur la clinique et I'imagerie.

Leur prise en charge est complexe comprenant des techniques invasives (chirurgie

d’exérése) et non invasives (embolisation artérielle, radiothérapie ciblée).
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. Atteinte osseuse (ostéopénie, ostéoporose) et risque de fractures

Gallacher et al. ont été les premiers auteurs a émettre I'hypothése que les
patients hémophiles auraient un tissu osseux fragile suite a I'observation de cas de

fractures de fragilité chez de jeunes hémophiles sévéres (21).

Par ailleurs, plusieurs cas de fractures des os longs dans une cohorte d’enfants
hémophiles indiens ont été rapportés. Ces fractures provoquées par de faibles
impacts sont rares dans une population pédiatrique normale. Il a donc été suggéré
que les jeunes hémophiles possédaient un faible capital osseux (22). Cette fragilité
osseuse associée a un risque de chutes plus important chez les hémophiles sévéres
participerait a un risque de fracture plus important dans cette population que dans la
population générale (23). Bien que peu de données soient disponibles, une étude
récente (24) a montré que l'incidence de survenue de fracture chez les hémophiles
était de 24,8 fractures pour 1 000 patients-années (contre 9,6 dans le groupe

controle).

Les fractures, notamment de fragilité, sont source de douleurs chroniques et
d’'incapacité fonctionnelle, déja fréquemment présentes chez le sujet hémophile
sévere. Le risque fracturaire est donc un sujet a prendre en considération dans cette
population avec une surveillance et une prise en charge renforcées de leur santé

osseuse.

L’augmentation du risque de chute évoqué chez I'hémophile sévere serait due
notamment aux épisodes d’hémarthroses répétées, 'arthropathie hémophilique et la

détérioration globale de la fonction musculo-squelettique.
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1.2 Ostéoporose chez '’homme

1.2.1 Définitions

L’ostéoporose est définie comme une « maladie diffuse du squelette
caractérisée par une masse osseuse diminuée et une altération de Ia
microarchitecture osseuse, responsable d’une fragilité osseuse exagérée et par

conséquent d’un risque augmenté de fracture »(25).

Les fractures sont la complication principale de la maladie ostéoporotique, et
constituent la gravité de cette pathologie. Les fractures ostéoporotiques surviennent
typiqguement a la suite d’'un traumatisme de faible intensité comme une chute de sa
hauteur. De plus, les fractures vertébrales, les fractures de I'extrémité supérieure du
fémur ou de 'hnumérus ainsi que les fractures du bassin sont dites séveres, car elles

entrainent un sur-risque de mortalité et de survenue de nouvelles fractures (26).

L’ostéoporose peut également étre définie a partir des résultats
d’ostéodensitométrie qui mesure la densité minérale osseuse (DMO). En 1994, des
critéres diagnostiques se basant sur la DMO (avec I'expression du T-score) ont été
publiés par le groupe de travail de I'Organisation Mondiale de la Santé (27)
(Tableau 2). Ayant initialement été adaptées pour la femme en période post-
ménopause, ces définitions ont été par la suite appliquées chez 'lhomme de 50 ans

et plus.

Tableau 2. Définitions ostéodensitométriques (chez les hommes = 50 ans), selon 'OMS (27)

Statut densitométrique Score (T-score)

Normal T-score = -1

Ostéopénie (= masse osseuse faible) -1 > T-score > -2,5

Ostéoporose T-score <-2,5

Ostéoporose sévére T score < - 2,5 avec une ou plusieurs
fractures
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1.2.2 Epidémiologie

D’un point de vue épidémiologique, la forme la plus connue d’ostéoporose est

celle de la femme aprés la ménopause (ostéoporose post-ménopausique).

Cependant, l'ostéoporose chez 'homme est un probléeme de santé publique sous-
estimé, une pathologie osseuse sous-diagnostiquée et donc sous-traitée. Un homme
sur cing a partir de 50 ans présentera une fracture ostéoporotique au cours de sa
vie. De plus, chez les hommes agés, la morbidité et la mortalité associées aux
fractures ostéoporotiques majeures semblent étre supérieures que chez les femmes
(26).

Concernant les données densitométriques, la prévalence de l'ostéoporose est
de 4 % chez les hommes américains de 50 ans et plus alors que 38 % d’entre eux
présentent une ostéopénie, d’apres les informations collectées par la National Health
and Nutriton Examination Survey (NHANES). A titre de comparaison, les
prévalences chez la femme américaine de 50 ans et plus sont de 16 % et 61 %,

respectivement, pour I'ostéoporose et I'ostéopénie (28).

L’ostéoporose masculine est principalement de cause secondaire et le plus
souvent multifactorielle. Les principales étiologies d’ostéoporose secondaire sont les
maladies inflammatoires avec corticothérapie au long cours, I'abus d’alcool (plus de
trois unités par jour), 'hypogonadisme spontané ou iatrogéne, I'’hyperparathyroidie
primitive, '’hyperthyroidie et la carence en vitamine D (29) (Tableau 3). Le risque de
fracture ostéoporotique augmente avec I'accumulation de ces facteurs de risque

d’ostéoporose.

Cependant, dans certains cas, il n'y a pas de cause secondaire retrouvée et

I'ostéoporose est considérée comme idiopathique ou primaire.
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Tableau 3. Principales causes d’ostéoporose secondaire chez 'homme

Causes communes

Causes rares

- Corticothérapie systémique au long cours

- Consommation excessive d’alcool

- Hypogonadisme primaire ou secondaire

(ex. : anti-androgénes dans le cancer de prostate)
- Carence en vitamine D

- Faible apport en calcium

- Tabagisme

- Causes endocriniennes : hyperparathyroidie primaire,
hyperthyroidie, syndrome de Cushing

- Troubles gastro-intestinaux: maladie cceliaque,
maladies inflammatoires de l'intestin

- Maladies inflammatoires chroniques: maladies
pulmonaires  chroniques, maladies articulaires,
infection par le VIH

- Insuffisance rénale chronique

- Ostéogenése imparfaite

- Hypercalciurie idiopathique

- Hémochromatose

- Hémopathies : mastocytose, gammapathie

1.2.3 Physiopathologie de l'ostéoporose

- Physiologie de I'os et remodelage osseux

Bien que d’apparence inerte, le tissu osseux est un tissu dynamique en
perpétuel remaniement. En effet, le remodelage osseux est un processus permettant
le remplacement du tissu osseux ancien par du nouveau tissu osseux (30). Ce
mécanisme permet le remplacement de l'intégralité du squelette approximativement

tous les 10 ans.

Le remodelage osseux intervient au sein d’'unité du tissu osseux appelé unité de
remodelage osseux (« bone remodeling unit »). Dans ces structures fonctionnelles,
deux populations cellulaires spécifiques de I'os vont se succéder. Les ostéoclastes
sont les premiéres cellules recrutées, elles permettent une résorption du tissu osseux
minéralisé. Aprés apoptose de ces dernieres, les ostéoblastes (cellules de
I'ostéoformation) sont attirés sur le site de remodelage afin de former et minéraliser
du nouveau tissu osseux dans la cavité de résorption. Ce processus suit une
séquence précise avec dans un premier temps résorption osseuse suivie par un

temps de formation d’os (Figure 3).
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Figure 3. Le processus de remodelage osseux (31)

La masse osseuse augmente progressivement chez I'enfant et I'adolescent
jusqu’a atteindre un pic de masse osseuse. Ce pic est atteint a des ages différents
selon le sexe et le site osseux. Les déterminants de la masse osseuse sont
majoritairement génétiques, mais aussi environnementaux (calcium, vitamine D,

exercice physique).

- Physiopathologie de la perte osseuse liée a ’age

Chez l'adulte jeune, le remodelage osseux est bien équilibré avec une
quantité égale d’os résorbé puis formé aboutissant au renouvellement et a la

réparation du tissu osseux.

Puis, avec I'age, le capital osseux diminue lentement chez la femme comme
chez 'homme. Chez la femme, la perte osseuse s’accéléere au moment de la
ménopause du fait d’'une carence en estrogénes. Chez 'homme, la perte osseuse
liee a l'age survient plus tard (aprées 70 ans) et est accentuée par la baisse de

seécrétion de testostérone (32).

Ainsi, deux mécanismes essentiels, s’associant a divers degrés chez un

individu, expliquent la survenue d’une ostéoporose primaire : 'acquisition d’'un pic de
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masse osseuse faible (avec le role important de la génétique) et la perte osseuse a

I'age adulte.

- Régulation du remodelage osseux

Le remodelage osseux est un processus complexe finement régulé par des

facteurs locaux et systémiques qui contribuent a ’homéostasie osseuse.

Parmi ces facteurs, la triade OPG/RANK/RANKL est la principale voie de
régulation (33). L’interaction de RANKL avec son récepteur RANK, présent a la
surface des cellules de la lignée ostéoclastique, provoque la différenciation et
I'activation des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes matures. A linverse,
I'ostéoprotégérine (OPG) est une molécule anti-résorption osseuse. Elle agit comme
récepteur soluble de RANKL et 'empéche donc de se fixer a son récepteur RANK
(Figure 4).

Figure 4. Réle de la triade OPG/RANK/RANKL dans la différenciation ostéoclastique (34)

De plus, des cytokines impliquées dans l'inflammation semblent avoir un réle
clé dans la régulation du métabolisme osseux (35). Elles agissent directement ou
indirectement sur les ostéoclastes et les ostéoblastes. Les molécules en cause sont
des interleukines (IL-1, IL-6, IL-10, IL-12), le TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha),

I'Interféron gamma (IFN-y) et le M-CSF (macrophage-colony stimulating factor).
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Cependant, le réle de certaines cytokines sur le remodelage osseux semble

ambivalent comme I'lL-6 qui agit comme une molécule pro- ou anti-résorptive (34).

Enfin, la formation osseuse (par les ostéoblastes) est régulée par différentes
molécules comme la sclérostine et Dkk-1, qui sont des antagonistes de la voie Wnt

et contrélent négativement I'activité ostéoblastique (36).

- Biomarqueurs du remodelage osseux

Par ailleurs, au cours du remodelage osseux, des peptides sont produits par
les ostéoblastes et les ostéoclastes. lls sont utilisés comme biomarqueurs de
'activité meétabolique osseuse et classés en marqueurs d’ostéoformation et

marqueurs de résorption osseuse (Figure 5).

Les marqueurs de la formation osseuse sont les phosphatases alcalines osseuses
(PALOS ou BALP), l'ostéocalcine et le propeptide N-terminal du procollagéne de
type 1 (PINP ou P1NP). lIs refletent I'activité des ostéoblastes et par conséquent

I'ostéoformation.

A contrario, il existe plusieurs molécules reflétant la résorption osseuse dont les
principales sont la phosphatase acide tartrate résistante (TRACP), sa forme 5b
isoenzyme (TRACP-5b) et les télopeptides réticulés du collagéene de type |
(Télopeptide N-terminal réticulé du collagéne de type 1 = NTX, Télopeptide C-

terminal réticulé du collagéne de type 1= CTX ou Crosslaps).

Figure 5. Les principaux biomarqueurs du remodelage osseux (adapté de Fohr et al (37))
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Ces marqueurs peuvent prédire la perte osseuse, mais sont insuffisants dans
I'évaluation fiable du risque de fracture. lls ne sont donc pas recommandés dans le

bilan initial de la maladie, mais ont un intérét dans le suivi thérapeutique.

1.2.4 Diagnostic de l'ostéoporose

L’ostéoporose est une maladie osseuse diffuse évoluant a bas bruit. Son diagnostic

doit étre évoqué devant plusieurs situations :
. Aprés toute fracture survenant apres un traumatisme a bas niveau d’énergie
. Et/ou devant la découverte d’'une ostéoporose densitométrique (mesure de la DMO)

. Et/ou en cas de facteurs de risque cliniques

- Fractures ostéoporotiques

Les factures ostéoporotiques font la gravité de I'ostéoporose chez 'homme
comme chez la femme. Le diagnostic doit étre évoqué devant une toute facture
survenant en dehors d’'un traumatisme de forte intensité (comme sur une simple
chute de sa hauteur). Les fractures de fragilité les plus fréquentes sont la fracture du
poignet survenant dés 50 ans, la fracture vertébrale survenant dés 65 ans et la

fracture de I'extrémité supérieure du fémur survenant des 70 ans.

- Diagnostic positif : Mesure de la densité minérale osseuse (DMO)

Le diagnostic positif repose sur I'évaluation de la densité minérale osseuse.
Celle-ci est mesurée en pratique courante par absorptiométrie biphotonique aux
rayons X (DXA) qui est la technique de référence. C’est un examen rapide, peu
irradiant, fiable et reproductible, qui permet de mesurer la densité du tissu minéralisé.
La DXA utilise deux faisceaux de rayons X d’énergies différentes et mesure la DMO
sur plusieurs sites squelettiques dont le contenu respectif en os cortical et en os

trabéculaire est différent.

Selon les recommandations de la HAS 2006 (38), la mesure de la DMO chez

'homme doit étre réalisée en deux sites, habituellement le rachis lombaire et la
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hanche, en utilisant une courbe de référence masculine. Il est admis que I'exploration
du rachis lombaire est un bon reflet de I'os trabéculaire alors que celle de 'extrémité

supérieure du fémur correspond a la composante corticale de I'os (Figure 6).

Figure 6. Images de DXA (rachis lombaire et extréemité supérieure du fémur)

Les résultats de la DXA sont exprimés sous plusieurs valeurs :
— la densité minérale osseuse (DMO) est exprimée en valeur absolue en g/cm?.

— le Z-score est le nombre d’écarts types entre la valeur mesurée de densité

osseuse du sujet et la valeur moyenne des adultes de méme sexe et méme age.

— le T-score est le nombre d’écarts types entre la valeur mesurée de la densité
osseuse du sujet et la valeur moyenne des adultes jeunes (entre 20 et 30 ans) de

méme sexe au méme site osseux.

L’utilisation de la DXA pour la mesure de la DMO est validée pour le
diagnostic de l'ostéoporose et I'évaluation prospective du risque de fracture
ostéoporotique. Il existe une relation clairement établie entre la valeur du T-score et
le risque de fracture ostéoporotique : plus la valeur de T-score diminue, plus le risque
de fracture ostéoporotique augmente. En effet, pour chaque réduction d’un écart-
type, le risque de fracture est multiplié par deux, et d’environ 2,5 fois quand le risque
de fracture de hanche est prédit par la DMO du fémur (39). La réalisation d’'une DXA

pour la mesure de la DMO est recommandée chez 'lhomme, quel que soit I'age, lors
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de la survenue d'une fracture de fragilit¢ (ou une découverte fortuite sur des
radiographies) ou devant la découverte de facteurs de risque d’ostéoporose

(notamment corticothérapie au long cours et hypogonadisme prolongé) (40).

L’interprétation de la DMO se base sur le T-score pour les hommes de 50 ans
et plus (Tableau 2). Chez les hommes adultes de moins de 50 ans, les définitions
basées sur la DXA sont établies a partir du Z-score et il n’existe pas de criteres pour
une ostéoporose dite densitométrique selon la société internationale de
densitométrie clinique (ISCD) en 2007 (41) (Tableau 4).

Tableau 4. Définitions ostéodensitométriques (chez les hommes < 50 ans), selon I'ISCD (41)

Statut densitométrique Score (Z-score)
Normal T-score = -1
Low normal (normal bas) -1 > T-score > -2

En dessous des normes attendues pour I'age | Z-score < - 2
(= DMO basse = ostéopénie)
Ostéoporose Pas de définition densitométrique

- Facteurs de risque de fracture et évaluation du risque fracturaire

La décision de traiter les patients ostéoporotiques est prise en fonction de
I'évaluation du risque de fracture basée sur la mesure de la DMO, mais également
d’autres facteurs de risque (Tableau 5) ainsi que le risque de chute, notamment chez

le sujet ageé.

En effet, il convient de nuancer l'apport de la DMO pour I'évaluation du risque
fracturaire. Comme vu précédemment, la baisse de la DMO comme indicateur de
'ostéoporose est importante, puisque c’est 'un des principaux déterminants du

risque de fracture, mais ce n’est pas le seul.

En effet, plusieurs facteurs de risques cliniques facilement identifiables sont
décrits comme I'age, le sexe, les antécédents personnels ou familiaux de fractures

de fragilité, le tabagisme et un faible IMC (Tableau 5).
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Tableau 5. Principaux facteurs de risque de fracture chez ’'homme

Facteurs de risque de fracture chez ’lhomme

- Age élevé (> 70 ans)

- faible IMC (< 19 kg/m?)

- Antécédent personnel de fracture

- Antécédent familial de fracture par fragilité osseuse
- Tabagisme actif

- Consommation excessive d’alcool

- Corticothérapie au long cours

- Carence en vitamine D

- Immobilisation trés prolongée

A partir de ces facteurs de risques, plusieurs outils d’évaluation du risque de fracture
ont été développés comme le score FRAX (Fracture Risk Assessment Tool) qui est
le plus utilisé en pratique courante (42). Cet outil évalue la probabilité a dix ans, en
valeur absolue, de survenue d'une fracture de hanche et dune fracture
ostéoporotique majeure. En fonction du risque de fracture obtenu avec ce score, le
clinicien peut décider d'un traitement pharmacologique pour le malade si ce risque

est supérieur au seuil thérapeutique d’intervention pour I'adge du patient.

- Bilan biologique : Diagnostic étiologique

Comme évoqué auparavant, 'ostéoporose masculine est le plus souvent
d’origine secondaire et il convient de rechercher systématiquement les principales
causes via une évaluation clinico-biologique avant de débuter un traitement

spécifique.

Devant une suspicion d’ostéoporose chez I'homme, il est donc recommandé
d’effectuer un bilan biologique de premiére intention selon les recommandations
frangaises (40). Celui-ci comporte : calcémie, albuminémie, phosphatémie,
créatininémie (avec estimation de la clairance), électrophorése des protéines
sériques, hémogramme, CRP, 25-OH-vitamine D, bilan hépatique (transaminases,

gamma GT, phosphatases alcalines totales) et testostérone totale.

Ce bilan biologique initial permet d’écarter une autre cause de fracture (myélome),
d’orienter vers une autre cause d'ostéoporose (ostéomalacie, hypogonadisme...),
mais également de vérifier 'absence de contre-indication a débuter un traitement

anti-ostéoporotique.

33



Dans un deuxieme temps, I'évaluation de base pourra étre complétée en
fonction de I'examen clinique, notamment chez le sujet jeune, afin d’écarter des

ostéopathies fragilisantes plus rares.

1.2.5 Prise en charge thérapeutique de 'ostéoporose masculine

La prise en charge de l'ostéoporose chez 'homme comprend des mesures

hygiéno-diététiques générales et des traitements spécifiques (40).

- Les mesures hygiéno-diététiques

Les mesures générales sont recommandées dans toutes les circonstances a
risque d’ostéoporose (prévention d’'une ostéoporose ou traitement d’'une ostéoporose

avérée).

Elles comprennent le maintien d’'une activité physique réguliére en charge,
une bonne hygiéne nutritionnelle et la prévention du risque de chutes, notamment
chez le sujet agé. De plus, l'arrét du tabac et la diminution d’'une consommation
excessive d’alcool sont fortement conseillés. Il convient également d’assurer des
apports suffisants en calcium (au moins 1 g par jour) et en vitamine D (concentration
sérique entre 30 et 60 ng/ml) par l'alimentation et si besoin par supplémentation

médicamenteuse.

Ces mesures peuvent ralentir la baisse de masse osseuse en lien avec 'age,
mais ne permettent pas de restaurer la DMO et ne sont donc pas suffisantes pour les
individus a haut risque de fracture. Dans cette population, des traitements
spécifiques de I'ostéoporose sont donc indispensables. Cependant, une réplétion en
vitamine D est nécessaire pour une efficacité optimale des traitements anti-

résorbeurs.
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- Les traitements de I'ostéoporose masculine

Concernant les traitements spécifiques, ils sont indiqués pour tout patient a
haut risque de fracture en I'absence de contre-indications et aprés une évaluation

individuelle des facteurs de risque.

