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Liste des abréviations

AABB : association for the advancement of
blood and biotherapies (association pour
I'avancement du sang et des biothérapies)

ABC : america’s blood centers (centres
américains du sang)

AIT : accident ischémique transitoire

ANSM : agence nationale de sécurité du
médicament et des produits de santé

ARC : american red cross (croix rouge
américaine)

ASE : agent stimulant I'érythropoiése

AVC : accident vasculaire cérébral

BAC : baccalauréat

BEP : brevet d’études professionnelles
BFU-E : burst-forming units-erythroid (cellules
de la lignée érythroide formant de grandes
colonies)

BPF : bonnes pratiques de fabrication

CA : anhydrase carbonique

CAP : certificat d’aptitude professionnelle

CAT : catalase

CB : hémoglobine issue de la culture
bactérienne

CFU-E : colony-forming units-erythroid
(précurseurs de la lignée érythroide)

CFU-GEMM : colony forming units,
granulocyte erythroid macrophage
megakaryocyte (unités formant des colonies
de granulocytes érythrocytes macrophages
mégacaryocytes)

CGR : concentré de globules rouges

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CMV : cytomégalovirus

CNIL : commission nationale de I'informatique
et des libertés

CPA.i : cellule présentatrice d’antigénes du
systéeme immunitaire
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CS : globules rouges cultivés a partir de
cellules souches

CSE : cellule souche embryonnaire

CSH : cellule souche hématopoiétique
CSPi : cellule souche pluripotente induite
CO; : dioxyde de carbone

DF : degré de liberté

EFS : établissement francgais du sang
EPO : érythropoiétine

FDA : food and drug administration
(administration des aliments et des
médicaments)

FIt-3 : tyrosine kinase-3 des cellules souches
H.O: : peroxyde d’hydrogéne

Hb : hémoglobine

HBOC : transporteur de dioxygéne a base
d'hémoglobine

HBV : virus de I'népatite B

HCV : virus de I'hépatite C

HIV : virus de 'immunodéficience humaine
HLA : antigene leucocytaire humain

HPA : antigéne plaquettaire humain

HPV : papillomavirus humain

HSP : protéine de choc thermique

IDM : infarctus du myocarde

IGF-1 : facteur de croissance 1 analogue a
l'insuline

IL : interleukine

INSEE : institut national de la statistique et
études économiques

IRA : insuffisance rénale aigué
ISBT : international society for blood
transfusion (société internationale de

transfusion sanguine)

LAL : lysat d’'amcebocyte de limule



M : moyenne

NO : oxyde nitrique

NS : non significatif

O, : dioxygene

OMS : organisation mondiale de la santé

PBM : patient blood management (ou gestion
du capital sanguin)

PEG : polyéthyléne glycol
PFBE : (perfluorobutyl) éthyléne
PFC : perfluorocarbone

PFD : perfluorodécaline

PFDB : perfluorodecylbromures
PFOB : perfluorooctyl-bromure
PFTPA : perfluorotripropylamine

PHP : hémoglobine pyridoxalée
polyoxyéthylene

PPAR-a : récepteur activé a par les
proliférateurs des peroxysomes

pRB : protéine du rétinoblastome
PSL : produit sanguin labile

REACH : registration, evaluation, authorization
and restriction of chemicals (enregistrement,

évaluation, autorisation et restrictions des
substances chimiques)

RESTORE : recovery and survival of stem cell
originated red cells (récupération et survie des
globules rouges issus de cellules souches)

SAG-M : solution saline, adénine, glucose,
mannitol

SCF : facteur de stimulation des colonies

SD : écart-type

SEM : erreur standard a la moyenne

SID : sang issu de don de sang

SOD : superoxyde dismutase

TACO : cedeme pulmonaire aigu de surcharge

TGF-B : facteur de croissance de
transformation

TNF : facteur de nécrose tumorale

TPO : thrombopoiétine

TRALI : cedéme pulmonaire aigu lésionnel
TRICC : Transfusion Requirements in Critical
Care (Exigences transfusionnelles en soins

intensifs)

VM : hémoglobine issue du ver marin
Arenicola marina

WNV : virus West Nile
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Introduction

De la théorie des humeurs de Hippocrate et Galien jusqu’a la découverte des groupes
sanguins par Karl Landsteiner, le sang occupe une place importante dans I'histoire de
’humanité. Le médecin et philosophe Albert Schweitzer disait au XX® siecle : "Le sang
ne se remplace pas. Il se donne." Cette citation met en avant la nécessité des dons de
sang. Pourtant les avancées récentes de la médecine font qu’aujourd’hui il est possible
de remplacer certaines fonctions ou parties de notre organisme. Obtenir un sang
artificiel n’est pas encore possible mais certaines fonctions du sang sont sur le point
d’étre remplagables avec des substituts érythrocytaires d’origine artificielle.