La mesure de la DMO est également nécessaire avant toute décision thérapeutique

et I'on peut distinguer plusieurs situations résumées dans la figure suivant :

Figure 7. Indications thérapeutiques dans 'ostéoporose masculine (40)

Les différentes molécules utilisées dans 'ostéoporose ont démontré leur efficacité

en permettant de réduire le risque de fracture vertébrale et non vertébrale.

Chez I'nomme, [lefficacité et la tolérance de ces molécules semblent étre
comparables a celles observées chez la femme en post-ménopause. Bien qu'il y ait
peu de données et d’études réalisées seulement chez I'homme, les molécules
recommandées en France sont les biphosphonates, le tériparatide et le dénosumab
(40).

Ces traitements agissent soit en inhibant la résorption osseuse (agents anti-
résorbeurs) comme les biphosphonates ou le dénosumab, soit en stimulant sa

formation pour le tériparatide.

Concernant le choix de la molécule, il est basé sur une combinaison
d’éléments incluant le codt, le jugement clinique (avec l'efficacité et la sécurité de la
molécule), le risque de fracture, et d’autres considérations comme la préférence du

patient, I'age et la fonction rénale.
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Suivi de la maladie et thérapeutique

Le suivi de la maladie ostéoporotique comprend une évaluation annuelle
clinique et paraclinique. L’observance au traitement ainsi que la tolérance, sont des
éléments indispensables a évaluer de méme que la survenue de nouvelles fractures
ou de nouveaux facteurs de risque. L'efficacité thérapeutique est objectivée par
mesure de la densité osseuse 2 a 3 ans aprés l'instauration des thérapeutiques et a
chaque fois qu’une modification de traitement est envisagée (40). La réévaluation du
traitement spécifique est réalisée régulierement et la durée de traitement est variable
selon les molécules et les facteurs propres au patient (age, antécédents de fracture,

tolérance et réponse au traitement...).
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1.3 Hémophilie et atteinte osseuse

1.3.1 Epidémiologie

Depuis une vingtaine d’années, a travers plusieurs études, il a été observé
chez de nombreux patients hémophiles une baisse de la densité minérale osseuse

(ostéopénie ou ostéoporose), que ce soit chez I'enfant (43) ou chez 'adulte (44—46).

La prévalence de cette atteinte osseuse est variable d’'une étude a l'autre. Ainsi,
cette diminution de la DMO était retrouvée chez 26,9 % des patients d’'une cohorte
de 104 hémophiles grecs adultes (44). Une étude anglaise retrouvait une prévalence
comparable (30 %) dans leur population adulte (47) alors que Wallny et al. décrivait

une baisse de DMO chez 69 % des patients de leur cohorte (48).

Tableau 6. Principales études sur I'étude de la DMO dans I’'hémophilie

] Nombre Age médian Prévalence | Nombre Prévalence Principal
Etudes Pays de gen DMO basse de DMO basse p . P
. patients . R . Value | site osseux
patients patients témoins témoins
. R 28/104 o Hanche
Anagnostis et al. (2012) (44) Gréce 104 45.87 ans (20-76) (26,9%) 50 10/50 (20 %) 0.09 totale
Wells et al. (2015) (47) UK 37 31 ans (18) (21;/%2) 37 6/37 (16.2%) 0.269 -
34/87 pas de P
Kempton et al. (2015) (45) USA 88 41 ans (32 - 52) (42.5%) témoins =~ Pas de témoins - -
Nair et al. (2007) (49) Inde 50 29.5 ans (20-50) | 25/50 (50%) 50 NR <0.001 Lombaire
Groupe < 50 ans :
L " 35.7ans (20-49) FN:51/111 pas de Byt : .
Linari et al. (2020) (46) Italie 111 Groupe > 50 ans : (45.9%) témoins | PaS de témoins Fémoral
62 ans (51 - 81)
Sossa Melo et al. (2018) (50) | Colombie 90 NR (53/28%) 90 13/90 (14.44%) | <0.01 Fémoral
o . 11/41 .
Ekinci et al. (2019) (51) Turquie 41 26 ans (18 - 56) (26.8%) 40 1/40 (2.5%) <0.001 Fémoral

Une premiére méta-analyse publiée en 2010 par lorio et al. (52), analysant les
données d’ostéodensitométrie chez les patients hémophiles (101 adultes et 111
enfants inclus), a confirmé I'association entre hémophilie sévere et DMO basse, par
rapport a des contrOles appariés sur I'age. Ces résultats ont été renforcés par une
autre méta-analyse publiée par Paschou et al. en 2014, incluant plus de patients
(499 au total) et portant sur 13 études cas-témoins (53). Enfin, une étude

rétrospective a confirmé que les patients hémophiles A et B avaient un risque plus
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élevé de pathologies osseuses (ostéopénie, ostéoporose, mais également de

fractures) par rapport a la population générale (54).

Les patients hémophiles A et B présentent donc une diminution de la densité
osseuse, tant au niveau lombaire que de la hanche, qui semble apparaitre dés
'enfance. De méme, tous les stades de sévérité de la maladie hémophilique

semblent étre a risque (45).

1.3.2 Facteurs de risque d’afteinte osseuse chez ’lhémophile

Bien que l'observation d’'une atteinte osseuse soit fréquente chez les patients
hémophiles, les mécanismes physiopathologiques sous-jacents ne sont pas encore

complétement élucidés.

Cette ostéopathie systémique semble étre d’origine multifactorielle (23) et plusieurs

facteurs de risque cliniques ont été étudiés :

Arthropathie hémophilique et activité physique :

Dans un premier temps, I'’hypothése principale de l'atteinte osseuse des
hémophiles a été I'arthropathie hémophilique et son degré de sévérité entrainant une
sédentarité (48). Cette atteinte articulaire, spécifique du patient hémophile, entraine
une baisse de la capacité fonctionnelle a se déplacer et donc, de l'activité physique
(55). La sédentarité de certains patients pourrait, en outre, étre également expliquée

par crainte des conséquences hémorragiques associées a 'activité physique.

Ainsi, pour certains auteurs, le manque d’effort avec charge durant I'enfance ne
permet pas d’atteindre un pic de masse osseuse suffisant, généralement atteint vers
25 ans (56,57). Les patients partent donc d’emblée avec un déficit de masse

osseuse se prolongeant au cours de I'age adulte.

Cependant, I'argument d’'une baisse d’activit¢ secondaire a [l'arthropathie est
discutable depuis la mise sous prophylaxie systématique des hémophiles sévéres
depuis de nombreuses années. En effet, une étude a mis en évidence le bénéfice de
la mise en place d’'une prophylaxie précoce et au long cours sur la densité osseuse
dans une cohorte d’hémophiles séveres (58). Ces derniers présentaient une DMO a
différents sites similaire a celle d’hémophiles mineurs et il n'y avait pas de corrélation

significative entre I'activité physique des patients et la densité minérale osseuse.
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Comorbidités infectieuses :

D’autres facteurs sont également incriminés dans la population hémophilique
comme les infections chroniques au VIH ou au VHC ainsi que leurs traitements
respectifs (47,59). Ces infections chroniques, particuliérement présentes chez ces
patients, sont associées a un risque indépendant de baisse de la DMO dans ces
deux études et pourraient expliquer, au moins en partie, ces anomalies de la densité

osseuse chez le patient hémophile.

Carence vitaminique :

De plus, il a été montré que les patients hémophiles, comme une bonne partie
de la population générale, présentaient un taux important de carence en vitamine D.
Dans une étude (44), la concentration en 25-OH-vitamine D étaient un facteur
prédictif indépendant de baisse de la DMO chez des patients hémophiles A et B.
Cependant, cela n’explique pas la difféerence de prévalence entre les patients

hémophiles et le reste de la population.

Masse corporelle

Enfin, un faible indice de masse corporelle (IMC) était associé a une masse

osseuse plus faible chez ’'hémophile pour certains auteurs (47).

Ces différents facteurs de risque sont synthétisés dans le schéma suivant (Figure 8) :

Figure 8. Pathogénie de I'atteinte osseuse chez I'hémophile, tiré de Anagnostis et al (23)
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1.3.3 Hypotheses physiopathologiques

Indépendamment des facteurs de risque cliniques décrits, des études
fondamentales évoquent d’autres potentiels mécanismes de l'atteinte osseuse chez

I’lhémophile :

Facteurs de croissance hématopoiétiques :

Gurevitch et al. (60) évoque une autre hypothése expliquant I'atteinte osseuse
des patients hémophiles. Selon ces auteurs, lors d’accidents hémorragiques ou de
saignements a bas bruit, les pertes de sang accompagnant ces épisodes
favoriseraient l'augmentation de production de facteurs de croissance
hématopoiétiques. Cette augmentation entrainerait une prolifération de précurseurs
hématopoiétiques avec notamment des précurseurs ostéoclastiques, induisant alors

une ostéorésorption accrue.

Inflammation et remodelage osseux :

Par ailleurs, d’'un point de vue cellulaire, le tissu osseux des hémophiles serait
le lieu d’'un remodelage osseux important avec une augmentation de la résorption
osseuse (61). Cette augmentation de l'ostéoclastogenése serait médiée par le réle
pivot d’'un réseau de cytokines pro-inflammatoires et de facteurs d’activation des
ostéoclastes, notamment I'axe RANKL/OPG (59,62). En effet, chez I’'hémophile
sévere, malgré une prophylaxie optimale, il persisterait des micro-saignements
articulaires pouvant induire une réponse inflammatoire avec relargage de cytokines
pro-inflammatoires (19). Cet environnement inflammatoire pourrait étre associé a une
baisse de DMO par remodelage osseux. Ainsi, une étude publiée en 2017 (63) a
montré une augmentation des marqueurs d’inflammation aigué (dont la CRP
ultrasensible) chez des patients hémophiles avec divers degrés d’arthropathie
hémophilique comparés a des sujets sains. Ces patients présentaient également en
paralléle une augmentation des marqueurs de résorption osseuse (CTX-1). Bien que
la plupart de ces patients présentaient une arthropathie hémophilique, il n’y avait de

pas corrélation entre le statut articulaire clinique et les biomarqueurs.

Concernant les mécanismes de remodelage osseux, difféerents marqueurs ont été
étudiés spécifiquement chez les patients hémophiles comme le TRACP (59), les
PALOS (64), la triade RANK/RANKL/OPG (65) le CTX (66) ou la sclérostine (65).

Cependant, les résultats sur ces biomarqueurs different selon les études:
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augmentation de la résorption osseuse avec (62) ou sans (59) compensation de
I'activité ostéoblastique, diminution de I'ostéoformation (67) ou bien un effet combiné
(68) avec augmentation de I'ostéorésorption médiée par les ostéoclastes associée a

une diminution de I'ostéoformation.

Facteur VI :

Récemment, sur le plan moléculaire, l'intéraction du FVIII avec différents
tissus a permis de suggérer d’autres roles que celui de son intervention dans la
coagulation (69). Parmi ces fonctions, des données ont émergé quant a son
implication dans le remodelage osseux a travers des études fondamentales sur des
cultures cellulaires ou sur des modeéles animaux. Ces expériences preliminaires sur
la souris suggérent qu’'une augmentation de la résorption osseuse responsable de la
diminution de DMO dans I'hémophilie serait due a un effet direct du déficit en
facteur VIl ou Xl de la coagulation (34,70,71). En effet, 'étude nantaise de
Baud’huin et al. publiée en 2009 a montré qu'in vitro, le complexe FVIII/VWF inhibait
I'ostéoclastogenése de maniére directe (en se fixant a RANKL) et indirecte (en
renforgant I'activité de 'OPG). De plus, une autre étude publiée en 2012 (72) a
prouvé qu’'un déficit en facteur VIII chez la souris menait a une baisse de la DMO
indépendamment des hémarthroses, de l'activité physique et des comorbidités.
Enfin, Recht et al. (70) ont montré, chez des souris déficitaires en facteur VIII, une
atteinte osseuse due a une augmentation de la résorption osseuse. Dans cette
étude, des cytokines de l'inflammation également impliquées dans le métabolisme
osseux (IL-1a et IFN-B) étaient diminuées. Ces résultats sous-tendent I'hypothése
que [latteinte osseuse pourrait étre médiée par un effet immunologique
(inflammatoire). L’effet sur le tissu osseux d'un déficit séveére en FVIII expliquerait
également le bénéfice apporté par la prophylaxie des hémophiles séveres sur leur
DMO dans I'étude de Khawaiji et al. (58).

Facteur IX :

Il'y a peu de données concernant ’hnémophilie B, la plupart des études ne
différenciant pas le type d’hémophilie (44,47). Néanmoins, une étude expérimentale
sur souris présentant un déficit en facteur IX a mis en évidence un profil
ostéoporotique chez ces souris comparé a des souris non déficitaires (71). Chez
’lhomme, une seule étude cas — témoins intéressant des hémophiles B sévéres a été
publiée a notre connaissance (73). Elle montre une différence significative entre les

patients et les contréles sur les scores de DMO.
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Concernant les différences de phénotype osseux entre hémophilies A et B, une
étude de Linari et al. (46) publiée en 2020 a montré qu'une DMO basse au col du
fémur était significativement plus fréquente chez les hémophiles A que chez les B
dans la cohorte des patients de moins de 50 ans. Cette différence n’était pas
retrouvée chez les patients de plus de 50 ans. Cet essai a également démontré que
les hémophiles A avaient des marqueurs de résorption osseuse plus élevés que les
hémophiles B. Ces données confortent celles de Recht et al. (74) qui retrouvaient
également une augmentation de la résorption osseuse (mesuré par CTX-1) chez des

patients hémophiles A en comparaison aux hémophiles B.

Ainsi, la physiopathologie de I'impact du FVIII et du FIX sur le remodelage osseux

n’est que partiellement éclaircie.

La thrombine :

Dans I’hémophilie, le déficit en FVIII ou FIX engendre un défaut de génération
de la thrombine. Des auteurs se sont donc intéressés au réle de la thrombine sur
I'os, mais les résultats sont contradictoires (75,76). Li et al. (75) rapporte un effet de
la thrombine sur l'ostéoformation alors qu'une étude plus récente a montré une
augmentation de la DMO chez des souris déficitaires du récepteur de la thrombine
(76). Toutefois, on ne retrouve aucune information quant au(x) récepteur(s) en

cause.

Selon l'article de synthése de Rodriguez et al. (61), bien que l'atteinte osseuse
soit multifactorielle, les mécanismes sous-jacents semblent donc étre de deux sortes

principalement :

- L'effet du complexe FVIII/VWF sur le remodelage osseux semble clair a travers
'axe RANKL/OPG. Le réle de la thrombine reste incertain.

- Un effet indirect d0 a un changement dans les profils cytokiniques (réle de

'inflammation consécutive a des micro-hémorragies articulaires).

1.3.4 Prise en charge de la santé osseuse chez I’hémophilie

D’un point de vue clinique, Anagnostis et al. (77) préconise le dépistage

précoce (vers 50 ans pour la premiere évaluation) d’'une atteinte osseuse chez le

42



patient hémophile par mesure de la DMO par DXA. Cette mesure de DMO
permettrait une prise en charge précoce et adaptée a chaque patient en fonction de

son risque fracturaire.

Bien évidemment, il faut s’assurer, comme dans la population générale, que les
apports en calcium sont suffisants et prescrire une supplémentation en vitamine D si

une carence est retrouvée.

Par ailleurs, chez les hémophiles sévéres, une prophylaxie par concentré de facteurs
de la coagulation (facteur VIII ou IX selon ’'hémophilie) au long cours a pu démontrer
son efficacité dans la prévention de la perte osseuse et des atteintes articulaires
(58).

Enfin, chez les patients hémophiles a haut risque fracturaire, des traitements plus
efficaces, comme les biphosphonates, peuvent étre utilisés pour améliorer la densité

minérale osseuse (78).
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1.4 Hémophilie : différenciation monocytaire et inflammation

Outre son réle certain dans I’hémostase et possible dans le remodelage
osseux, le FVIII semble impliqué dans d’autres fonctions biologiques comme

'angiogenése, ’hématopoiése et la polarisation monocytaire/macrophagique (69).

1.4.1 Rdéle du facteur VIII dans la différenciation monocytaire -

généralités sur les monocytes

De rares travaux suggérent un lien entre le FVIIl et la fonctionnalité des
monocytes/macrophages. En effet, Knowles et al. (79) ont récemment démontré que
la différenciation des macrophages et des monocytes était dérégulée chez les
patients hémophiles A, en mettant notamment en évidence une dysfonction des
macrophages en réponse au M-CSF. Ces auteurs ont également révélé, par
comparaison a des donneurs sains, une baisse d’expression des marqueurs
caractérisant les macrophages anti-inflammatoires (appelés macrophages M2) a la
surface des monocytes des patients hémophiles, notamment les antigénes de
différentiation CD163 et Tie2. De plus, ces résultats ont été précédés par une étude
sur modele murin de 2014 montrant également une altération de la polarisation
monocytaire et macrophagique chez des souris déficitaires en FVIII apres induction

d’'une hémarthrose (80).

Les monocytes jouent un réle important dans I'inflammation, notamment apres
une lésion vasculaire. Ces cellules sanguines, issues de la moelle osseuse, gagnent
les tissus ou ils se différencient en macrophages dans une trajectoire
unidirectionnelle (les macrophages ne regagnent jamais la circulation sanguine).
Dans les tissus, les macrophages peuvent se différencier en cellules pro-
inflammatoires (macrophages M1), sous l'action de cytokines pro-inflammatoires
comme l'Interféron-y et le TNF-a, ou en macrophages anti-inflammatoires (M2) sous
'influence de cytokines anti-inflammatoires comme les interleukines IL-4 et IL-13
(81). Les macrophages M1 jouent un rdle dans linflammation (élimination de
pathogénes, présentation d’antigénes et modulation de la réponse lymphocytaire) en
sécrétant notamment des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-q,

I'interleukine IL-6 ou encore I'lL-1B3. Ces macrophages inflammatoires interviennent
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également indirectement, par les cytokines sécrétées, dans le remodelage osseux en
favorisant la résorption osseuse par les ostéoclastes (avec augmentation de leur
différenciation et de leur activation). D’autre part, les macrophages M2 jouent un role
dans la réparation tissulaire et la résolution de I'inflammation, mais également dans
’homéostasie osseuse en inhibant indirectement |'ostéoclastogenése, via les
cytokines IL-10 et TGF-B (Figure 9).

Figure 9. Polarisation des macrophages sous l’effet de cytokines et influence sur le tissu
osseux (figure issue de Gu et al.(81))

De plus, les monocytes sanguins sont impliqués dans le métabolisme osseux
comme précurseurs des ostéoclastes sous [linfluence d’'un environnement
cytokinique favorable (RANKL/M-CSF) (33). Les ostéoclastes sont donc issus de la
lignée myélo-monocytaire, dont une partie, directement du pool de monocytes

circulants (Figure 10).

Figure 10. Différenciation ostéoclastique
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Selon la nomenclature de 2010 (82), les monocytes humains sanguins sont
une population hétérogéne pouvant étre divisée en 3 sous-types en fonction de
'expression des marqueurs de surface CD14 et CD16. Le sous-type principal
comprend les monocytes classiques CD14++CD16-, tandis que les monocytes
exprimant CD16 se distinguent entre monocytes intermédiaires (CD14++CD16+) et

monocytes non classiques (CD14+/-CD16++).

Ces populations monocytaires semblent douées de fonctions différentes. Ainsi, le
sous-type des monocytes intermédiaires aurait le potentiel inflammatoire le plus
important et serait associé a des pathologies inflammatoires chroniques comme

I'athérosclérose (83).

1.4.2 Implication du facteur VIl dans l'inflammation

Comme mentionné auparavant, plusieurs travaux indiquent donc que les
sujets hémophiles posséderaient des monocytes sanguins présentant des
caractéristiques anti-inflammatoires atténuées et seraient éventuellement atteints
d’'une inflammation chronique modérée (79,80). Ceci est soutenu, dans I'étude de
Knowles et al. (79), par la mise évidence de taux de leptine et de CRP augmentés
chez les hémophiles. De méme, cette étude de 2017 (63), déja mentionnée, révélait
une augmentation de la CRP ultrasensible chez des patients hémophiles avec
arthropathie hémophilique. De plus, il n’était pas retrouvé de corrélation entre la
sévérité de I'arthropathie et le syndrome inflammatoire biologique. L’hypothése d’'un
état pro-inflammatoire chez le patient hémophile est également soutenue par les
travaux de Jardim et al. portant sur des enfants hémophiles A naifs de tout traitement
par FAH (84). Cette étude a montré une augmentation significative des taux de
CXCLS8, IL-6, IL-2, IL-10 et IL-17a chez les patients versus des garcons sains de
méme age. Enfin, une relation entre des taux élevés de CRP et une baisse de la
DMO a été retrouvée dans une cohorte de patients hémophiles. Les auteurs de ce
travail évoquent lI'inflammation comme principal facteur de la perte osseuse chez ces
malades (50).

Il semble donc que le systéme de coagulation (et particulierement le FVIII) joue un
réle dans la polarisation monocytaire/macrophagique et I'inflammation, étroitement

liees au remodelage osseux (81). Outre un réle propre, le FVIII pourrait également

46



avoir un impact sur le tissu osseux indirectement par la génération de FXa et de
thrombine. En effet, une étude de 2020 a montré que la thrombine par la fixation au
récepteur PAR-1 induit une différenciation macrophagique vers un phénotype pro-
inflammatoire M1, avec sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (85). De méme, le
réle du FXa via son récepteur PAR-2 sur la polarisation en M1 macrophages et

'inflammation a été mis évidence dans une autre étude (86).

1.4.3 Polyarthrite rhumatoide : modele physiopathologique pour

I’hémophilie

Des processus biologiques similaires a I’hémophilie sont observés chez les
patients atteints de polyarthrite rhumatoide (PR). Cette maladie auto-immune est une
pathologie rhumatologique inflammatoire associée a une destruction des articulations
ainsi qu’a une ostéopénie, dans laquelle le réle de l'inflammation via sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires et des cellules immunitaires a été clairement établi (87).
Plusieurs études mettent en avant le réle des monocytes/macrophages dans le
meétabolisme osseux, la résorption osseuse et la physiopathologie de la PR
(81,87,88). En effet, Fukui et al (88) décrivent un déséquilibre entre les monocytes
M1 et M2 chez des patients présentant une polyarthrite rhumatoide. Cette inversion
du profil monocytaire en faveur de monocytes aux caractéristiques inflammatoires
est un facteur favorisant I'ostéoclastogenése (ratio M1/M2 directement proportionnel
au nombre d’ostéoclastes). De plus, ce travaill montre que ces monocytes

inflammatoires sécrétent plus de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 essentiellement).

De méme, I'étude des marqueurs de la résorption osseuse montre des similarités
entre la PR (89) et 'hnémophilie (62) notamment sur 'axe RANKL/OPG. Concernant
les marqueurs de I'inflammation, Toenges et al. (90) ont montré un profil similaire de
biomarqueurs (notamment CRP, leptine, IL-10 et IL-12) entre des patients

hémophiles, avec et sans arthropathie, et des patients avec une PR.

Il existe donc un paralléle entre ces deux pathologies (hémophilie et PR), qui
associent des processus biologiques communs incluant une inflammation chronique,
une anomalie du remodelage osseux et une modification de la différenciation de la

lignée monocyte/macrophage.
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1.4.4 Mo-MDSC : cellules immunorégulatrices impliquées dans le

métabolisme osseux

Pour finir, nous abordons également un groupe cellulaire impliqué dans des
mécanismes inflammatoires, il s’agit des Myeloid-Derived Suppressive Cells
(MDSC). Ces cellules d’origine myéloide sont dotées de fonctions suppressives et
sont impliquées dans des processus tumoraux principalement. Une partie de cette
population est issue de la lignée granuleuse (MDSC granuleuses) tandis que l'autre
partie est d’origine monocytaire (MDSC monocytaires ou Mo-MDSC). Ces derniéres
cellules sont générées dans la moélle osseuse ou mobilisées a partir de monocytes
stockés dans la rate. Elles ont la capacité d’acquérir un phénotype pro-inflammatoire
au sein du microenvironnement tumoral, mais également de se différencier en

macrophages (91).

Ce groupe cellulaire a été étudié dans la PR et serait impliqué dans la
physiopathologie de la maladie (92). Les MDSC seraient ainsi augmentés dans cette
pathologie et joueraient un réle d’'immunorégulateur sur les lymphocytes T CD4 et
Th17 avec des fonctions anti- et pro-inflammatoires. De plus, chez des patients avec
PR, ces cellules (principalement les Mo-MDSC) auraient la capacité de se
différencier en ostéoclastes et d’influencer les lymphocytes Th17 vers un phénotype
favorisant I'ostéoclastogenése médiée par RANKL (93). Ce travail a été complété par
une étude sur souris révélant qu'une déplétion en Mo-MDSC amoindrissait la
résorption osseuse et la sévérité de l'arthrite alors qu’un transfert de ces cellules a

I'animal aggravait la maladie par augmentation des ostéoclastes (93).

A notre connaissance, aucune étude sur les MDSC monocytaires n’a été réalisée
dans 'hémophilie. Il nous a paru intéressant d’évaluer cette derniére population

cellulaire dans notre travail.
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2 Objectifs

Il existe un lien probable entre déficit en facteur de la coagulation et atteinte
osseuse précoce (avec altération du métabolisme osseux) chez les patients
hémophiles. Les mécanismes physiopathologiques restent incertains, mais certains
travaux suggeérent que des acteurs cellulaires sanguins (monocytes) et moléculaires

(cytokines inflammatoires) seraient impliqués.

Une analogie est décrite entre I’'hnémophilie et la polyarthrite rhumatoide, qui est une
pathologie inflammatoire avec atteinte articulaire associée a une baisse de la DMO
survenant via le relargage de cytokines pro-inflammatoires (87) et I'implication des
monocytes/macrophages (81). En nous basant sur ce modeéle, les variations des taux
de protéines inflammatoires et des populations immunitaires (monocytes sanguins et
Mo-MDSC) ont été étudiées chez les patients hémophiles, afin d’évaluer leur

implication potentielle dans les anomalies osseuses que présentent ces patients.

Le but de notre étude était donc d’étudier le statut osseux de patients
hémophiles adultes suivis au CRC-MHC du CHU de Nantes, de définir les
facteurs de risque de baisse de densité osseuse, ainsi que de caractériser leur
phénotype monocytaire et d’évaluer les marqueurs plasmatiques

potentiellement impliqués dans le métabolisme osseux.

Objectifs principaux :

- estimer la prévalence de l'atteinte osseuse (ostéopénie, ostéoporose) précoce
des patients hémophiles et d’évaluer la différence de phénotype osseux selon
le type et la sévérité de la maladie

- évaluer les caractéristiques des populations monocytaires et le profil
inflammatoire des patients hémophiles en comparaison a des témoins sains

(réle de I'inmpact d’'un déficit de la coagulation sur I'inflammation).
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Critéres d’évaluation principaux :

- une évaluation du phénotype osseux par mesure de la densité minérale
osseuse (DMO) par ostéodensitométrie (DXA)

- une analyse par cytométrie en flux (CMF) des populations monocytaires

- une évaluation du profil inflammatoire par dosage des protéines de

I'inflammation.

Objectifs secondaires :

- évaluer la corrélation entre les criteres de jugements principaux
(DMO/monocytes/protéines  inflammation) afin  d’expliquer un lien
physiopathologique entre hémophilie et atteinte osseuse

- étudier lI'impact des facteurs de risques cliniques connus d’atteinte osseuse
sur le phénotype osseux (DMO) des patients hémophiles

- évaluer les mécanismes du remodelage osseux (ostéoformation et résorption

osseuse) chez le patient hémophile.

Critéres de jugement secondaires :

- le recueil des facteurs de risques cliniques d’atteinte osseuse du patient
hémophile (dont une estimation de I'activité physique par auto-questionnaire)
- une analyse des biomarqueurs biochimiques du métabolisme osseux

- une étude complémentaire par CMF des Mo-MDSC.
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3 Matériel et méthodes

3.1 Design de I'étude

Cette étude est monocentrique, prospective, non interventionnelle, a visée
épidémiologique et physiopathologique. Les données de biochimie et d'immunologie
ainsi que de cytométrie en flux ont été comparées entre hémophiles et témoins
sains.

La période de recrutement s’étalait de décembre 2019 a octobre 2020. Le
recrutement des patients a été réalisé lors des consultations systématiques de suivi

des patients hémophiles au CHU de Nantes. Il n’y avait pas de période de suivi.

Les prélévements de ce projet de recherche ont été effectués dans le cadre
d’'une biocollection existante dans un programme de recherche du CHU de Nantes,

intitulé : « Hémopathies Malignes et non Malignes et pathologies de 'Hémostase ».

3.2 Population de patients hémophiles et témoins

Patients hémophiles :

Critéres d’inclusion :

- majeurs de sexe masculin suivis au CRC-MHC du CHU de Nantes

- présentant un diagnostic d’hémophilie A ou B, de classification sévére, modérée ou
mineure selon les criteres de I'ISTH, sans ou avec une prophylaxie, et sans inhibiteur
actif

- bénéficiant d’'un systéme de sécurité sociale

- ayant produits une non-opposition orale aprés information et fournis un consentement

écrit (Annexe 3 : Fiche biocollection).

Critéres d’exclusion :

- patients mineurs (< 18 ans), sous tutelle ou sous curatelle
- patients hémophiles connus avec inhibiteur actif (anti-FVIIl ou anti-FIX)

- patients hémophiles traités par Emicizumab
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- antécédents d'ostéoporose connue +/- traitée (par biphosphonates ou autres
traitements spécifiques de 'ostéoporose)
- principales causes d’ostéoporose secondaire (criteres HAS 2006 (38)) :

e corticothérapie systémique en cours (= 3 mois consécutifs, a une posologie =
7,5 mg/j d’équivalent prednisone)

e autre traitement ou affection responsable d'ostéoporose : hypogonadisme
prolongé (dont [I'androgénoprivation chirurgicale [orchidectomie] ou
médicamenteuse [hormonothérapie dans le traitement du cancer de la
prostate], hyperthyroidie  évolutive non traitée, hypercorticisme,
hyperparathyroidie primitive.

Témoins :

Dix témoins de sexe masculin et d’age similaire ont été recrutés pour cette
étude. Ces derniers ne présentaient pas de symptomatologie hémorragique ni de
pathologie osseuse ou inflammatoire systémique connue. La prise de traitement
interférant avec le métabolisme osseux (notamment une corticothérapie au long
cours) a également été vérifiee. Enfin, I'indice de masse corporelle (IMC) a été
calculé pour chacun d’eux (IMC = Poids(kg)/Taille(m)?). Leurs prélévements ont
permis d’établir les normes du laboratoire pour la CMF ainsi que pour I'analyse des

dosages des protéines spécialisées de I'inflammation et du métabolisme osseux.

3.3 Recueil de données

Les données cliniques ont été recueillies au cours de la consultation au CRC-
MHC du CHU de Nantes, ainsi que dans les carnets de suivi de la pathologie
hémorragique, la base de soin NHEMO, les dossiers papier et informatisés des

patients recrutés.

Le recueil des données de chaque personne se prétant a la recherche a été
réalisé par I'intermédiaire d’'un tableur Excel dédié a la recherche respectant la loi «
informatique et libertés ». Toutes les données ont été anonymisées par

I'intermédiaire d’'un codage.

Par ailleurs, cette étude a été approuvée par le groupe nantais d’éthique dans
le domaine de la santé (GNEDS). Tous les participants ont regu une information

orale et signé un consentement (Annexes 2 a 4).
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3.3.1 Données cliniques

Les différentes données concernant les caractéristiques cliniques générales des

patients recueillies ont été :

- &ge du patient

- Index de Masse Corporelle (IMC) (IMC = Poids(kg)/Taille(m)?)

- type d’hémophilie (hémophilie A ou B)

- sévérité de la maladie (mineure/modérée/mineure)

- modalité de traitement par FAH (prophylaxie/a la demande)

- antécédent d’allo-anticorps inhibiteurs

- présence dinfections virales chroniques (VHC et VIH) ainsi que les traitements
antiviraux en cours ou passes

- arthropathie des membres inférieurs (basé sur I'histoire de la maladie du patient
[articulation cible, antécédents chirurgicaux de synovectomie ou de remplacement
prothétique] et sur 'examen clinique)

- nombre d’articulations totales atteintes par arthropathie

- arthroplasties des membres inférieurs (prothése totale de genou ou de hanche)

- antécédents de fractures (traumatiques, de fragilité, asymptomatiques)

- apports quotidiens en calcium (en mg/jour) basés sur un questionnaire recommandé
par le GRIO (95)

- statut alcoolo-tabagique (tabagisme ancien ou sevré/consommation excessive
d’alcool représentée par plus de 2 verres d’alcool par jour)

- score d’activité physique par questionnaire HAL (Haemophilia Activities List).

Cet auto-questionnaire Haemophilia Activities List (HAL) a été validé chez les
patients hémophiles (96). Cet instrument, facile d’utilisation, permet de mesurer le
degré de difficultés dans les actes simples de la vie quotidienne (fonction des bras,
fonctions des jambes, soins personnels, tdches ménagéres) ainsi que dans les
sports et loisirs. Ces éléments sont cotés sur une échelle numérique aprés recodage
des réponses données par le patient. Plus la valeur est faible et plus le patient est
autonome dans ses activités quotidiennes. Le score total HAL varie de 42

(autonomie parfaite) a 252 (grabataire) (Annexe 5).
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3.3.2 Données d’ostéodensitométrie (DXA)

Les examens ont été réalisés par le service de Rhumatologie du CHU de
Nantes sur un seul appareil (LunarProdigy Advance, PA 41532, GE Healthcare

Lunar) par le méme opérateur expérimenté.

Les sites évalués ont été le rachis lombaire LS (4 premiéres vertebres lombaires) et

les extrémités supérieures des fémurs (cols fémoraux FN et hanche totale TH).

Les résultats recueillis pour chaque site (LS/FN/TH) étaient la densité minérale
osseuse (DMO) mesurée en gramme de minéraux par centimétre carré scanné
(g/lcm?), le T-score (pour les hommes de 50 ans et plus) et le Z-score (hommes de

moins de 50 ans).

L’interprétation des résultats et le classement des malades ont été validés par
un médecin expert en pathologies osseuses, en se basant sur les recommandations
internationales citées dans lintroduction (Tableaux 2 et 4). Pour rappel, chez
’homme de 50 ans et plus, 'ostéopénie est définie par un T-score entre -1 et -2,5
alors que l'ostéoporose est définie par un T-score < -2,5. Pour les hommes de moins
de 50 ans, I'ostéopénie correspond a un Z-score <-2 et une DMO normale basse

pour un Z-score entre -1 et -2.

L’ostéodensitométrie a été complétée par des radiographies standards du

rachis afin de dépister des fractures vertébrales asymptomatiques.

3.3.3 Données de cytométrie en flux (CMF)

Les monocytes circulants du sang total, ainsi que les Mo-MDSC, ont été
analysés en cytométrie en flux avec un instrument NAVIOS (Beckman Coulter,
Miami, FL). Les données ont été analysées par le logiciel KALUZA® (Beckman
Coulter). Pour chaque panel (voir ci-dessous), 200 uL de sang total recueillis sur
EDTA ont été ajoutés au mélange d’anticorps adéquat. Aprés une incubation de 20
minutes a 4°C et a I'abri de la lumiere, les globules rouges ont été lysés par I'addition
de 3mL de Versalyse® (BeckmanCoulter) pendant 20 minutes a température
ambiante et a I'abri de la lumiére. L’acquisition des échantillons a ensuite été réalisée

au cytomeétre puis les listmodes ont été analysés avec le logiciel Kaluza®-
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- Evaluation des populations monocytaires

Pour cette analyse, un panel d’anticorps marqués a été utilisé associant les
anticorps contre CD14 (APC AF700 — Beckman Coulter), CD16 (APC AF750 —
Beckman Coulter), CD45 (KrO — Beckman Coulter), CD68 (AF647 — BD Biosciences,
San Jose, CA), CCR2 (FITC — Biolegend, San Diego, CA), CX3CR1 (BV421 - BD
Biosciences), CD163 (PerCP CY 5.5 — BD Biosciences), CD206 (PC7 — Beckman
Coulter) et CD115 (PE — Biolegend).

Les populations monocytaires ont été définies par les immunophénotypes
CD14++CD16- (monocytes classiques), CD14++CD16+ (monocytes intermédiaires)
et CD14+CD16++ (monocytes non classiques) comme décrits dans la nomenclature
de 2010 (82).

Selon Fukui et al. (88), les marqueurs pro-inflammatoires choisis étaient CD68
et CCR2 (en plus de CD16+), et les marqueurs anti-inflammatoires étaient CX3CR1
et CD163, ainsi que le CD206. Ainsi, la population de monocytes pro-inflammatoire

(MPI) était définie par I'expression a sa surface des marqueurs CD68 et CCR2.

Les résultats de CMF étaient exprimés en pourcentage (%) des monocytes
totaux pour les différentes populations monocytaires (classiques, intermédiaires, non
classiques) et en pourcentage des leucocytes totaux pour les monocytes pro-
inflammatoires. Concernant les différents marqueurs de différenciation a la surface
des monocytes, les résultats étaient intégrés en pourcentage des leucocytes totaux
et en ratio de moyenne de fluorescence (MFI): MFI des monocytes exprimant le
marqueur sur la MFI de cellules n’exprimant pas le marqueur et servant de contréle
(polynucléaires neutrophiles pour tous les marqueurs excepté le CD68 ou les

lymphocytes ont été choisis).

- Evaluation des Myeloid-Derived Suppressor Cells monocytaires

Un panel d’anticorps (kit Duraclone de Beckman Coulter) a été utilisé pour
cette analyse, comprenant les marqueurs suivants : CD15 (FITC), CD14 (PE), CD33
(PC5), CD34 (PC7), CD11b (APC), DR (APC750), CD16 (PB), CD45 (KrO).

95



La population de Mo-MDSC était identifiée par I'immunophénotype
CD14+/CD33+/CD11b+/DR- selon les recommandations (91). Le pourcentage (%)

de ces cellules sur les leucocytes totaux a été recueilli.

En parallele de la cytométrie en flux, une numération formule sanguine (NFS)
a été realisée pour chaque patient et chaque témoin. Les paramétres suivants ont
été recueillis : nombre de leucocytes en G/L, taux d’hémoglobine en g/dL, taux de
plaquettes en G/L et taux de monocytes en G/L. La NFS a été analysée sur la chaine

Sysmex XN (Sysmex France, Villepinte).

3.3.4 Données des examens biologiques

- Bilans de biochimie et hormonologie

Pour chaque patient et témoin, il a été réalisé un bilan sanguin complet basé
sur les pratiques courantes dans le cadre du bilan initial des ostéopathies

fragilisantes (40).

Les dosages du versant « biochimie générale » comprenaient :

- un bilan phosphocalcique (calcémie ionisée, phosphorémie et magnésémie)

- la CRP (C-Reactive Protein)

- I'évaluation de la fonction rénale (créatinine plasmatique avec estimation du débit de
filtration glomérulaire par méthode CKD-Epi)

- un bilan hépatique complet (transaminases, phosphatases alcalines, gamma-GT,

bilirubines totale et directe).

Les analyses ont été réalisées sur les analyseurs Cobas C8000 (Roche Diagnostics
France, Meylan) sauf la calcémie ionisée qui était effectuée sur les ABL90 ou 800

FLEX (Radiometer France, Neuilly-Plaisance).

Sur le plan « hormonologie », les analyses suivantes ont été réalisées :

- les phosphatases alcalines osseuses (PALOS)
- la TSH (Thyroid Stimulating Hormon)

- la parathormone (PTH)

- la 25-OH-vitamine D
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- la testostérone totale.

La TSH et la PTH ont été dosées par électrochimiluminescence (ECLIA) sur
I'automate Cobas C8000 (Roche Diagnostics France, Meylan). La vitamine D et les
PALOS ont été mesurées par immunoluminométrie sur 'automate Liaison XL
(Diasorin France, Antony). La testostérone totale a été dosée par méthode
chromatographique (LC-MS/MS) sur le spectrométre de masse Xevo TQ-XS
(Waters, Milford, MA).