Le sujet porte sur I'étude de plusieurs substituts érythrocytaires d’origine artificielle :
les perfluorocarbones, les transporteurs d’oxygene a base d’hémoglobine issue de la
culture bactérienne, 'hémoglobine extracellulaire issue de Arenicola marina et les
globules rouges cultivés a partir de cellules souches. Le sujet estimportant car au XXI°®
siecle des pénuries de sang de plus en plus fréquentes perturbent les systemes de
santé et mettent en danger des patients toujours plus nombreux. Remplacer les
concentrés de globules rouges est donc un enjeu de santé publique car cela pourrait
permettre de répondre a des besoins en sang toujours plus importants.

Dans ce travail plusieurs problématiques sont étudiées : est-ce qu'il existe a ce jour
des produits sanguins d’origine artificielle permettant de remplacer les concentrés de
globules rouges ? Est-ce que ces produits peuvent arriver sur le marché et trouver leur
place dans la stratégie thérapeutique du traitement de 'anémie ? Quelle est I'opinion
de la population sur ces produits ? L’objectif de ce travail est de faire un état des
connaissances sur les solutions artificielles existantes a ce jour, d’évaluer chacune
d’entre elles sur plusieurs domaines de compétence du pharmacien (clinique,
économique, industriel, réglementaire, santé publique), d’évaluer 'acceptation de ces
produits dans la population générale et ainsi de proposer des recommandations pour
chaque substitut érythrocytaire d’origine artificielle étudié.

Pour faire la synthése des solutions existantes a ce jour, une recherche de la littérature
est réalisée. Pour évaluer l'acceptation des substituts eérythrocytaire d’origine
artificielle, une enquéte de terrain est réalisée dans le cadre de ce travail auprés d’un
échantillon de donneurs de sang de nationalité frangaise. L’acceptation globale de 4
substituts érythrocytaires est évaluée et est complétée par I'étude de 3 aspects liés a
I'acceptation — le risque, I'efficacité théorique et I'éthique — avec I'échelle de Likert.

La premiéere étape de ce travail est de rappeler la physiologie du sang ainsi que
différents aspects concernant le don de sang et la transfusion sanguine : I'historique,
les concentrés de globules rouges, I'hémocompatibilité et les complications
transfusionnelles, les tensions en produits sanguins et les mesures de gestion du
capital sanguin. La deuxiéme étape de ce travail est d’établir I'état des connaissances
actuelles concernant les substituts érythrocytaires d’origine artificielle : leur historique,
leurs indications, leurs avantages par rapport aux produits sanguins d’origine naturelle
et leur classification. La derniere étape de ce travail est de présenter les résultats de
'enquéte concernant 'acceptation des 4 substituts érythrocytaires d’origine artificielle
et de discuter de recommandations sur la stratégie thérapeutique pour chaque produit.
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1. Sang

Le sang est un fluide corporel qui constitue preés de 7 % du poids total du corps humain.
Le sang est composé a 60% de plasma et a 40% de cellules. (1,2) Le plasma est un
liquide de couleur jaune clair composé a 90% d’eau. Les autres composants sont des
protéines (albumine, immunoglobuline, enzymes, hormones), des substances
inorganiques (calcium, bicarbonate, fer), des substances organiques (nutriments :
sucre, acide aminé, lipide ; produits de dégradation : urée, créatinine) et des gaz
(dioxygene ou Oz, dioxyde de carbone ou COz2). Les composants cellulaires (appelés
également les éléments figurés du sang) sont les érythrocytes, les thrombocytes et les
leucocytes. Les thrombocytes (ou plaquettes) sont des cellules dépourvues de noyau
qui participent a la coagulation du sang. Les leucocytes (ou globules blancs) qui sont
des cellules possédant un noyau et qui se distinguent en 3 catégories. D’abord les
monocytes qui ont pour rdle principal la phagocytose des débris cellulaires, ce sont les
« cellules dépolluantes » du tissu sanguin. Ensuite les lymphocytes qui se composent
en deux sous-groupes: les lymphocytes B, pour l'immunité humorale dont la
production d'immunoglobuline, dirigés contre le pathogene cible, ce sont les « usines
a anticorps » ; et les lymphocytes T pour I'immunité cellulaire et la régulation de
limmunité humorale, ce sont les « chefs d’orchestre » de limmunité. Enfin les
granulocytes qui ont une fonction de phagocytose et qui sont composés en trois sous-
groupes de polynucléaires : les neutrophiles ; les éosinophiles contenant de
I'histamine et de I'héparine ; et les basophiles pour la réponse allergique. (1)