En se basant sur les recommandations du GRIO (Groupe de recherche et
d’information sur les ostéoporoses) (97), la carence en vitamine D était définie par
une concentration en 25-OH-vitamine D inférieure a 10 ng/mL, tandis que
'insuffisance en vitamine D était retenue pour une concentration comprise entre 10
et 30 ng/mL. Les taux égaux et supérieurs a 30 ng/mL conféraient un statut normal

en vitamine D.

- Mesure des parameétres immunologiques et biomarqueurs osseux

Des immunodosages par analyse multiplex des marqueurs de l'inflammation
et du remodelage osseux ont été réalisés. Afin de déterminer la concentration des
analytes dans les échantillons de sérum des patients et des témoins, I'analyse a été
effectuée selon les recommandations du fournisseur, sur Luminex Magpix-based
assay (Milliplex multiplex assay, Merck Millipore, St Quentin-en-Yvelines, France).
Les mesures étaient exprimées en pg/mL. Les valeurs retrouvées en dessous du

seuil de détection (données fournisseur) étaient définies comme 0 pg/mL.

Les molécules étudiées en analyse multiplex ont été : InterLeukine-1a (IL-1a), IL-1b,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 et IL-13, M-CSF, IFN-y, TNF-a, leptine, sclérostine, Dkk-1,
FGF-23, OPG, RANKL, TRACP-5b, TGFB1,TGFB2 et TGFB3.

- Evaluation du profil inflammation par mesure des cytokines de I'inflammation

Concernant les cytokines impliquées dans linflammation, les principales
molécules pro-inflammatoires retenues étaient I'lL-1, IL-6, 'IFN-y, TNF-q, la CRP et
la leptine. A contrario, les cytokines anti-inflammatoires retenues étaient les
interleukines IL-4, IL-10, IL-12 et IL-13, ainsi que les TGF.
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- Biomarqueurs impliqués dans le métabolisme osseux

De fait de contraintes pré-analytiques (jeline et horaire de prélévement), il a
été choisi des analyses avec des marqueurs stables dans le temps et ne nécessitant
pas d’étre a jeun. Ainsi, les marqueurs CTX-1 et NTX-1, habituellement utilisés en

pratique clinique en Rhumatologie, n’ont pas pu étre dosés.

Le marqueur utilisé pour évaluer I'ostéoformation était les phosphatases alcalines
osseuses (PALOS) alors que la résorption osseuse était le reflet du dosage de
TRACP-5b.

Les principaux marqueurs de régulation de 'activité ostéoclastique étaient le RANKL,
'OPG, le M-CSF, le TNF-a ainsi que I'lL-1 et I'lL-6.

Le Dkk-1 et la sclérostine étaient les inhibiteurs de I'activité ostéoblastique retenus

pour cette étude (65).

La PTH et le FGF-23 étaient les facteurs étudiés dans la régulation du métabolisme

phosphocalcique.

3.4 Analyses statistiques

Toutes les variables ont été décrites globalement et par sous-groupes a l'aide
des effectifs et pourcentage (n (%)) de chaque modalité pour les variables
qualitatives et de la médiane et du 1°" et 3°™ quartile (médiane [Q1 — Q3]), pour les

variables quantitatives.

Des analyses bivariées entre les patients hémophiles ou les témoins, puis
entre les patients ayant une DMO basse ou non, et les différents marqueurs
biologiques ont été réalisées.

Pour ces analyses, des tests non paramétriques de Mann-Whitney Wilcoxon
ou de Kruskal-Wallis ont été réalisés pour les variables quantitatives, et des tests de
Chi 2 ou de Fisher (en fonction des effectifs) ont été réalisés pour les variables

qualitatives.
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Pour toutes les analyses statistiques, un p<0.05 a été considéré comme
statistiquement significatif et les valeurs de p entre 0.05 et 0.1 étaient considérés

comme une tendance.

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel R version 3.6.0 (R

Foundation for Statistical Computing).
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4 Résultats

4.1 Sélection des patients

De décembre 2019 a octobre 2020, 71 patients étaient éligibles a cette étude
(Figure 11). Parmi eux, 3 patients ont été exclus de I'analyse dont 2 en raison d’une
ostéoporose connue et traitée : 'un a été traité par tériparatide et était sous
biphosphonate au moment de I'étude, il bénéficiait également d’une corticothérapie
au long cours; lautre patient a recu de 2010 a 2018 un traitement par
biphosphonate. Le dernier patient exclu de ce travail était traité par Emicizumab et
était polyhandicapé avec une impotence fonctionnelle majeure ne pouvant permettre
la réalisation d’'une ostéodensitométrie. Soixante-huit patients hémophiles adultes
ont donc été inclus au cours de leur consultation de suivi au CHU de Nantes (étude
cas — témoins). Parmi les malades inclus, 6 ne se sont pas présentés pour la
réalisation de la DXA (3 hémophiles A sévéres, 2 hémophiles B modérés et 1
hémophile A mineure). Enfin, un patient avait une hyperthyroidie en cours de
traitement et bien équilibrée : il a donc été retenu pour cette étude, car le critere

d’exclusion était une hyperthyroidie évolutive non traitée.

Figure 11. Flow chart de I'étude
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4.2 Caractéristigues clinigues des patients et des témoins

Les caractéristiques cliniques des patients sont détaillées dans le tableau 7.
Cinquante hémophiles A (73,5 %) et 18 hémophiles B (26,5 %) ont été inclus dans
cette étude. La majorité (29 patients soit 42,7 %) présentait une hémophilie sévére
alors que 26 malades (38,2 %) étaient des hémophiles modérés et 13 (19,1 %) des
hémophiles mineurs. Un traitement par prophylaxie concernait surtout les
hémophiles séveres (23 patients) et rarement des hémophiles modérés (2 patients).
La majorité des hémophiles modérés (24 patients) et tous les hémophiles mineurs

étaient tous sous traitement a la demande.

La distribution des patients en fonction du type et de la sévérité d’hémophilie était la

suivante (Figure 12) :

Figure 12. Distribution de la cohorte de patients hémophiles

Un antécédent d’inhibiteur concernait 5 patients avec hémophilie A (4 HA
sévéres et 1 modéré), mais aucun hémophile B. La médiane d’age a l'inclusion de la
cohorte d’hémophiles était de 39,5 ans. L'IMC médian était de 24 kg/m? et 5 patients
présentaient un faible IMC (<19 kg/m?). L'age et 'lMC n’étaient pas différents entre

les hémophiles et les témoins (Tableau 7).

Un statut séropositif au VIH était retrouvé chez 8 malades (11,8 %), tous
traités par trithérapie. Concernant le VHC, environ un tiers des hémophiles (n=25)
avaient une sérologie positive : 20 patients étaient guéris, 3 avaient une hépatite

active sans cirrhose et 2 étaient atteints d’'une cirrhose secondaire au VHC. La
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présence d’'une arthropathie hémophilique était fréquente au sein de la cohorte

(n=38) et l'atteinte était le plus souvent poly-articulaire (n=29). Le score d’activité

totale HAL médian des patients était de 68. Environ la moitié des hémophiles avaient

une notion de tabagisme, mais aucun ne révélait une consommation excessive

d’alcool. L'apport calcique médian était de 900 mg/jour au sein de la cohorte.

Tableau 7. Caractéristiques des patients hémophiles et des témoins

Hémophiles (n=68) ; n (%),

Témoins (n=10) ; n (%)

Variabl :
ariables médiane [Q1 - Q3] ou médiane [@1-Q3] | P
Age (années) - médiane [Q1 - Q3] 39.5 [31 - 51.25] 32,5 [30 - 51.25] 0.45
IMC (kg/m?) 24 [21.7 - 26.2] 23.1[21.1 - 23.4] 0.11

Faible IMC (< 19 kg/m?) — n (%)

5 (7.35 %)

0 (0.0%)

Caractéristiques hémophilie
Type

- Hémophilie A (HA)
-HB
Sévérité de la maladie
- Mineure
- Modérée
- Sévére
Modalité de traitement

- A la demande

50 (73.5 %)
18 (26.5 %)

13 (19.1 %)

26 (38.2 %)
29 (42.7 %)

43 (63.2 %)

- Prophylaxie 25 (36.8 %) - -
Antécédent d’inhibiteur 5 (7.4 %) B B
Infections virales
VIH positif 8 (11.8 %) - -
VHC positif (sérologie positive) 25 (36.8 %) B B

Statut articulaire

Arthropathie membres inférieures
Nombre d’articulations atteintes
- Absence arthropathie

- Mono-articulaire

- Poly-articulaire (> 1

articulation)
Arthroplastie des membres
inférieurs

Score activité physique HAL

38 (55.9 %)

30 (44.1 %)
9 (13.2 %)

29 (42.6 %)
11 (16.2 %)
68 [45.5 - 104]

Habitudes

Tabagisme (sevré ou actif)

Consommation excessive d’alcool
(>2 verres/jour)

Apport calcique quotidien (mgl/jour)

30/63 (47.6 %)
0 (0.0 %)
900 [600 - 1000]

Notes : Médianes présentées avec le 1°" et 3°™ quartile ([Q1 — Q3]), * Test de Mann Whitney Wilcoxon.
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4.3 Reésultats étude cas — témoins

4.3.1 Cytologie et cytométrie en flux (CMF)

Les données globales de numération formule sanguine (NFS) ne montrent pas

de différence significative entre les hémophiles et les témoins sur les leucocytes
totaux, le taux d’hémoglobine, le nombre de plaquettes et le nombre de monocytes
(Tableau 8).

Tableau 8. Paramétres sanguins dans le groupe hémophiles et témoins

Variables Hémophiles (n=68) Témoins (n=10) p*

Leucocytes (G/L) 6.3[56.2-7.3] 6.0[5.4 -6.9] 0.62
Hémoglobine (g/dL) 15.1[14.3 - 15.6] 14.90 [14.27 - 15.57] 0.99
Plaquettes (G/L) 244 1216 - 290] 225[219 - 241] 0.36
Monocytes (G/L) 0.50 [0.40 - 0.65] 0.62[0.52 - 0.71] 0.12

Pour les analyses en CMF, la stratégie utilisée de sélection des fenétres est

expliquée en annexe (Figure 14).

- Evaluation des populations monocytaires et Mo-MDSC

Concernant I'analyse des sous-types monocytaires, il n’a pas été retrouvé de
différence significative entre le groupe de patients avec hémophilie et le groupe de
témoins. Par contre, une différence significative (p=0,025) a été observée entre les
patients et les contrbles, avec moins de MDSC monocytaires dans la population des

hémophiles (médianes a 0,36 % versus 0,66 % chez les témoins) (Tableau 9).

Tableau 9. Différentes classes cellulaires entre patients et témoins

Hémophiles (n=68) ; Témoins (n=10) ; *
médiane [Q1 - Q3] médiane [Q1 - Q3] P

Populations monocytaires
Classiques (%) 92.1[88.6 - 94.9] 92.4[90.9 - 92.7] 0.83
Intermédiaires (%) 4.2[2.9-51] 3.8[2.7-4.2] 0.24
Non-classiques (%) 3.9[2.0-5.8] 4.3[3.3-5.4] 0.51
Pro-inflammatoires — MPI (%) 541[4.7 -6.4] 55[4.9-6.1] 0.99
Mo-MDSC (%) 0.36 [0.23 - 0.79] 0.66 [0.54 - 1.01] 0.025

Notes : Pourcentage par rapport aux monocytes totaux sauf MPI et Mo-MDSC (% des leucocytes totaux).
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- Etude des marqueurs monocytaires

En s’intéressant plus précisément aux différents marqueurs monocytaires en
lien avec l'inflammation, aucune différence significative n'a été observée sur les
marqueurs CD68 et CCR2 (Tableau 10). Par contre, les monocytes des hémophiles
exprimaient significativement moins de CD163 que les témoins (médianes de 4,3
versus 5,5) (p=0,007). Le CX3CR1 était significativement plus exprimé chez les
hémophiles, mais son expression sur les monocytes des deux groupes était trés
faible (médianes a 1,3 et 1,1) (p=0,004).

Tableau 10. Résultats des différents marqueurs de CMF

Marqueurs Tomlmiel | oEeiEs | g
Marqueurs pro-inflammatoires

CD68

ratio MFI 2.8[2.3-3.15] 2.6[2.51-2.72] 0.31
pourcentage 6.9 [6.0 - 8.02] 6.8 [6.00 - 7.73] 0.99
CCR2

ratio MFI 6.5[5.5-7.14] 6.95[6.5 - 7.5] 0.11
pourcentage 7.1[6.4 -8.20] 7.3[6.7 - 8.3] 0.64
Marqueurs anti-inflammatoires

CD206

ratio MFI 1.0[1.0-1.0] 1.0[0.9-1.1] 0.92
pourcentage 6.4 5.6 -7.6] 6.3[5.6 -7.6] 0.89
CX3CR1

ratio MFI 1.3[1.2-1.34] 1.1[1.1-1.2] 0.004
pourcentage 7.3[6.3 - 8.60] 7.0[6.4 -7.8] 0.54
CD163

ratio MFI 4.3[3.8-5.1] 5.5[4.8 - 5.8] 0.007
pourcentage 7.1[6.3 -8.1] 7.3[6.2-7.8] 0.99
CD115 (autre marqueur)

ratio MFI 1.9[1.7-21] 20[1.9-2.2] 0.26
pourcentage 7.3[6.4-8.2] 7.4[6.7 -8.2] 0.88

Notes : données en médianes des ratios de MFI et pourcentage des leucocytes totaux.

4.3.2 Biochimie, marqueurs du métabolisme osseux et cytokines

Concernant I'analyse multiplex, les dosages de certains marqueurs ont été
trés majoritairement retrouvés inférieurs a la limite de détection; ils étaient alors
exprimés en nombre de dosages détectables et non détectables. Pour I'étude du

métabolisme osseux, cela concernait RANKL, M-CSF, sclérostine et FGF-23 alors
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cela s’appliquait a I'lFN-y, aux interleukines IL-1a, IL-1b, IL-4, IL-10, IL-12, IL-13 et
au TGF-B3 pour I'analyse des cytokines inflammatoires.

- Bilan de biochimie et hormonologie

Sur les parametres biochimiques, il n'y avait aucune différence significative ni
tendance mises en évidence entre le groupe hémophiles et le groupe témoins.
Aucun patient n‘avait d’anomalies des taux de calcium, magnésium et TSH ni
d’insuffisance rénale modérée (DFG < 60 mL/min/1,73 m?). Trois hémophiles avaient
une hypophosphorémie modérée (> 0,32 mmol/L). Quatre patients présentaient une
cytolyse hépatique modérée (ALAT < 5 fois la normale) dont 2 avaient un antécédent
d’hépatite C guérie et étaient également VIH+. Enfin, un hypogonadisme biologique

(testostérone < 2 ng/mL) était retrouvé chez un patient (Tableau 11).

Tableau 11. Bilans biochimiques des patients hémophiles et des témoins

Patients (n=68) ; Controles (n=10) ;

Paramétres Médiane [Q1 - Q3] Médiane [Q1 - Q3] p*
Calcémie ionisée (Mmol/L), vr: 1,17 - 129 1.25[1.24 - 1.27] 1.26 [1.24 - 1.27] 0.56
Magnésium (mmol/L), vr: 0,66 - 1,07 0.8210.78 - 0.87] 0.84 [0.83 - 0.86] 0.30
Phoshore (mmol/L), vr : 0,81 - 1,45 0.95[0.84 - 1.05] 0.98[0.90 - 1.13] 0.48
DFG (CKD-EPI) (mL/min/1,73 m?), vr: 90 - 140 107.5[92.8 - 118.3] 104.0[98.3 - 118.8] 0.72
Bilirubine totale (umol/L), vr:0-21 8.0[6.0 -11.0] 8.4[6.2-10.6] 0.84

ASAT (UI/L), vr: 0 - 51 24.1[20.2 - 30.0] 24.2[21.1 - 36.8] 0.66
ALAT (UI/L), vr: 0- 51 25.218.8 - 35.8] 28.5[22.7 - 56.3] 0.17
GGT (UI/L), vr:0-71 30.5[22.0 - 47.3] 23.0[18.3-30.3] 0.35
PAL (UI/L), vr: 55-129 68.4 [60.7 - 80.0] 70.1[58.2-77.1] 0.90
TSH (pUI/mL), vr: 0,20 - 4,00 1.54 [1.12 - 2.08] 1.44 [1.21 - 1.67] 0.65
Testostérone totale (ng/mL), vr:2,0-7,0 4.99 [3.79 - 6.93] 4.96 [4.52 - 5.40] 0.88

Abréviations : vr (valeurs de référence du laboratoire), DFG (débit de filtration glomérulaire), ASAT (aspartate
aminotransférase), ALAT (alanine aminotransférase), GGT (gamma-glutamyl transférase).

- Analyse des biomarqueurs du métabolisme osseux (Tableau 12)

Les taux de 250H-vitamine D étaient significativement (p = 0,049) plus bas
chez les patients hémophiles comparés au groupe contrble (médianes a 20,1 et
28,3 ng/mL). Cependant, en analysant qualitativement selon le statut vitaminique
(normal, insuffisance et carence), cette différence n’était plus retrouvée entre les 2
groupes. Comme attendu, une insuffisance en vitamine D était fréquente chez les

hémophiles (43 patients soit 63,2 %) comme chez les témoins (50 %) alors qu’une
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carence concernait 7 patients (10,3 %) et aucun témoin. Pour tous les autres
marqueurs du métabolisme osseux, il n'y avait pas de différence significative
retrouvée entre patients et témoins. Cependant, concernant RANKL, il a été mis en
évidence une tendance sur le plan qualitatif (détectable/non détectable) avec plus de
dosages non détectables chez les patients hémophiles (54,4 % contre 20 % pour les
contréles avec un p = 0,090). Concernant les PALOS, 2 patients avaient des taux en
dessous des valeurs de référence, mais aucun n’était au-dessus. Enfin, un seul
patient avait un taux de PTH I|égérement au-dessus de la normale (sans

retentissement sur la calcémie) et aucun n’avait de taux abaissé.

Tableau 12. Marqueurs du métabolisme osseux chez les patients hémophiles et les témoins

Parametres Mepcﬁ;::r;g %3??1)("%) Mcé(;;:\';o[lc;s- (c')‘3],1r? ()l’/;) P
PALOS (ug/L), vr:5.5-22.9 10.0[7.8-13.2] 11.0[9.9 - 11.8] 0.57
TRACP 41138 [29778 - 50435] 36064 [20795 - 49188] 0.50
Régulation ostéoclastes

RANKL - médiane [Q1 - Q3] 0.0[0.00-19.0] 11.5[7.7 - 15.3] 0.18
non détectable - n (%) 37 (54.4 %) 2 (20.00 %) 0.090
détectable - n (%) 31 (45.6 %) 8 (80.00 %)

OPG 410.8 [324.1 - 492.4] 340.3 [319.4 - 415.1] 0.24
M-CSF - médiane [Q1 - Q3] 0.00[0.00 - 5.35] 0.00[0.00 - 0.00] 0.104
non détectable - n (%) 44 (64.7 %) 9 (90.0 %) 0.16
détectable - n (%) 24 (35.3 %) 1(10.0 %)

Inhibiteurs ostéoblastes

Dkk-1 1816.2 [1423.9 - 2237.2] 1787.5[1602.8 - 1907.8] 0.78
Sclérostine

non détectable 57 (83.8 %) 8 (80.0 %) 0.67
détectable 11 (16.2 %) 2 (20.0 %)

Métabolisme phosphocalcique

PTH (pg/mL), vr : 15 - 65 33.0[24.1-44.1] 29.8 [27.9 - 33.4] 0.62
FGF-23

non détectable —n (%) 58 (85.3 %) 9 (90.00 %) 0.99
détectable — n (%) 10 (14.7 %) 1 (10.00 %)

Vitamine D (ng/mL), vr: 30 - 60 20.1[15.2 - 30.7] 28.3[20.9 - 37.1] 0.049
Statut normal - n (%) 18 (26.5 %) 5(50.0 %) 0.28
Insuffisance (10 et 30 ng/mL) 43 (63.2 %) 5 (50.0 %)

Carence (<10 ng/mL) 7 (10.3 %) 0 (0.0 %)

Notes : tous les biomarqueurs en pg/mL sauf PALOS (ug/L) et Vitamine D (ng/mL) - vr (valeurs de référence du laboratoire).

- Etude des cytokines inflammatoires (Tableau 13)

L’IL-6 était significativement (p = 0,0023) augmentée chez les patients

hémophiles comparés aux témoins (médianes 0,74 pg/mL et 0,45 pg/mL). De plus,
les patients présentaient des taux d’IL-12 et d'IL-13 significativement plus bas que

les contréles (p = 0,0026 et p = 0,0023 respectivement). Ces 2 paramétres n’étaient
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plus significativement différents lorsque I'on comparait en qualitatif (détectable

versus non détectable). Pour toutes les autres cytokines de l'inflammation, il n’y avait

pas de différence significative entre les 2 groupes. Il est a noter toutefois une

tendance a des taux de leptine plus élevés chez les hémophiles (médianes de 9177

pg/mL contre 4580).

Un syndrome inflammatoire biologique (CRP > 5 mg/L) était retrouvé chez 8 patients

hémophiles (11,8 %), mais chez aucun témoin (p = 0,586).

Tableau 13. Résultats des protéines inflammatoires des patients hémophiles et des témoins

Hémophiles (n=68) ;

Controles (n=10) ;

Parametres (pg/mL sauf CRP) Médiane [Q1 - Q3], n (%) Médiane [Q1 - Q3], n (%) P
Cytokines pro-inflammatoires

IFN-y - médiane [Q1 - Q3] 0.00[0.00 - 0.32] 0.85[0.00 - 2.25] 0.22
non détectable - n (%) 50 (73.5 %) 5 (50.0 %) 0.15
détectable 18 (26.5 %) 5 (50.0 %)

IL-1a

non détectable 55 (80.9 %) 8 (80.0 %) 1.0
détectable 13(19.1 %) 2 (20.0 %)

IL-1b 0.00[0.00 - 3.15] 0.58 [0.00 - 4.88] 0.16
non détectable 39 (57.4 %) 3 (30.0 %) 0.17
détectable 29 (42.6 %) 7 (70.0 %)

IL-6 0.74 [0.44 - 1.21] 0.45[0.10 - 0.59] 0.023
TNF-a 9.3[4.7 - 18.2] 16.0[10.8 - 36.1] 0.18
CRP (mg/L), vr:0-5 1.4[0.7 - 2.6] 1.1[0.3-1.3] 0.19
Leptine 9177 [2459 - 12446] 4580 [1651 - 5132] 0.12
Cytokines anti-inflammatoires

IL-4 - médiane [Q1 - Q3] 0.00[0.00 - 0.51] 0.00[0.00 - 0.37] 0.75
non détectable - n (%) 43 (63.2 %) 7 (70.0 %) 1.0
détectable 25 (36.8 %) 3 (30.0 %)

IL-10

non détectable 66 (97.1 %) 10 (100 %)

détectable 2(2.9 %) 0 (0.0 %)

IL-12 0.00 [0.00 - 0.00] 0.49 [0.00 - 2.97] 0.026
non détectable 54 (79.4 %) 5 (50.0 %) 0.057
détectable 14 (20.6 %) 5 (50.0 %)

IL-13 0.00 [0.00 - 4.06] 7.76 [0.00 - 37.13] 0.023
non détectable 49 (72.1 %) 4 (40.0 %) 0.067
détectable 19 (27.9 %) 6 (60.0 %)

TGF-81 47013 [32196 - 60808] 46817 [37759 - 51287] 0.85
TGF-B2 1440 [1073 - 1827] 1545 [1318- 1819] 0.38
TGF-83

non détectable 67 (98.5 %) 10 (100 %)

détectable 1(1.5%) 0(0.0%)

Notes : toutes les valeurs en pg/mL sauf CRP (mg/L) — vr (valeurs de référence du laboratoire) — données en Italique : analyses
non réalisées (données inexploitables, car dosages majoritairement inférieurs au seuil de détection).
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4.4 Résultats étude avec DMO

Sur les 68 patients inclus dans notre travail, 62 ont bénéficié d’'une DXA pour
mesure de la DMO. Cette cohorte nous a permis de rechercher les facteurs de risque
d’'une diminution de la densité osseuse chez nos patients.. De plus, certaines
populations cellulaires (monocytes et Mo-MDSC) et plusieurs marqueurs biologiques
(métabolisme osseux, cytokines inflammatoires) potentiellement impliqués dans le

métabolisme osseux ont été étudiés.

4.4.1 Données d’ostéodensitométrie de la cohorte avec DMO

Concernant l'analyse des données ostéodensitométriques, pour chaque
patient, le c6té retenu (hanche gauche ou droite) était celui présentant la valeur la
plus basse ou bien celui n’étant pas affecté par une arthroplastie de hanche (mesure
ne pouvant pas étre réalisée). De plus, les patients avec une DMO basse (groupe
DMO basse) ont été regroupés : les = 50 ans avec un T-score <-1 (ostéopénie et
ostéoporose ensemble) et les <560 ans avec un Z-score < - 2. Alors que le groupe
DMO normale est défini par un T-score =-1 chez les 50 ans et plus, et par un Z-
score > -2 chez les patients hémophiles de moins de 50 ans. Cela nous a permis de

comparer ces 2 groupes.

Les données de DMO sont détaillées au total de la cohorte (Tableau 14) et par
groupe d’age : d’un cété les moins de 50 ans ou le Z-score était utilisé (Tableau 20
en annexe) et de 'autre les 50 ans et plus ou le T-score était privilégié (Tableau 21

en annexe). De plus, les hémophiles A et B par tranche d’age ont été comparés.

Une baisse de la DMO (groupe DMO basse) était retrouvée chez 19 patients
(30,7 % de la cohorte DMO totale) dont 11 hémophiles chez les 50 ans et plus
(52,4 % de cette tranche d’age) et 8 chez les moins de 50 ans (19,5 %).

Une différence significative au sein de la cohorte de moins de 50 ans avec une DMO
abaissée chez les hémophiles B au niveau de la hanche totale (médianes a 0,92
contre 1,00 pour les patients avec HA) (p = 0,037). De plus, les HB de moins de 50
ans avaient des DMO plus basses sur les cols fémoraux que les HA (médianes de
0,90 et 0,96 respectivement) (p = 0,070) (Tableau 20 annexe).
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Concernant les sites osseux, le col fémoral était le site le plus atteint avec 14
patients (73,7 % de la cohorte DMO basse) tandis que 13 patients (68,4 %) avaient

une DMO abaissée au rachis lombaire et 11 (57,9 %) en hanche totale (Tableau 14).

Tableau 14. Données ostéodensitométriques de la cohorte totale

Hémophiles avec DMO (n=62) ; Med [Q1 - Q3] ou n (%)
Variables
total (n=62) HA (n= 46) HB (n= 16) o)

Age 42 [33 - 51.8] 42 [32.3 - 52.8) 40.5[34.5 - 47] 0.96
IMC 24.4[21.8 - 26.4] 24.7 [22.5 - 26.5] 22.2 [21 - 25.6] 0.24
DMO rachis lombaire
(LS)
- DMO (g/cm?) 1.14 [1.03 - 1.23] 1.15[1.04 - 1.22] 1.08 [1.02 - 1.26] 0.52
- DMO basse LS - n (%) 13 (21.0 %) 10 (21.7 %) 3(18.8 %) 1.0
DMO col du fémur (FN)
- DMO (g/cm?) 0.92[0.81 - 1.00] 0.9210.84 - 1.03] 0.86 [0.79 - 0.95] 0.18
- DMO basse FN 14 (22.6 %) 11 (23.9 %) 3(18.8 %) 1.0
DMO hanche totale
(TH)
- DMO (g/cm?) 0.96 [0.88 - 1.04] 0.98 [0.89 - 1.06] 0.91[0.85-0.97] 0.073
- DMO basse TH 11 (17.7 %) 8 (17.4 %) 3(18.8 %) 1.0
DMO basse n (%) 19 (30.7 %) 14 (30.4 %) 5(31.3 %) 1.0
DMO normale n (%) 43 (69.3 %) 32 (69.6 %) 11 (68.7 %)
Fractures : n (%)

traumatiques 19 (30.7 %) 13 (28.3 %) 6 (50 %) 0.54

de fragilité 1(1.6 %) 1(2.2 %) 0 (0.0 %) NR

asymptomatique 1(1.6 %) 1(2.2 %) 0 (0.0 %) NR

Notes : p : comparaison entre HA (hémophile A) et HB.

Concernant I'interprétation des scores en fonction de I'age, les résultats de la

prévalence de I'atteinte osseuse dans notre cohorte sont décrits dans la figure 13.

Pour les hommes < 50 ans (avec les critéres du Z-score), le statut osseux était « en
dessous des normes attendues pour I'dage » (ou ostéopénique) pour 8 patients
(19 %), normal bas («low normal ») pour 10 patients (23 %) et normal pour 25
patients (58 %). Pour les patients de 50 et plus (T-score utilisé), 4 patients (19 %)
présentaient une ostéoporose, 7 (33 %) une ostéopénie et 10 hémophiles (48 %)

avaient un bilan ostéodensitométrique normal.
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Figure 13. Prévalence de I'atteinte osseuse dans la cohorte de patients hémophiles

Un antécédent de fractures était retrouvé chez 20 patients hémophiles (32 %
de la cohorte DMO), dont une seule fracture de fragilité (fracture du col du fémur
gauche récente sur chute de sa hauteur) chez un patient diagnostiqué
ostéoporotique (Tableau 14). Un antécédent fracturaire est décrit chez 4 patients du
groupe DMO basse (21 %) contre 16 patients (37 %) avec DMO normale, pas de

différence significative (p = 0,25).

4.4.2 DMO et facteurs de risque cliniques

Une analyse a été réalisée en séparant la cohorte de patients hémophiles
ayant eu une DXA en groupes DMO normale et DMO anormale (parameétre

catégoriel).

Sur le plan clinique, une DMO basse était associée significativement avec I'age des
patients (p = 0,023), la sévérité de la maladie avec différence sévére/non séveére (p =
0,0486), les infections chroniques (VIH et VHC, p = 0,024 et 0,008 respectivement)
et I'arthroplastie des membres inférieurs (p = 0,002). Nous retrouvions également
une tendance proche du seuil de significativité (p = 0,054) sur le score d’activité
physique HAL (Tableau 15).
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Tableau 15. Analyse sur les facteurs de risque cliniques d’une DMO basse

DMO normale; DMO basse ;
Variables n (%) ou médiane [Q1 - Q3] n (%) ou médiane [Q1 - Q3] p
(n=43) (n=19)

Age (années) 38 [33 - 46.5] 51[42.5 - 57] 0.023
IMC (kg/m?) 24.7 [22.1 - 27.6] 23.6 [21 - 25.4] 0.22
Caractéristigues hémophilie
Type
Hémophilie A (HA) —n (%) 32 (74.4 %) 14 (73.7 %) 0.99
HB - n (%) 11 (25.6 %) 5 (26.3 %)
Sévérité de la maladie
Mineure 9 (20.9 %) 3 (15.8 %) 0.076
Modérée 20 (46.5 %) 4 (21.1 %)
Sévere 14 (32.6 %) 12 (63.1 %)
Non séveére 29 (67.4 %) 7 (36.8 %) 0.0486
Sévere 14 (32.6 %) 12 (63.2 %)
Modalité de traitement
A la demande 30 (69.8 %) 10 (52.6 %) 0.31
Prophylaxie 13 (30.2 %) 9 (47.4 %)
Antécédent inhibiteur 2 (4.7 %) 3 (15.8 %) 0.16
Infections virales
VIH positif 2 (4.7 %) 5 (26.3 %) 0.024
VHC positif 12 (27.9 %) 12 (63.2 %) 0.008
Statut articulaire
Arthropathie membres inférieures 23 (53.5 %) 11 (57.9 %) 0.96
Nombre d’articulations atteintes 0.18
Arthroplastie des membres inférieurs 3(7.0 %) 8 (42.1 %) 0.002
Score activité physique HAL 63.0[42.3 - 90.3] 98.0[56.0 - 120.5] 0.054
Habitudes
Tabagisme (sevré ou actif) 19 (44.2 %) 10 (52.63 %) 0.74
Apport calcique quotidien (mg/jour) 900 [600 - 1000] 850 [600 - 1000] 0.89

Note : sévérité de la maladie : analyse sur 3 groupes (mineure, modérée et sévere) et sur 2 groupes (non sévere et
sévére).

4.4.3 DMO et cytométrie en flux

Concernant I'analyse du risque de survenue d’'une DMO basse selon les
résultats de la NFS et de CMF, il n’a pas été retrouvé d’association significative entre
un des paramétres (notamment CD163 ou les Mo-MDSC) et le groupe DMO basse.
Cependant, il y avait une tendance (p = 0,075) que les patients présentant une DMO
abaissée avaient un pourcentage supérieur de monocytes exprimant le CDG68
(médianes de 7,3 contre 6,4 pour le groupe DMO normale). Par contre, il n’y avait

pas de différence sur le ratio de MFI pour ce marqueur entre les 2 groupes.
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Tableau 16. Analyse bivariée du risque de DMO basse selon les données de CMF et NFS

DMO normale;

DMO basse ;

Variables médiane [Q1 - Q3] médiane [Q1 - Q3] p
(n =43) (n=19)

NFS
Leucocytes (G/L) 6.7[5.4-7.3] 6.2[5.0 - 7.6] 0.42
Hémoglobine (g/dL) 15.1[14.5 - 15.8] 14.7 [13.7 - 15.4] 0.104
Plaquettes (G/L) 249.0 [218.5 - 291.0] 231.0 [204.0 - 284.0] 0.45
Monocytes (G/L) 0.51[0.41 - 0.66] 0.50[0.41 - 0.65] 0.83
Margueurs CMF
CD206
ratio MFI 1.00 [0.97 - 1.04] 1.00 [0.97 - 1.06] 0.67
pourcentage 6.0[5.3-7.7] 6.7 [5.9-7.4] 0.31
CD115
ratio MFI 1.9[1.7-21] 20[1.7-21] 0.72
pourcentage 7.3[6.1-8.2] 7.8[6.8 - 8.3] 0.25
CX3CR1
ratio MFI 1.3[1.2-1.3] 1.3[1.2-1.4] 0.82
pourcentage 6.9[6.1 -8.7] 7.81[6.9 - 8.4] 0.42
CDé68
ratio MFI 2.8[2.3-3.0] 3.1[2.5-3.6] 0.16
pourcentage 6.4 [5.9 -8.0] 7.3[6.9-8.1] 0.075
CCR2
ratio MFI 6.7[5.7-7.2] 6.3[5.4 -6.9] 0.30
pourcentage 6.9[5.9-8.2] 7.3[6.7 - 8.6] 0.15
CD163
ratio MFI 44[3.9-51] 42[3.7-4.7] 0.20
pourcentage 6.9[6.1-8.1] 7.49[6.9 - 8.1] 0.22
Populations cellulaires
Monocytes pro-inflammatoires (%) 5.4[4.6 -6.3] 6.0 [5.2 -6.6] 0.16
Monocytes classiques (%) 91.5[88.0 - 93.1] 93.0[90.5 - 95.3] 0.12
Monocytes intermédiaires (%) 4.4[3.3-5.8] 3.6 [2.6 -4.9] 0.14
Monocytes non classiques (%) 4.3[2.5-5.9] 2.8[1.6-5.3] 0.30
Mo-MDSC (%) 0.34 [0.22 - 0.69] 0.67 [0.24 - 0.90] 0.30

4.4.4 DMO et facteurs biologiques

- Bilans biochimiques (Tableau 17)

Les patients avec une DMO basse avaient significativement des taux plus bas

de transaminases que les hémophiles avec DMO normale (médianes de 20,5 contre

26,2 pour les ALAT et de 20,1 versus 27,1 pour les ASAT). Parmi les 5 patients avec

une cytolyse modérée, 4 ont bénéficié d’'une DXA et 2 avaient une ostéopénie. Il

s’agissait des 2 patients doubles séropositifs (VHC+/VIH+).

Enfin, une tendance a également été décrite concernant la testostérone. Les patients

du groupe DMO basse avaient des taux supérieurs a ceux du groupe DMO normale.

Le seul patient de I'étude présentant un hypogonadisme biologique avait un statut

osseux normal.
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Tableau 17. DMO basse et bilan biochimique, analyse bivariée

DMO normale ; DMO basse ;
Variables médiane [Q1 - Q3] médiane [Q1 - Q3] p
(n=43) (n=19)
Calcémie ionisée (mmol/L), vr: 1,17 - 1,29 1.25[1.23 - 1.27] 1.25[1.24 - 1.27] 0.95
Magnésium (mmol/L), vr : 0,66 - 1,07 0.84 [0.78 - 0.86] 0.83[0.79 - 0.89] 0.67
Phoshore (mmol/L), vr: 0,81 - 1,45 0.98 [0.87 - 1.08] 0.90 [0.80 - 1.02] 0.078
DFG (CKD-EPI) (mL/min/1,73 m?3), vr : 90 - 140 108.0 [92.5 - 117.0] 103.0 [87.0 - 124.0] 0.90
Bilirubine totale (umol/L), vr: 0 - 21 8.0[6.0 -12.0] 8.0[6.5-8.0] 0.51
ASAT (UI/L), vr: 0 - 51 26.2 [22.5 - 30.7] 20.5[19.2 - 24.8] 0.007
ALAT (UI/L), vr: 0 - 51 27.1[21.5 - 36.3] 20.1[15.3-27.2] 0.014
GGT (UI/L), vr: 0 - 71 30.0 [23.0 - 46.5] 38.0[21.0 - 58.0] 0.60
PAL (UI/L), vr: 55-129 68.2 [63.2 - 77.2] 65.8 [65.2 - 81.1] 0.78
TSH (pUI/mL), vr: 0,20 - 4,00 1.61[1.08 - 2.10] 1.54 [1.26 - 2.04] 0.99
Testostérone totale (ng/mL), vr:2,0-7,0 4.94 [3.98 - 6.01] 6.35[4.72 - 7.68] 0.075

Abréviations : vr (valeurs de référence du laboratoire), DFG (débit de filtration glomérulaire),
aminotransférase), ALAT (alanine aminotransférase), GGT (gamma-glutamyl transférase).

- Métabolisme osseux (tableau 18)

ASAT (aspartate

Il N’y avait pas de différence significative entre le groupe DMO normale et le

groupe DMO basse concernant les marqueurs du remodelage osseux (PALOS et

TRACP), les inhibiteurs ostéoblastique, les hormones de régulation du métabolisme

phosphocalcique et le statut en vitamine D.

Cependant, il a été retrouvé une différence significative concernant RANKL tant sur

le plan quantitatif (p = 0,008) que qualitatif (p = 0,005). Les patients hémophiles avec

DMO anormale avaient des taux plus bas et moins de dosages détectables que les

patients avec DMO normale.
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Tableau 18. Marqueurs du métabolisme osseux et DMO en analyse bivariée

DMO normale ; DMO basse ;
Variables n (%) ou médiane [Q1 - Q3] n (%) ou médiane [Q1 - Q3] p
(n=43) (n=19)
PALOS (ug/L), vr:5.5-22.9 10.3[7.9-13.3] 10.0[7.0-12.8] 0.50
TRACP 35020 [26942 - 48650] 42231 [32055 - 48101] 0.73
Régulation ostéoclastes
RANKL - médiane [Q1 - Q3] 7.730.00 - 21.85] 0.00[0.00 - 0.00] 0.008
non détectable - n (%) 18 (41.9 %) 16 (84.2 %) 0.005
détectable - n (%) 25 (58.1 %) 3(15.8 %)
OPG 405.6 [314.2 - 482.8] 426.7 [367.6 - 605.9] 0.23
M-CSF - médiane [Q1 - Q3]
non détectable - n (%) 27 (62.8 %) 14 (73.7 %) 0.59
détectable - n (%) 16 (37.2 %) 5(26.3 %)
Inhibiteurs ostéoblastes
Dkk-1 1888.4 [1632.4 - 2205.9] 1572.9 [1172.0 - 2160.6] 0.1
Sclérostine
non détectable 36 (83.7 %) 17 (89.5 %) 0.71
détectable 7 (16.3 %) 2(10.5 %)
Métabolisme phosphocalcique
PTH (pg/mL), vr : 15 - 65 32.6 [22.4 - 43.9] 31.8[24.7 - 38.2] 0.99
FGF-23
non détectable 34 (79.1 %) 18 (94.7 %) 0.16
détectable 9 (20.9 %) 1 (5.3 %)
Vitamine D (ng/mL), vr : 30 - 60 22.0[15.4 - 29.7] 20.1[17.0 - 31.1] 0.81
Statut normal - n (%) 10 (23.3 %) 6 (31.6 %) 0.35
Insuffisance (10 et 30 ng/mL) 28 (65.1 %) 13 (68.4 %)
Carence (<10 ng/mL) 5(11.6 %) 0 (0.00 %)

Notes : tous les biomarqueurs en pg/mL sauf PALOS (ug/L) et Vitamine D (ng/mL) - vr (valeurs de référence du laboratoire).