Les érythrocytes ou hématies ou globules rouges sont le composant cellulaire
prédominant du sang. Ce sont des cellules de forme discoide biconcave dépourvues
de noyau avec un diamétre radial de 6 a 8 um. Leur réle est de transporter 'Oz des
poumons vers les tissus et le CO2dans le sens inverse. Les globules rouges ont une
durée de vie de 100 a 120 jours in vivo et 35 a 49 jours in vitro en fonction des
conditions de stockage, du type d’anticoagulant utilisé et du type de solution de
conservation utilisée. (1-3)

Lorsque le sang est centrifugé, les globules rouges représentent en moyenne 40 a 45
% du volume sanguin total (c’est-a-dire I'hématocrite). Le taux d’érythrocyte est
compris entre 4,2 et 5,2 x 1012 globules rouges par litre de sang chez la femme et
entre 4,5 et 5,7 x 102 globules rouges par litre de sang chez 'homme. Quant a
I’'hnémoglobinémie elle est comprise entre 12 et 16 g /dL de sang chez la femme et
entre 13 et 17 g /dL de sang chez 'homme. Le nombre de globules rouges varie
généralement entre 4,7 et 6 milliards par mL, ce qui est 500 fois plus élevé que les
globules blancs circulants (leucocytes : 4 a 11 millions par mL) et 10 a 20 fois plus
élevé gue les plaquettes (thrombocytes : 150 a 500 millions par mL). On estime qu'un
adulte moyen possede 20 a 30 trillions de globules rouges en circulation, ce qui
représente prés de la moitié de toutes les cellules du corps humain. (2)
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L’hémoglobine (Hb) est une molécule contenue dans les globules rouges chez
'Homme qui permet le transport de 'Oz et du CO2 dans l'organisme. Chez I'adulte,
chaque globule rouge contient 27 a 31 picogrammes d’hémoglobine, soit environ 250
millions de molécules d’hémoglobine. (4) La structure de ’'hémoglobine est déterminée
en 1959 par Max F. Perutz (1914 — 2002) (voir Figure 1) qui recoit le Prix Nobel de
Physiologie et de Médecine en 1962 avec John C. Kendrew pour la découverte. (5,6)

Figure 1 : Max F. Perutz devant le modeéle d’hémoglobine en 1959 (a gauche) et aprés la reconstruction
du modele originel en 2000 (a droite). Crédit : Life Sciences Foundation, Nobel Prize Outreach AB 2023.

L’hémoglobine est un tétramere protéique de petite taille : 64 458 Da (7). La protéine
constitutive est la globine. C’est une sphéroprotéine qui se présente sous forme de
deux paires : une paire de chaines de globine a et une paire de chaines de globine 3
formant 'HbA (022 : hémoglobine majoritaire chez I'adulte sain). Il existe également
la globine & composant de 'HbAz (0282 : hémoglobine minoritaire chez I'adulte sain,
environ 2,5%) et la globine y composant de I'HbF (azy2 : hémoglobine majoritaire chez
le feetus jusqu’a la naissance). Chaque chaine est liée a une partie non protéique
constituée d’'un héme avec un atome de fer sous forme réduite / ferreux (Fe2*) qui fixe
I'O2 de maniere réversible pour un total de 4 hemes par molécule d’ hémoglobine (voir
Figure 2). (2,4,6,8)

Le 2,3-DPG (diphosphoglycérate) est une molécule régulatrice du transport de 'Oz
dans le sang: elle baisse [Iaffinité de I'O2 pour I'hémoglobine. De méme,
'augmentation de la température, la baisse du pH et 'augmentation de la Pco2
baissent I'affinité de 'O2 pour 'hémoglobine. Le 2,3-DPG limite la liaison entre I'O2 et
le fer de I'héme en favorisant la forme désoxy- ou forme T («tendue ») de
I’'hnémoglobine (forme la moins affine pour I'O2), ce qui permet d’éviter la rétention de
I'O2 dans la circulation sanguine et ainsi d’oxygéner les tissus. (2)

En physiopathologie, il existe différentes anomalies génétiques affectant
’'hnémoglobine des globules rouges qui conduisent a des hémoglobinopathies. La
drépanocytose (appelée également anémie falciforme) est une maladie qui se
caractérise par une anomalie qualitative de ’hémoglobine. Lorsque le géne codant
pour la globine B est mutée (la mutation principalement rencontrée est la substitution
Val 6 Glu), cela conduit a la production d’'HbS. (1,2) Bien que I'HbS ait un effet
« protecteur » contre le parasite Plasmodium falciparum (9), elle a tendance a
s’agréger avec d’autres HbS lorsqu’elle est sous sa forme désoxy-/T ce qui conduit a
la formation et a la précipitation d’un polymére d’HbS dans le cytoplasme du globule
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rouge lui donnant son aspect de « faucille ». Les patients atteints de drépanocytose
voient la durée de vie de leurs globules rouges diminuée a cause de leur manque de
déformabilité et de leur élimination précoce, de plus ils sont a haut risque d’occlusion
vasculaire (infarctus) a cause de I'effet pro thrombotique des globules rouges dont la
rigidité augmente tout comme la viscosité du sang. Les patients en phase de crise
drépanocytaire sont le plus souvent transfusés avec des concentrés de globules
rouges (CGR). (1,2)