- Marqueurs de I'inflammation (Tableau 19)

Nous n’avons pas retrouvé de différence significative sur les protéines

inflammatoires entre le groupe DMO basse et le groupe avec DMO normale.

Par ailleurs, les patients avec DMO anormale avaient plus de dosages en dessous

du seuil de détection concernant I'lL-1a et I'lL-4, mais sans différence significative (p
= 0,099 et 0,076 respectivement).

Parmi les 8 patients présentant un syndrome inflammatoire biologique, 3 d’entre eux

présentaient une DMO basse dont une ostéoporose, résultat non significatif en

comparaison au groupe DMO normale (p = 0,665).
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Tableau 19. DMO basse et marqueurs inflammatoires en analyse bivariée

DMO normale; DMO basse ;
Variables n (%) ou médiane [Q1 - Q3] n (%) ou médiane [Q1 - Q3] o]
(n=43) (n=19)

Cytokines pro-inflammatoires

IFN-y - médiane [Q1 - Q3] 0.00[0.00 - 1.33] 0.00 [0.00 - 0.00] 0.35
non détectable - n (%) 30 (69.8 %) 16 (84.2 %) 0.35
détectable - n (%) 13 (30.2 %) 3 (15.8 %)

IL-1a 0.00 [0.00 - 0.00] 0.00 [0.00 - 0.00] 0.099
non détectable 33 (76.7 %) 18 (94.7 %) 0.15
détectable 10 (23.3 %) 1(5.3 %)

IL-1b 0.00[0.00 - 4.09] 0.00 [0.00 - 1.67] 0.39
non détectable 23 (53.5 %) 12 (63.2 %) 0.67
détectable 20 (46.5 %) 7 (36.8 %)

IL-6 0.71[0.41 - 1.23] 0.95[0.71 - 1.27] 0.16
TNF-a 9.3[4.7 -19.0] 7.8[5.5-10.1] 0.28
CRP (mg/L),vr:0-5 1.15[0.68 - 2.19] 1.58 [0.54 - 2.88] 0.65
Leptine 10573 [2262 - 17422] 5330 [3639 - 10197] 0.28
Cytokines anti-inflammatoires

IL-4 - médiane [Q1 - Q3] 0.00[0.00 - 0.68] 0.00[0.00 - 0.00] 0.076
non détectable - n (%) 26 (60.5 %) 16 (84.2 %) 0.12
détectable - n (%) 17 (39.5 %) 3 (15.8 %)

IL-12 0.00[0.00 - 0.00] 0.00[0.00 - 0.00] 0.64
non détectable 34 (79.1 %) 16 (84.2 %) 0.74
détectable 9 (20.9 %) 3(15.8 %)

IL-13 0.00[0.00 - 4.06] 0.00[0.00 - 0.00] 0.32
non détectable 30 (69.8 %) 16 (84.2 %) 0.35
détectable 13 (30.2 %) 3(15.8 %)

TGF-p1 50333 [33188 - 62593] 42193 [29316 - 53789] 0.18
TGF-2 1482.8 [1167 - 1888] 1236 [975 - 1608] 0.24

Notes : toutes les valeurs en pg/mL sauf CRP (mg/L) - Si peu de valeurs disponibles,

détectables- vr (valeurs de référence du laboratoire).

résultats exprimés en détectables et non
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5 Discussion

Cette étude confirme donc, tout d’abord, une baisse de la densité osseuse
chez les patients hémophiles par rapport a celle de sujets sains de méme age,
comme cela a précédemment été rapporté dans plusieurs études cas-témoins. Une
prévalence élevée d’atteinte osseuse (30,7 %) est retrouvée dans notre cohorte de
patients hémophiles. Chez les sujets de 50 ans et plus, les sujets hémophiles ont
plus d’ostéoporose (19 % versus 4 %) dans ce travail, comparé a la population
générale (28). Cependant, les taux semblent comparables en termes d’ostéopénie
(33 % versus 38 %). Ces résultats sont en adéquation avec les principales données
de la littérature. Sur la tranche des moins de 50 ans, une ostéopénie était retrouvée
chez 19 % des patients. Ce qui se rapproche des données (28 % de baisse de DMO)

d’une étude épidémiologique sur des sujets américains de 35 a 50 ans (98).

Le site osseux principalement affecté dans notre étude est la hanche, en accord
avec la littérature (44,46,50,51). Cette topographie peut étre expliquée par une
sédentarité liée a une arthropathie du genou ou de la cheville homolatérale. En effet,
Ulivieri et al. (99) ont montré que la DMO fémorale était corrélée au statut articulaire,

tandis que le site lombaire n’était pas affecté par I'arthropathie hémophilique.

Enfin, notre travail met en évidence un taux de fracture de 32 % chez les patients
ayant bénéficié d’'une DXA, sans qu'une DMO basse soit retrouvée comme facteur
de risque spécifique. Ces données sont concordantes avec la littérature qui retrouve
des taux de fracture extrémement variables (de 4 a 37 %) (21,22,44). Concernant
'absence de lien entre DMO et risque fracturaire, cela conforte les données
d’Anagnostis et al. (44).

Concernant les facteurs de risque cliniques, plusieurs critéres contribuaient
significativement a une baisse de DMO : I'adge, la sévérité de la maladie, les

infections virales chroniques (VIH et VHC) et I'arthroplastie des membres inférieurs.

- L’age est I'un des principaux facteurs de risque dans notre travail, ce qui est
parfaitement en adéquation avec la littérature générale sur l'ostéoporose,
mais également retrouvé dans les travaux sur I'hémophilie et la DMO
(48,100).
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De méme, la sévérité de la maladie hémophilique est confirmée comme
élément clinique associé a une DMO basse, en accord avec la littérature (1,5).
Par contre de fagon intéressante, il n’y avait pas de différence selon le type
d’hémophilie A ou B sur le risque de perte osseuse globale.

Comme attendu, les infections chroniques a VHC et VIH constituaient deux
des facteurs de risque importants dans notre étude. Concernant le VHC, les
travaux menés chez I'hémophile sont discordants. (1,2, 13—15). Cependant,
une étude plus récente a mis en avant I'impact du VHC sur le tissu osseux de
patients hémophiles (101). Pour les auteurs, cet effet pourrait étre da a
linflammation chronique sur le métabolisme osseux. Néanmoins, d’autres
auteurs évoquent le role du traitement par ribavirine (102) ou de l'atteinte
hépatique sévere au stade cirrhose (103). Concernant l'infection par le VIH,
celle-ci est un facteur indépendant d’atteinte osseuse chez le patient
hémophile (1,2, 13,19, 20). Plusieurs éléments semblent impliqués dans la
physiopathologie de cette ostéopathie liee au VIH : I'infection virale par elle-
méme avec libération de cytokines pro-inflammatoires induisant une
augmentation de [l'activité ostéoclastique (104), mais également les
traitements antirétroviraux (105).

Un autre facteur de risque retrouvé est la présence d’arthroplastie des
membres inférieurs. Contrairement a Katsarou et al. (59) ayant mis en
évidence [l'arthropathie comme facteur de risque indépendant d’atteinte
osseuse chez I'hémophile adulte, notre étude ne retrouve pas de rble de
I'arthropathie.

L’association entre I'activité physique et la santé osseuse est bien connue
dans la population générale (106). Ce facteur clinique a également été
associé a une baisse de DMO dans deux études chez des hémophiles adultes
(45,47). L'impact sur le tissu osseux semble précoce et démarre dés I'enfance
dans I'hémophilie (56). Dans notre étude, un lien entre DMO basse et baisse
d’activité physique a été mis en évidence sans toutefois atteindre le seuil de
significativité.

L’IMC et le statut osseux sont connus pour étre liés dans la population
générale (107). Les études chez 'hémophile semblent contrastées : certains
auteurs retrouvent une relation entre faible IMC et baisse de DMO (47,100)

alors que ce lien n'était pas retrouvé dans d'autres études (44,52). Notre
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étude ne révéle, quant a elle, pas d’association entre I'lMC et une baisse de
DMO.

Des facteurs de risque biologiques ont également été étudiés. La majorité des

parameétres étudiés se sont avérés normaux chez les patients hémophiles mis a part

deux d’entre eux :

Le déficit en vitamine D est une cause de troubles musculo-squelettiques
(dont ostéopénie et ostéoporose) avec survenue d’un risque de fracture chez
les enfants comme les adultes (108). Dans la population hémophilique,
plusieurs études ont mis en avant une association entre baisse de DMO et
déficit en vitamine D (1,4, 13). Ces études retrouvaient également des
prévalences importantes de déficits en vitamine D. Notre travail a montré que
les taux médians en vitamine D étaient significativement inférieurs dans la
population hémophilique versus témoins, ce qui conforte les résultats
antérieurs. Ce déficit en vitamine D pourrait étre d0 a une exposition solaire
moins importante dans cette population du fait de la sédentarité sur des
hémarthroses et I'arthropathie (109,110). Par contre, il n’était pas retrouvé de
corrélation ente la DMO et les dosages de vitamine D.

Enfin, les taux de transaminases étaient significativement abaissés dans le
groupe DMO anormale versus DMO normale. Il y a peu d’arguments pour
expliquer ce résultat, si ce n’est 'adge. En effet, les patients du groupe avec
DMO basse étaient plus agés et il existe des données concernant la
diminution des transaminases avec I'age dans une population masculine
(111). Cependant, les hommes inclus dans cette derniére étude étaient tous
d’'un age avancé (70 ans ou plus), ce qui ne correspond pas a notre cohorte
d’hémophiles ou seulement deux de nos patients étaient dans cette tranche

d’age.

Une évaluation des mécanismes biologiques potentiels en lien avec une

baisse de la DMO a également été réalisée. Concernant les résultats de I'étude cas

— témoin, il a été mis en évidence un profil cytokinique pro-inflammatoire de nos

patients. En effet, I'lL-6, protéine inflammatoire majeure, est significativement

augmentée chez nos patients hémophiles. De méme, Jardim et al. (84) retrouvaient

un profil immunologique pro-inflammatoire avec notamment augmentation de I'lL-6
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chez des hémophiles A naifs de tout traitement par FAH. Cela semble se confirmer
expérimentalement avec une augmentation d’'lL-6 dans le liquide synovial de souris
hémophiles ayant subi une hémarthrose (112). Dans notre travail, une diminution
significative des cytokines anti-inflammatoires IL-12 et IL-13 est également observée
chez les malades par rapport aux témoins. Une étude récente par Goldscheitter et al.
(66) retrouvait également un taux abaissé d’IL-12 chez I’'hémophile, alors que pour
d’autres auteurs (90) ce taux était augmenté. De maniére intéressante, I'lL-12 est
également une cytokine ayant une fonction inhibitrice sur l'activité ostéoclastique
(35).

Concernant les résultats de phénotype monocytaire, tout comme Knowles et al. (79),
une diminution significative du CD163 est mise en évidence chez les hémophiles par
rapport aux témoins. Ce marqueur est décrit comme anti-inflammatoire (88), ce qui

corrobore un état pro-inflammatoire chez les hémophiles.

De plus, de maniére surprenante, I'étude des populations cellulaires en CMF a mis
en avant une diminution significative des MDSC monocytaires chez les patients
hémophiles comparés aux témoins, mais sans corrélation avec la DMO. Il s’agit, a
notre connaissance de la premiére étude, s’intéressant a cette population cellulaire
chez le patient hémophile. Le réle des MDSC dans l'inflammation est actuellement
trés controversé et il n’est donc pas possible de statuer sur un possible lien avec le

métabolisme osseux.

Malheureusement, I'étude réalisée avec les données de DMO n’a pas permis
d’associer ce profil inflammatoire avec une baisse de la DMO. Cependant, un
pourcentage supérieur de monocytes exprimant le CD68 (marqueur pro-
inflammatoire) est observé dans le groupe DMO basse, ainsi que plus de dosages
non détectables d’IL-4 (cytokine anti-inflammatoire) dans ce méme groupe. Ces
résultats ont incité a faire un parallele avec la physiopathologie de la polyarthrite
rhumatoide. Dans I'étude de Fukui et al. (88), un déséquilibre de la balance
monocytaire en faveur de monocytes pro-inflammatoires était un facteur contribuant
in vivo au nombre d’ostéoclastes et donc a la résorption osseuse dans la PR. Les
auteurs évoquent comme hypothése que ce déséquilibre créerait un environnement
pro-inflammatoire capable d’induire une différenciation ostéoclastique a travers la
sécrétion de cytokines dont principalement I'IL-6. Ces résultats confortent
I’hypothése d’une origine inflammatoire, au moins en partie, de la perte osseuse

chez le patient hémophile. Le réle de I'inflammation a également été mis en évidence
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par Sossa Melo et al. (50) qui retrouvait une augmentation de la CRP comme facteur

de risque de baisse de DMO dans I'hémophilie.

L’origine de cette inflammation chez le patient hémophile pourrait étre
multifactorielle : épisodes hémorragiques récurrents symptomatiques comme
évoqués par Jardim et al. (84) ou la persistance de micro-saignements articulaires
infracliniques malgré une prophylaxie optimale (8). De plus, les infections virales

chroniques, fréquentes chez ces patients, pourraient également étre impliquées.

Enfin, dans notre étude, les taux de RANKL sont diminués chez
’hémophile avec une perte osseuse. Ces résultats peuvent paraitre contre-intuitifs,
mais la littérature sur le sujet est discordante avec une étude montrant des résultats

identiques chez I'enfant (62) et une autre des résultats contraires chez I'adulte (65).

Au total, cette étude retrouve donc principalement chez ’hémophile, outre les
facteurs de risque clinique traditionnellement décrits, des arguments en faveur d’'un
état inflammatoire. Il se manifeste par un déséquilibre des cytokines vers un profil
pro-inflammatoire et une diminution des marqueurs monocytaires anti-
inflammatoires. Il est donc possible que cet état pro-inflammatoire soit, au moins en
partie, responsable de la perte osseuse chez le patient hémophile. Ces phénomeénes
inflammatoires induiraient, en se basant sur la physiopathologie de la PR (113), des
modifications au niveau du remodelage osseux. La sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (dont IL-6) favoriserait la résorption osseuse par augmentation de
I'activité ostéoclastique, mais inhiberait également la formation osseuse. Ce postulat
s’appuie sur des études animales : les travaux de Weizmann et al. décrivent une
baisse d’ostéoformation chez des souris méles hémophiles A (114), tandis que la
résorption osseuse est privilégiée dans I'étude de Recht et al. (74). De plus, un
niveau abaissé d’'IL-12 serait en faveur d'une augmentation de [I'activité des
ostéoclastes et de la résorption osseuse comme évoqué par Goldscheitter et al. (66).
Enfin, Katsarou et al. (59), en faisant le paralléle avec la PR, évoquaient déja le réle
prépondérant d’autres régulateurs de I'activité ostéoclastique que RANKL tels que
les cytokines pro-inflammatoires, et notamment I'lL-6, comme principal élément

stimulateur des ostéoclastes.

Notre travail portant sur le métabolisme osseux et 'hémophilie est la premiére
étude épidémiologique réalisée en France sur la prévalence de I'atteinte osseuse

chez I'hémophile. L'effectif de patients participants, bien que faible, est assez
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conséquent compte tenu de la rareté de la maladie et se place parmi les grandes
études prospectives sur le sujet. De plus, notre travail ne s’est pas limité a un type
d’hémophilie ou a un type de sévérité de la maladie afin d’avoir une vision de
I'ensemble de la population hémophilique. Ainsi, il a été observé que les hémophiles
B sont également a risque d’atteinte osseuse, de méme que certains patients
hémophiles non sévéres. Enfin, un nombre important de paramétres clinico-
biologiques a été évalué permettant une approche globale du métabolisme osseux

du patient hémophile.

Cette étude montre aussi quelques limites. La premiére est I'effectif réduit,
pouvant étre responsable d’'un manque de puissance statistique pour certaines
comparaisons. L’'un des biais potentiels de notre étude est également le manque
d’'un groupe contréle dans I'étude sur la DMO. Mais deux points sont importants a
préciser : tout d’abord, des scores dérivés des courbes de référence issues de la
population générale ont été utilisés. Deuxiemement, d’'un point de vue éthique, il est
difficile de réaliser un examen irradiant (méme trés faiblement) a de jeunes sujets

sains.

De plus, la quasi-intégralité des patients hémophiles sévéres inclus dans cette étude
bénéficiait d’'une prophylaxie par facteur VIII depuis plusieurs années et il est
possible que cet apport régulier de facteur VIl ait modifié certains tests biologiques

voire certains parametres cliniques.

Par ailleurs, du fait des contraintes pré-analytiques, certaines analyses du
métabolisme osseux (CTX, NTX) considérées comme trés sensibles n'ont pas été

retenues.

Enfin, afin d’évaluer la DMO au niveau de la hanche et du fémur, il a été décidé de
considérer le coté du corps ou les valeurs étaient les plus basses. Ce choix était
arbitraire et la mesure a pu étre faussée par la présence d’'une arthroplastie de
genou homolatérale. Une étude a posteriori sur le retentissement d'une PTG
(prothése totale de genou) sur le classement des malades a donc été menée. Sur les
19 patients avec DMO basse, sept hémophiles présentaient une PTG et ils avaient
tous une baisse de la DMO (ostéopénie voire ostéoporose) du cbdté de la prothése
(en hanche totale et/ou col du fémur). Il est intéressant de constater que si le coté
controlatéral a la PTG avait été retenu, un seul patient du groupe DMO basse aurait

été éliminé.
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Perspectives

L’ostéoporose chez 'lhomme est une maladie méconnue, sous-diagnostiquée
et donc sous-traitée. Les patients hémophiles sont une population a risque
d’événements osseux (ostéopénie, ostéoporose et fractures). Le dépistage d’une
baisse de DMO est donc primordial avant tout événement fracturaire qui gréverait
leur qualité de vie. En ce sens, et comme évoqué par plusieurs auteurs (45,77), un
dépistage précoce systématique a partir de 50 ans avec mesure de la DMO par DXA
semble justifié dans cette pathologie. Avant cet age, cette mesure s’effectuera en
fonction des comorbidités et de I'atteinte articulaire du patient. Ce dépistage précoce

est indispensable pour permettre une prise en charge optimale.

Par ailleurs, la prise en charge de l'atteinte osseuse chez I’hémophile ne fait pas
encore I'objet de recommandations spécifiques dans cette population et est abordée
dans les comorbidités liées au vieilissement dans les recommandations
internationales sur 'hémophilie (4). Cette thématique mérite qu'on s’y attarde avec

les données disponibles actuellement.

Concernant le traitement spécifique de I'atteinte osseuse chez I'hémophile, il
convient d’envisager un traitement chez les malades ayant un haut risque fracturaire.
Quelques outils, trop rares et peu connus des médecins en charge de ces patients,
existent. Ainsi, l'utilisation du score de FRAX a été évaluée dans la population
hémophilique et semble intéressante (64). Il existe aussi peu de données concernant
la prise en charge thérapeutique chez ces patients. Une étude sur les
biphosphonates a été publiée en 2013, incluant dix hémophiles (7 HA et 3HB)
présentant une ostéoporose ou ostéopénie (si < 50 ans) a haut risque fracturaire
(78). Ce travail a montré une bonne efficacité de l'ibandronate associé a une
supplémentation en calcium et vitamine D. Une autre étude portant sur la méme
cohorte a décrit une augmentation de I'activité ostéoblastique par diminution des taux
de DKK-1 aprés administration de biphosphonate (65). Quoi qu’il en soit, il s’agit de
données trés parcellaires et des études de plus grande ampleur sur la prise en
charge thérapeutique semblent indispensables. Par ailleurs, il serait souhaitable
d’adapter le traitement a la physiopathologie de la perte osseuse chez ces patients.
L’étude de l'efficacité d’agents anti-résorbeurs (comme les biphosphonates ou le

dénosumab) en cas d'ostéorésorption prédominante, d’'une molécule anabolique
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(tériparatide) en cas de baisse de formation osseuse voire de biothérapies anti-

cytokine (tocilizumab) visant la composante inflammatoire semble primordiale.

La question du réle du facteur VIl dans le métabolisme osseux reste ouverte.
Son réle dans le remodelage osseux est sous-tendu par des études animales
précliniques (34,72,75,115). Cependant, il est toujours impossible de faire la part des
choses entre la molécule FVIII en elle-méme (34) et le défaut de génération de
thrombine résultant d’'un déficit en FVIII ou FIX (75), quant a la perte de densité
osseuse. Il est trés possible, voire probable, que ces deux mécanismes soient
impliqués comme l'indique Aronovich et al. qui révele I'importance de la signalisation
FVIll/thrombine/PAR-1 dans la structure osseuse (115). De plus, comme le montrent
plusieurs études, dont la nétre, il est trés probable que I'inflammation soit impliquée
également dans la physiopathologie de la perte de densité osseuse du patient
hémophile. A I'heure ou de nouvelles molécules non substitutives sont
commercialisées dans I'hémophilie comme I'Emicizumab, il est primordial d’affiner le
réle du FVIII sur le tissu osseux. En effet, il est primordial de savoir si ces produits ne
contenant pas de FVIIl, bien que trés efficaces sur le risque hémorragique, ne
seraient pas moins efficaces que le facteur VIl sur la préservation du capital osseux.
Quelques éléments de réponse apparaissent avec I'étude HAVEN 3 qui montre que
les marqueurs d’ostéoformation et d’ostéorésorption restent inchangés aprés 18
mois de prise de traitement par Emicizumab (116). Cependant, aucune donnée
clinique, telle que la DMO, n’est évaluée dans cette étude complémentaire. La
mesure de densité osseuse est pourtant plus fiable que les biomarqueurs dans
I'évaluation du risque fracturaire. Une étude longitudinale suivant I'évolution de la
densité osseuse chez les patients bénéficiant de ces nouvelles thérapeutiques doit

donc étre envisagée dés que possible.
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6 Conclusion

Notre étude est, a notre connaissance, la premiere étude francaise a
s’intéresser a la santé osseuse chez les patients hémophiles adultes. Celle-ci a
permis de confirmer une prévalence élevée de la perte osseuse chez le patient

hémophile.

Les facteurs de risque retrouvés sont ceux déja décrits dans la littérature, a savoir
'age, la sévérité de I'némophilie, un faible IMC, la séropositivité VIH et VHC, la

baisse d’activité physique.

L’originalité de cette étude repose sur une évaluation cytokinique et cellulaire des
parameétres inflammatoires. Ce travail met en évidence une dérégulation du profil des
cytokines avec une augmentation du taux d’lIL-6 ainsi qu’une diminution des taux
d’'IL-12 et d'IL-13 chez les patients hémophiles. De plus, I'étude du phénotype
monocytaire retrouve une baisse de l'expression de CD163, apportant ainsi un
argument supplémentaire en faveur d’un état pro-inflammatoire. De fagon inattendue,
ce travail met en évidence une diminution du taux de MDSC monocytaires chez

I’lhémophile, dont I'interprétation est difficile.

Cette étude a donc permis de mettre en lumiére des voies intéressantes a
approfondir, notamment sur les phénomeénes inflammatoires. Des travaux ultérieurs
sur ce lien physiopathologique ainsi que sur les modalités de prise en charge
mériteraient d’étre menés, si possible a travers des essais prospectifs plus

conséquents en termes d’effectifs.
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Annexes

Annexe 1 : Tableaux et figures supplémentaires

Tableau 20. Données ostéodensitométriques chez les hémophiles de moins de 50 ans

Hémophiles avec

Hémophiles avec DMO < 50 ans (n=41); Med [Q1 - Q3] ou n (%)

Variables DMO (n=62) ; Med
[Q1- Q3] oun (%) total (n=41) HA (n= 28) HB (n=13) -

Age 42 [33 - 51.75] 34 [28 - 42] 33[26.5 - 38.5] 38 [33 - 43] 0.084

IMC 24.4[21.8 - 26.4] 23.6 [21 - 25.4] 24.1[20.9 - 26.2] 22.1[21-23.7] 0.30
DMO rachis lombaire
(LS)
- DMO (g/cm?) 1.14 [1.03 - 1.23] 1.13[1.02 - 1.21] 1.14 [1.05 - 1.21] 1.06 [0.98 - 1.15] 0.34
- Z-Scores -0.55[-1.40;0.18] | -0.60[-1.40;-0.10] | -0.55[-1.25;-0.10] | -1.00[-1.40; 0.00] 0.71
- DMO basse LS - n (%) 13 (21.0%) 6 (14.6%) 4 (14.3%) 2 (15.4%) 1.0
DMO col du fémur (FN)
- DMO (g/cm?) 0.92[0.81-1.00] | 0.93[0.840 - 1.00] 0.96 [0.86 - 1.05] 0.90[0.81-0.95] |0.070
- Z-Scores -0.65[-1.30;-0.10] | -0.40[-1.0-0.1] -0.40[-0.93;0.13] | -0.30[-1.30;-0.20] | 0.39
- DMO basse FN 14 (22.6 %) 3(7.3%) 2 (7.1 %) 1(7.7 %) 1.0
DMO hanche totale
(TH)
- DMO (g/cm?) 0.96[0.88-1.04] | 0.97[0.88 - 1.04] 1.00 [0.91 - 1.08] 0.92[0.84 - 0.97] 0.037
- Z-Scores -0.40[-0.90; 0.08] | -0.40[-0.80;0.1] -0.35[-0.73;0.53] | -0.50[-0.80;-0.20] | 0.24
- DMO basse TH 11 (17.7 %) 3(7.3 %) 2(71 %) 1(7.7 %) 1.0
DMO basse n (%) 19 (30.7 %) 8 (19.5 %) 5(17.9 %) 3(23.1 %) 0.69
DMO normale n (%) 43 (69.4 %) 33 (80.5 %) 23 (82.1 %) 10 (76.9 %)
Fractures : n (%)
- traumatiques 19 (30.7 %) 15 (36.6 %) 10 (35.7 %) 5(38.5 %) 0.49
- de fragilité 1(1.6 %) 0 (0.0 %) 0 (0.0 %) 0 (0.0 %)
- asymptomatique 1(1.6 %) 0 (0.0 %) 0 (0.0 %) 0 (0.0 %)
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Tableau 20. Données ostéodensitométriques chez les hémophiles de 50 ans et plus

Hémophiles avec Hémophiles avec DMO = 50 ans (n=21); Med [Q1 - Q3] ou n (%)
Variables DMO (n=62) ; Med
[Q1 - Q3] ou n (%) total (n=21) HA (n= 18) HB (n= 3) p
Age 42[33-51.8] 57 [52 - 65] 56 [51.3 - 64] 67 [62.50 - 67.50] 0.11
IMC 24.4[21.8 - 26.4] 25.5[23.8 - 27.9] 25.40[23.9 - 27.9] 27.50 [24.7 - 33.2] 0.65

DMO rachis
lombaire (LS)
- DMO (g/cm?) 1.14 [1.03 - 1.23] 1.19[1.03 - 1.34] 1.17 [1.04 - 1.32] 1.32[1.18 - 1.36] 0.6
- T-Scores -0.55[-1.40; 0.18] -0.30[-1.40; 1.20] -0.35[-1.70; 1.08] 1.10[-0.10; 1.45] 0.51
E%V'O basse LS - n 13 (21.0%) 7 (33.3%) 6 (33.3%) 1(33.3%) 0
DMO col du fémur
(FN)
- DMO (g/cm?) 0.92 [0.81 - 1.00] 0.88 [0.76 - 0.96] 0.88[0.77 - 0.96] 0.78 [0.75 - 0.89] 0.73
- T-Scores -0.65[-1.30;-0.10] | -1.10[-2.00;-0.50] | -1.05[-1.93;-0.50] | -1.80[-2.05;-0.95] 0.72
- DMO basse FN 14 (22.6 %) 11 (52.4 %) 9 (50 %) 2 (66.7 %) 1.0
DMO hanche totale
(TH)
- DMO (g/cm?) 0.96 [0.88 - 1.04] 0.95[0.87 - 1.03] 0.96 [0.88 - 1.02] 0.89[0.87 - 0.97] 0.81
- T-Scores -0.40[-0.90 ; 0.08] -0.60[-1.30; 0.00] -0.60[-1.25;-0.05] | -1.10[-1.25;-0.45] | 0.80
- DMO basse TH 11 (17.7 %) 8 (38.1 %) 6 (33.3 %) 2 (66.7 %) 0.53
DMO basse n (%) 19 (30.7 %) 11 (52.4 %) 9 (50 %) 2 (66.7 %) 1.0
DMO normale n (%) 43 (69.4 %) 10 (47.6 %) 9 (50 %) 1(33.3 %)
Fractures : n (%)

traumatiques 19 (30.7 %) 4 (19.1 %) 3 (16.7 %) 1 (33.3 %) 1.0

de fragilité 1(1.6 %) 1(4.8 %) 1(5.6 %) 0 (0.0 %)

asymptomatique 1(1.6 %) 1 (4.8 %) 1(5.6 %) 0 (0.0 %)

- Stratégie de fenétrage (CMF) : exemple chez un patient (Figure 14)

Premierement, avec la représentation en forward scatter (FSC) sur side
scatter (SSC), les débris cellulaires peuvent étre éliminés. Puis, avec une fenétre
SSC/CD45, les différents leucocytes (monocytes, polynucléaires et lymphocytes)
sont identifiés. Ensuite, des fenétres avec les différents anticorps en regard du
side scatter (SSC) ainsi que des fenétres monoparamétriques par anticorps ont
eté utilisées pour analyser les MFI. Les monocytes pro-inflammatoires sont
retrouvés sur la fenétre CD68/CCR2. De plus, en se basant sur un histogramme
CD14/CD16, les 3 populations monocytaires (classiques, intermédiaires et non
classiques) ont été individualisées. Enfin, les Mo-MDSC étaient analysées avec
avaient un

un mix différent et

CD14+/CD33+/CD11b+/DR-.

d’anticorps immunophénotype
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Figure 14. Stratégie de gating (exemple d’un patient hémophile)

La fenétre forward scatter (FSC) sur side scatter (SSC) permet d’éliminer les débris
cellulaires.

Sur la fenétre SSC/CDA45, les différents leucocytes (monocytes, polynucléaires et
lymphocytes) sont ciblés.

Fenétre SSC/CD163 : mise en évidence de la MFI du CD163 sur les monocytes.

Fenétre CD68/CCR2 : monocytes pro-inflammatoires (MP1) CD68+ CCR2+.

Fenétre CD14/CD16 : populations monocytaires divisées en monocytes classiques
(CD14++/CD16-), monocytes intermédiaires (CD14++/CD16+) et monocytes non
classiques (CD14+/CD16++).

Fenétre CD33/CD11b : Mo-MDSC retrouvés CD33+/CD11b+.
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Annexe 2 : Avis du GNEDS

AVIS
Groupe Nantais d’Ethique dans le Domaine de la Santé (GNEDS)
Nom du protocole BoHem — version 3
Code et versioning
Investigateur principal Docteur FOUASSIER
Lieu de I'étude CRTH/CHU Nantes
Type de I'étude Monocentrique, prospective, non contrélée
Type patients/participants Patients hémophiles A ou B
Nombre de patients/participants 80
prévus
Objectif principal Etude des populations monocytaires
Objectif secondaire Recherche corrélation entre le DO, I'activité physique et le
profil inflammatoire

Documents communiqués
Justification de I'étude Oui
Méthodologie Oui
Lettre d’information et Oui
lettre de consentement

Remarque générale

Le GNEDS formule d*abord la remarque qu’il n’a pas pour mission de donner un avis sur les aspects
scientifiques du protocole, en particulier sur I'adéquation de la méthodologie aux objectifs poursuivis
parI’étude. Il ne tient compte des données d'ordre scientifique et méthodologique que dans la mesure
ot elles ont des implications d"ordre éthique. Dans le cas présent, il se bornera a constater que les
objectifs de cette étude et sa méthodologie sont conformes aux principes de I'éthique.

onfidentialité

Confidentialité Qui

Anonymat Oui

CNIL RGPD CHU Nantes
Commentaires :

Information et consentement

Consentement :

Recueil nécessaire Oui. biocollection existante
Type consentement préférable Ecrit (biocollection et protocole)
Tragabilité dans le dossier Oui

Commentaires :

Lettre information précisant:

Titre de I"étude Oui
But de I"étude Oui
Déroulement de I'étude Oui
Prise en charge courante inchangé Oui_(tubes supplémentaires et questionnaire)
Possibilité de recevoir résultats de I'étude QOui
Tragabilité dans le dossier Oui
Commentaires :
Conclusion
Avis favorable Oui

Révision nécessaire selon commentaires
Avis défavorable

GNEDS : Professcur Paul BARRIERE

Date : 17.02.20 UEZ"_:*
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Annexe 3 : Fiche biocollection

Information sur la constitution d’une collection
d’échantillons biologiques humains pour un programme Date  d’application:06/05/2015
de recherches intitulé Hémopathies Malignes et Non

Malignes et Pathologies de I’'Hémostase Page 1 sur2

Madame, Monsieur,

Votre prise en charge peut nécessiter des préléevements (prise de sang, biopsies...). Aprés avoir été utilisés pour
votre diagnostic ou votre traitement, vos échantillons peuvent présenter un intérét pour la recherche. Il peut s’agir
de recherches liées a votre pathologie ou a d’autres domaines médicaux.

Il va ainsi vous étre proposé de participer au programme de recherches intitulé « Hémopathies Malignes et
Non Malignes et Pathologies de ’'Hémostase » qui s’intéresse a la biologie des maladies du sang. Vous serez
libre d’accepter ou de refuser d’y participer, sans avoir a vous justifier.

Pour les besoins de ce programme de recherches et dans la mesure ou il ne comporte que des risques
négligeables, il pourra vous étre proposé un préléevement de sang supplémentaire.

Ce programme de recherches nécessitera le recueil de certaines de vos données de santé, y compris vos origines
ethniques ou raciales/géographiques, mais seulement si celles-ci présentent un intérét justifié.

Le programme de recherches « Hémopathies Malignes et Non Malignes et Pathologies de 'Hémostase » pourra
comprendre I'examen de vos caractéristiques génétiques. Mais cet examen ne constituera pas une consultation de
génétique et ne servira pas a adapter votre prise en charge, ni celle de votre famille. Il ne visera pas a
diagnostiquer ou confirmer une maladie génétique, mais a rechercher les caractéristiques d’un ou plusieurs génes
inconnus susceptibles d’étre a 'origine d’une maladie.

De maniére générale, les résultats produits par ces recherches n’apporteront pas d’informations pertinentes pour
votre santé en particulier ni celle de votre famille. L’objectif de ce programme de recherches est de favoriser le
développement des connaissances dans le domaine de la santé. Les résultats des recherches devront ensuite étre
confirmés par des études cliniques complémentaires, afin d’aboutir a de nouvelles méthodes de diagnostic, de
nouveaux traitements médicaux ou chirurgicaux.

Si vous le souhaitez, vous pourrez contacter votre médecin pour étre informé des résultats globaux de cette
recherche. Bien que cela n’en soit pas l'objectif, il peut toutefois arriver que les travaux de recherche mettent en
évidence de nouveaux résultats intéressant votre santé. Vous pourrez refuser d’en étre tenu(e) informé(e).

La réalisation des recherches

Les travaux de recherche seront conduits par les équipes du CHU de Nantes seules, ou en collaboration avec
d’autres structures de recherche. Ces équipes pourront étre publiques (ex : I'Institut National de la Santé et de la
Recherche Médicale - INSERM), privées, industrielles, frangaises ou étrangéres. Des recherches pourront
aussi étre conduites par ces organismes en dehors de toute collaboration avec le CHU de Nantes. Selon votre
choix, le CHU de Nantes pourra ainsi transférer gratuitement et de maniére confidentielle, en France ou a
I'étranger, vos échantillons et les données de santé associées.

Les recherches du CHU de Nantes sont réalisées dans des conditions strictes de confidentialité conformes a la
réglementation. Tous les échantillons et les données associées sont systématiquement codés ou anonymisés.

L’encadrement des recherches

Les programmes de recherches du CHU de Nantes sont déclarés au Ministére en charge de la recherche et soumis
a l'avis favorable du Comité de Protection des Personnes compétent. Le traitement automatisé de vos données de
santé a fait I'objet de démarches réglementaires auprés de la Commission Nationale Informatique et Liberté
(CNIL).

Votre information et le recueil de votre consentement

La conservation, I'utilisation des échantillons et des données médicales collectés et leur éventuelle cession a des
fins scientifiques nécessitent votre autorisation, en vertu des lois dites de « Bioéthique » et de la loi «
Informatique et liberté » du 6 janvier 1978 modifiée. Vous disposez a cet égard d’un droit d’accés, d’opposition, et
de rectification des données enregistrées sur informatique a tout moment, par I'intermédiaire du médecin.

Vous pouvez poser toutes les questions nécessaires a votre médecin. Lorsque vous nous aurez fait part de
votre décision, vous pourrez changer d’avis a tout moment sans que cela ne modifie votre prise en charge
et ses conditions

101




Consentement pour la constitution d’'une collection

d’échantillons biologiques humains pour un programme de recherches Date
intitulé Hémopathies Malignes et Non Malignes et Pathologies de | d’application:06/05/2015
’Hémostase Page 2 sur 2

Le CHU de Nantes réalise un programme de recherches sur les maladies du sang. Son but est d’améliorer les

connaissances sur la biologie de ces maladies. Ces recherches sont réalisées a partir des échantillons disponibles au

cours de votre prise en charge, ou grace a la réalisation d’'un prélevement de sang ne comportant que des risques

négligeables. Les recherches pourront également comprendre I'examen de vos caractéristiques génétiques et

nécessiteront le recueil de données médicales vous concernant, y compris des informations d’origine ethnique ou

raciale/géographique si les recherches le justifient. Afin de respecter la réglementation, ces données confidentielles

seront codées. Sans votre consentement, vos échantillons seront détruits et aucun prélévement de sang ne sera

réalisé.

Merci d’indiquer votre décision en complétant/annotant et signant ce document

Je déclare avoir compris le but et les modalités de ce programme de recherches détaillé dans la lettre d’information jointe et expliqué par le médecin

Je soussigné(e), la personne prélevée :

précise :

0 Mme Q M.

Nomde famille : ...,
Nom de jeunefille : .......coooiiiiiiiii
Prénom ...
né(e)le:|__| __1 M_l_1 L |

A (lieu de naissance) : .........cc.cooeoviiiiiiiiiniiie e

Q étre majeur et ne bénéficier d’aucune mesure de protection Iégale (tutelle, curatelle, sauvegarde de justice)

Q étre mineur*

QO bénéficier d’'une mesure de protection légale : Q Tutelle, Q Curatelle, Q Sauvegarde de justice

Si vous étes le ou les représentants Iégaux (pour les mineurs, et personnes protégées par la loi), la personne de confiance désignée ou un
membre de la famille (pour les situations d’'urgence), merci d’'indiquer votre décision en gcomplétant/annotant et signant ce document :

0 Mme O M.
Nomdefamille : ...,
Prénom @ ..o

Nom de jeunefille : .......ooiiiiiiiiiiiiiii,
Né(e)le: |__| [/ 71— I

A (lieu de naissance) @ ..........coeeiiiiiiiiiii,

d Mme O M.
Nomdefamille : ........cooeiiiiiiiiiiieeea,
Prénom @ ... i

Nom de jeunefille : ........ooooiiiiiiiiiii
Né(e) le :|__| [/l /|1 I

A (lieu de Naissance) @ .........coeuiiuiiiiiiiiiiiiiie

Je suis libre de refuser ou d’accepter ma participation a ce programme de recherches et a l'utilisation des données associées a mes échantillons.
Ma décision n’aura aucun effet sur ma prise en charge médicale.

Merci d’indiquer votre décision en cochant la ou les cases correspondant a votrechoix

J'accepte de faire don de mes échantillons et des données associées codées pour le programme de recherches « Hémopathies Malignes
et Non Malignes et Pathologies de L’Hémostase », mené par le CHU de Nantes seul ou avec ses partenaires.

Q J’accepte ou O je refuse que mes échantillons et les données associées codées soient utilisés pour la recherche en dehors du CHU de
Nantes et laissés a 'usage de tiers publics ou privés, en France ou a I’étranger, dans le respect de la réglementation pour les recherches du
programme « Hémopathies Malignes et Non Malignes et Pathologies de L’Hémostase ».

& 6(e) dans le cas ou les travaux de recherche mettraient en évidence de
nouveaux résultats intéressant ma santé. Le médecin jugera par ailleurs de 'opportunité de m’en informer.

Date:...ccooeeviininnnnn.

Signature des représentants

Signature de la personne prélevée : i
légaux* :

Signature du médecin :

*Pour les mineurs : si la mere ou le pere signe seul, il s’engage a avoir obtenu I'accord de l'autre parent

Je dispose d’un droit d’accés, d’opposition, et de rectification des données enregistrées sur informatique a tout moment, par
lintermédiaire de mon médecin. Je suis libre de revenir sur ma décision en le signifiant au secrétariat de la direction de la
recherche, 5 allée de Iile Gloriette, 44 093 NANTES cedex 01; par téléphone: 02 53 48 28 35; ou par e-mail :
rderecherche@chu-nantes.fr. Préciser dans la demande de retrait de consentement le service et le nom du programme de
recherche (titre en haut de page). Ma décision n’aura aucun effet sur ma prise en charge.

6.1.1.1.1.1.1.1.1
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Annexe 4 : Note d’information

Note d’information pour la participation a la
recherche

« Hémophilie et métabolisme osseux :
étude et des populations monocytaires et

protéines inflammatoires »

Titre abrégé : « BoHem»
Promoteur : CHU de Nantes

Ce document est remis a la personne participant a la recherche

Madame, Monsieur,

Le Centre Hospitalier et Universitaire de Nantes souhaite mener une recherche dont il est le
promoteur (c’est a dire qu’il en est responsable et qu’il 'organise).

L’objectif de la recherche est de comprendre le fonctionnement de la perte osseuse qui a pu
étre observée dans de nombreuses études chez les patients présentant une hémophilie.
L’amélioration des connaissances dans ce domaine pourrait permettre une meilleure prise en charge
diagnostique et thérapeutique des patients dans votre cas.

Pour ce faire, nous allons étudier les monocytes sanguins (une population spécifique de
globules blancs) ainsi que les protéines sanguines impliquées dans I'os et I'inflammation.

La recherche va se dérouler sur une période de 1 an en recrutant des patients hémophiles se
présentant dans le cadre d’'une consultation de suivi de leur maladie. Lors de cette derniére, nous
allons prélever des tubes de sang supplémentaires permettant de faire les analyses prévues. De plus,
nous vous proposerons un questionnaire permettant d’évaluer votre activité physique. A la suite de
cette rencontre, il n'y aura pas de suivi spécifique ni d’analyses ultérieures dans le cadre de cette
recherche.

De plus, cette recherche est réalisée a partir de données médicales collectées au cours de votre prise
en charge habituelle via votre dossier médical personnel électronique et grace aux réponses que vous
apporterez aux questionnaires qui vous seront remis. Elle pourra également comprendre les données
relatives a vos habitudes de vie.

Les échantillons de sang pourront étre utilisés pour d’autres recherches. C’est pourquoi un formulaire
d’'information et de recueil de consentement spécifique a cette biocollection vous est présenté en
paralléle du présent document.

Votre participation a la recherche, au cas ou vous donneriez votre accord, ne pourra vous étre
confirmée qu’a la condition que vous remplissiez tous les critéres d’inclusion pour participer a cette
recherche.

Cette recherche ne présente pas de risque pour votre santé. Les résultats qui en seront issus ne
permettront pas d’apporter des informations pertinentes pour votre santé en particulier. lls favoriseront
le développement des connaissances dans le domaine de la santé osseuse chez les patients
hémophiles et devront étre confirmés, ensuite, par des études cliniques complémentaires, afin de
permettre I'essor de nouvelles méthodes de diagnostic, ainsi qu’améliorer la prise en charge
thérapeutique.

Dans le cadre de cette recherche, un traitement informatique de vos données personnelles va étre
mis en ceuvre : cela permettra d’analyser les résultats de la recherche et de remplir I'objectif de la
recherche.

Pour cela, les données vous concernant seront recueillies dans un fichier informatique auquel aura
acceés le Promoteur de la recherche (CHU de Nantes).
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Afin d’assurer leur confidentialité, ces données seront identifiées par un numéro de code et vos
initiales.

Vos données pourront, dans des conditions assurant leur confidentialité, via des plateformes ou
serveurs sécurisés, faire I'objet de transferts nationaux ou internationaux (comme, par exemple, aux
personnes ou sociétés agissant pour le compte du CHU, aux autorités sanitaires habilitées) pour cette
étude, ou pour d’autres recherches ultérieures, exclusivement a des fins scientifiques.

Au sein de I'Europe la protection de vos données est garantie (Réglement européen UE 2016/679).
Hors Europe vos données pourront étre transmises dans des états n’ayant pas le méme niveau
d’exigence en termes de protection des données. Le cas échéant, le Promoteur prendra toutes les
mesures nécessaires pour protéger les données recueillies et devra s’engager a assurer un niveau de
sécurité équivalent a celui couvert par les lois frangaises et européennes pour les données envoyées
a I'étranger. Si vous le souhaitez, vous pouvez obtenir la copie de I'ensemble des mesures prises
pour assurer 'ensemble de la protection de vos données auprés du Délégué a la Protection des
Données (DPO) voir en fin de document, paragraphe « vos contacts ».

Vos données seront susceptibles d’étre exploitées dans le cadre de publications ou de
communications ; dans ce cas votre anonymat sera préservé.

Conformément aux dispositions de la loi relative a I'informatique aux fichiers et aux libertés (loi
modifiée du 6 janvier 1978), de la loi n° 2018-493 du 20 juin 2018 relative a la protection des données
personnelles et du Réglement (UE) 2016/679 du Parlement européen et du Conseil du 27 avril 2016
relatif a la protection des personnes physiques a I'égard du traitement des données a caractére
personnel et a la libre circulation de ces données (RGPD), vous disposez d’'un droit d’accés, de
rectification, de portabilité, de limitation et d’opposition du traitement de vos données personnelles.
Quant au droit d’effacement, si vous décidez de retirer votre consentement pour participer a la
recherche, les données obtenues avant que celui-ci n’ait été retiré seront utilisées conformément a
l'article L.1122-1-1 du CSP. Les données recueillies aprés le retrait de votre consentement ne seront
pas utilisées pour cette recherche et resteront destinées a l'usage strict du soin. Vous pouvez
également porter une réclamation auprés d'une autorité de contréle (CNIL pour la France :
https://www.cnil.fr/fr/webform/adresser-une-plainte/).

Ces données pourront étre utilisées lors de recherches ultérieures exclusivement a des fins
scientifiques. Vous pouvez retirer votre consentement a cette utilisation ultérieure ou exercer votre
faculté d’opposition a tout moment.

Vous pouvez également accéder directement ou par l'intermédiaire d'un médecin de votre choix a
'ensemble de vos données médicales en application des dispositions de I'article L 1111-7 du Code de
la Santé Publique.

Vos données seront conservées tout au long de la recherche. Aprés la fin de la recherche, les
données seront archivées pour une durée de 15 ans, puis détruites.

L’investigateur pourra vous informer, sur votre demande, des résultats globaux de cette recherche.

Pour en savoir plus ou exercer vos droits concernant vos données, voir en fin de document,
paragraphe « vos contacts ».

Cette recherche est conforme :

- a la loi « Informatique et Libertés » du 6 janvier 1978 modifiée et la loi n® 2018-493 du 20 juin 2018
relative a la protection des données personnelles

- au Réglement (UE) 2016/679 du Parlement européen et du Conseil du 27 avril 2016 relatif a la
protection des personnes physiques a I'égard du traitement des données a caractére personnel et a la
libre circulation de ces données (RGPD).

Ce projet ainsi que le présent document ont été présentés au Groupe Nantais d’éthique dans le
domaine de la Santé.

Votre participation a cette recherche est libre. Vous pouvez refuser de participer a cette recherche, et
vous pouvez a tout moment vous retirer de cette recherche, sans préjudice. Cela naura aucune
conséquence sur la qualité des soins qui vous seront donnés ; vous devez simplement en informer
l'investigateur.
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VOS CONTACTS :

Pour toute question concernant l'étude, retrait de consentement, ou pour exercer vos droits

concernant vos données (acces, rectification, etc...), votre contact privilégié est :

L’investigateur coordonnateur de la recherche :

Fouassier Marc

D<ILaboratoire d’hématologie-hémostase 1 place Alexis Ricordeau, 44093 Nantes CEDEX 1

@02. 40 08 40 49

Pour toute question générale sur le traitement de vos données :

Le promoteur de la recherche, responsable du traitement :
CHU de Nantes, direction de la recherche

5 allée de I'lle Gloriette, 44093 NANTES Cedex 1

Le Délégué a la Protection des Données (DPO) :

vosdonneespersonnelles@chu-nantes.fr

(pavé a conserver si nécessaire : consentement écrit non obligatoire)
A compléter par la personne participant a la recherche

Prénom/NOmM ...

J’accepte que mes données soient utilisées pour cette recherche : [ oui O non
Date: .......... loviiini. Lovoiiiiiinn.

Signature :
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Annexe 5 : Questionnaire d’activité HAL

UMC Utrecht
Van Creveldkliniek

_iste

A \
0\

d’ . ctivites

.emophilie

Date S Version 2.0 2015
Version Frangaise

. . © Van Creveldkliniek
Patient ID: ..o University Medical Centre Utrecht
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Liste d"Activités lides a I'Hémophilie $U%

Introduction

Nous vous présentons la Liste d'Activités liees a 'Hémophilie (LAH). Le
présent questionnaire renferme une liste de plusieurs activités qui pourraient
étre difficiles a accomplir par des personnes atteintes d'hémophilie. Il vise a
évaluer la facilite avec laquelle vous pouvez faire ces activités.

Généralités

Lorsque vous répondez aux questions, veuillez considérer uniquement votre
expeérience personnelle. Pour chacune des activités, on vous demande si
vous avez éprouve une difficulté quelconque a exécuter cette activité au
cours du dernier mois, a cause de I'hnémophilie. Vous aurez six (ou parfois
sept) options de réponses différentes. Répondez a chacune des questions en
cochant la case qui décrit le mieux votre situation.

Par example:
Au cours du dernier mois, a cause de I'hémophilie, avez-vous eu de la difficulté

a:

Ne le fais Toujours un  Souventun Parfoisun Rarement Jamais un
jamais Impossible probléme probléeme  probléme un probléme probléme

Utiliser les transports publics

(autobus, train, métro, tram) o O 02 o4 04 o8 e

Vous devez cocher une seule case pour chacune des questions. Choisissez
I'option «Ne le fais jamais » si vous n'avez jamais accompli cette activité en
particulier, ou si vous n'avez jamais eu besoin de la faire. L'option « Ne le fais
jamais » est offerte seulement dans le cadre de certaines activités. Il existe
une différence entre les options « impossible » et « Toujours un probléme ».
Dans le cas de « Toujours un probléme », vous étes en mesure d'exécuter
I'activité mais avec difficultés, quant a « Impossible », vous étes incapable
d'exécuter cette activité.

Il est trés important de répondre a toutes les questions méme si une question
vous semble sans importance dans votre cas ou que vous n'avez aucune
opinion pour cette question. Si vous hésitez, essayez de cocher la réponse
qui décrit le plus préciseément votre situation.

Le questionnaire prendra de 5 a 10 minutes a remplir.
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Liste d"/ctivités liées 2 I'Zémophilie $U% e

Se coucher / s'asseoir / s'agenouiller / se tenir debout

Au cours du dernier mois, a cause de votre hémophilie, avez-vous eu de la
difficulté a :

Toujours un  Souvent un Parfoisun Rarement  Jamais un
Impossible probléme probléme  probléme un probléme probléme

Vous asseoir (ex. : sur une chaise ou
un sofa) 04 0, 03 04 0s 0

Vous lever d'une chaise avec
accoudoirs 0, 0, 0s 0.4 Os Os

Vous lever d'une chaise sans
accoudoirs 0, 0, 03 O. Os Os

Vous mettre a genoux / vous
accroupir 0, 0 03 0.4 Os Os

Vous pencher vers |'avant

04 03 03 0,4 Os Os
Vous agenouiller pour de longues
périodes de temps 04 0, 03 04 0s Os
Vous accroupir pour de longues
périodes de temps 0 0, 03 04 0s 0s
Vous tenir debout pour de longues
périodes de temps 04 0, 03 0.4 0s 0s
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Fonctionnement des Jambes

Au cours du dernier mois, a cause de votre hémophilie, avez-vous eu de la
difficulté a :

Toujoursun Souventun Parfoisun Rarement Jamaisun
Impossible  probléme probléme  probléme un probléme probléme

Marcher sur de courtes distances 0 0, 04 O 0s Oe
(moins d'un kilométre /15 minutes)

Marcher sur de longues distances 0, 0, 04 04 05 0s
(plus d'un kilométre /15 minutes)

Marcher sur une surface molle (ex. : 0, 0> 0, 0.4 0s O¢
sur le sable ou dans la forét)

Marcher sur une surface inégale (ex.: o, 0, 04 04 0s 0s
sur des pavés, des hautes bordures
de trottoir, des seuils)

Vous promener sans vous presser 0, 0, 05 0.4 0s 06
(ex. : faire du léche-vitrine)

Monter les escaliers 0, 0, 0, 0, 05 0
Descendre les escaliers 0, 0, 0, 04 0s O¢
Courir (ex. : pour attraper l'autobus) 0, 0, 0s 0. 05 O
Sauter 0, 0, 0, 0 05 06
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Liste d"Activités liées a I'Hémophilie

UMC Utrecht
Van Creveldkliniek

Fonctionnement des Bras

Au cours du demier mois, a cause de votre hémophilie, avez-vous eu de la

difficulté a :

Soulever des objets lourds

Transporter a deux bras des objets
lourds

Effectuer des mouvements
demandant une dextérité fine des
mains (ex. : fermer des boutons de
manchette)

Saisir un objet au-dessus de votre
téte (ex.: sur le haut d'une étagére)

(oF

(OF]

04

04

Utilisation des moyens de transports

Toujours un  Souventun Parfois un
Impossible probléme

(O

(o))

probléme

(O F

O3

Rarement Jamais un

probléme un probléme probléme

(O

O

O.

Os Os
Os Os
Os Os
Os Os

Au cours du dernier mois, a cause de votre hemophilie, avez-vous eu de la

difficulté a :
Ne le fais Toujours un  Souventun Parfoisun Rarement  Jamais un
Jamals  |mpossible probléme probléme  probléme un probléme probléme
Faire du vélo
Os (O3 (o O3 04 Os Oe
Monter et descendre d'une
voiture 0% 04 02 03 0 0s 06
Utiliser les transports publics
(autobus, train, métro, tram) 0% 0, 0, 05 0. 0s 06
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UMC Utrecht
Van Creveldkliniek

Soins personnels

Au cours du dernier mois, a cause de votre hémophilie, avez-vous eu de la

difficulté a :

Toujours un  Souvent un Parfois un

Rarement

Jamais un

Impossible  probléme probléme  probléme un probléme probléme

Vous sécher tout le corps

(o] 1 (o] 2 (o] 3 (0] 4 0 5 (o] 6
Enfiler une chemise, un chandail, etc.

1 0, (O 04 Os Osg
Enfiler des chaussettes et des
chaussures 0, 0, 0, 0,4 0 o
Mettre une cravate ou fermer le
bouton supérieur d'une chemise 0, 0, 03 0, 05 Os
Vous essuyer apres étre allé a la
toilette 0, 0, 0, 04 05 Os
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Taches domestiques

Au cours du dernier mois, a cause de votre hémophilie, avez-vous eu de la
difficulté a :

Ne le fais Toujours un  Souventun Parfoisun Rarement Jamais un
jamais Impossible  probléme probléme  probléme un probléme probléme

Faire les courses (épicerie,
boissons, etc.) 0s 0 0, 03 0 Os 0s

Laver la vaisselle, nettoyer le

plan de travail 0s 0, 0> 03 0. Os 0s
Nettoyer la maison

Os 04 (o P 03 (O Os Os
Exécuter d'autres taches
domestiques (repasser, faire o o o o o o o
les |ItS) 8 1 2 3 4 5 6
Faire de petits travaux (a
l'intérieur et autour de la o o o o o o o
maISOl’l) 8 1 2 3 4 5 6
Faire du jardinage

O3z 04 (o P 03 04 Os Os
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i

Van Creveldkliniek

Sports et activités de loisirs

Au cours du dernier mois, a cause de votre hémophilie, avez-vous eu de la

difficulté a :

Ne le fais Toujours un Souvent un Parfoisun Rarement  Jamais un
jamais Impossible  probléme probléme  probléme un probléme probléme
Jouer (dehors, ex. : avec vos
enfants) 0s 04 0, 03 0. 0s 0s
Pratiquer un sport
Og 04 0 03 04 Os Os
Sortir (théatre / cinema /
museée / bar) Os 0, 0, 05 04 0s o
Pratiquer des passe-temps
Og 04 0 03 04 Os Os
Danser
(0] 8 e} 1 0 2 0 3 0 4 0 5 o 6
Partir en vacances (avec
activités physiques) 0s 0, 0. 03 04 0s 0s
Partir en vacances (sans
activité, ex. : plage/hotel) 0s 0, 0 03 04 0s 0¢
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Titre de These :

Etude clinico-biologique du métabolisme osseux chez le patient hémophile

(Protocole BoHem)

RESUME

L’hémophilie, pathologie rare de I'hnémostase, est associée a une baisse de la
densité osseuse. Objectifs : déterminer la prévalence de l'atteinte osseuse chez
I'hémophile et en identifier les facteurs de risque cliniques associés. Evaluer les
mécanismes impliqués dans le remodelage osseux, dont les parametres
inflammatoires. Méthodes : Cette étude monocentrique et prospective a recueilli les
données de densité minérale osseuse (DMO), de cytokines de linflammation,
d'immunophénotypes monocytaires et de biomarqueurs osseux chez des patients
hémophiles majeurs recrutés au CHU de Nantes. Résultats : Sur 62 patients
hémophiles, 19 patients (30,7 %) avaient une baisse de la DMO. Les facteurs de
risque retrouvés étaient 'age, la sévérité de la maladie, les infections virales (VIH et
VHC) et l'arthroplastie des membres inférieurs. Les patients présentaient un profil
inflammatoire sur 'analyse des cytokines et des monocytes par rapport aux témoins,
sans qu’un lien significatif puisse étre mis en évidence avec la DMO. Conclusion :
La prévalence d’une atteinte osseuse est élevée chez ’hémophile. Il conviendrait de
prévoir un dépistage systématique de la DMO afin d’améliorer la prise en charge de
la santé osseuse dans cette maladie. Le role de I'impact de l'inflammation sur I'os
reste a définir dans cette population avant d’envisager d’éventuelles thérapeutiques

ciblées.
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