Figure 2 : Structure quaternaire de I'hémoglobine humaine : 2 sous-unités a (en rouge : comportant
chacune 7 hélices a) et 2 sous-unités 8 (en bleu : comportant chacune 8 hélices a) forment le tétramere
fonctionnel de I'hémoglobine. Chaque sous-unité est liée a un groupement heme (en vert). Le 2,3-DPG
(en orange) se fixe via des liaisons faibles dans la cavité créée par les 2 sous-unités B. Crédit : Richard
Wheeler (2007), Yikrazuul (2010), LHcheM (2012).

L’autre hémoglobinopathie est la thalassémie : c’est une maladie qui se caractérise
par une anomalie quantitative de I'hémoglobine. Le plus souvent les mutations
affectent les génes codant pour la globine a et la globine B. Lorsque ces génes sont
touchés, cela conduit a la baisse voire a l'arrét de la production de la protéine
correspondante. Pour la globine a l'issue est souvent fatale in utero car elle constitue
toutes les hémoglobines chez 'homme. Cependant la mutation du géne codant pour
la globine B est viable mais les globule rouges produits sont microcytaires et
hypochromes avec une durée de vie réduite, de plus les précurseurs érythrocytaires
sont souvent détruits dans la moelle a cause de la précipitation cytoplasmique des
chaines de globine a produites en excés pour pallier le manque de chaines de globine
B. Tout comme la drépanocytose, lorsque les patients sont hétérozygotes sur le géne
muté, les conséquences cliniques sont relativement limitées. Cependant lorsque le
patient est homozygote récessif, les conséquences sont graves : anémie sévere
(moins de 3 a 4 g/dL) pouvant conduire au déces si le patient n’est pas transfusé. De
plus, la thalassémie aboutit a une érythropoiese inefficace et une clairance augmentée
ce qui affecte les organes impligués dans ce processus : splénomégalie,
hépatomégalie, hyperplasie médullaire et osseuse. (1,2)
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La National Library of Medicine définit 'hématopoiése comme « le développement et
la formation de divers types de cellules du sang ». L’hématopoiése est également
'ensemble des mécanismes physiologiques qui concourent a la fabrication et au
remplacement continu et régulé des cellules sanguines tout au long de la vie.
L’hématopoiése débute trés tot chez 'humain (a partir de 3 semaines d’aménorrhée).
Avant la naissance, 'hématopoiése est a un stade primitif et se déroule dans divers
organes : d’abord dans le sac vitellin ou les cellules nucléées soutiennent la croissance
et la survie de I'embryon puis du feetus, puis dans le foie et la rate.

L’hématopoiése passe ensuite a un stade définitif lorsqu’elle est faite par la moelle
osseuse. A la naissance, la moelle osseuse devient le lieu exclusif de I'hématopoiese
et ce pour le reste de la vie. (10,11).

L’acteur principal de 'hématopoiése est la cellule souche hématopoiétique (CSH). Les
CSH sont des cellules rares présentes dans le sang périphérique, le sang de cordon
ombilical et la moelle osseuse. Elles ont des propriétés spécifiques par rapport au reste
des cellules de l'organisme : d’une part l'auto-renouvellement qui leur permet de
conserver un pool de CSH constant ; d’autre part la multipotence qui leur permet de
générer n’importe quelle cellule de leur lignée cellulaire : au global, elles sont capables
de générer un systeme hématopoiétique complet. (12)

L’érythropoiése est une branche de I'hématopoiése dédiée a la formation et au
développement des globules rouges. Elle conduit a la production de 2 millions de
globules rouges par seconde soit environ 10! réticulocytes par jour ce qui correspond
a 1% des globules rouges en circulation. De plus, I'érythropoiése est un systéme
homéostasique, c’est-a-dire que le nombre de globules rouges produits chaque jour
correspond au nombre de globules rouges sénescents qui sont détruits par
'organisme. (2)

L’érythropoiese se fait en plusieurs étapes (voir Figure 3) : d’abord les CSH de la
moelle osseuse de I'adulte se différencient en progéniteurs myéloides communs a
toutes les lignées cellulaires du tissu sanguin (CFU-GEMM). Ensuite les CFU-GEMM
se différencient en progéniteurs mégacaryocytes-érythroides (BFU-E), ces cellules
sont des unités érythroides formatrices de grandes colonies dotées d’'une capacité de
prolifération importante (11 a 12 divisions cellulaires). Ensuite ces cellules s’engagent
dans la lignée érythrocytaire en se différenciant en progéniteurs unipotents limités a la
lignée érythroide (CFU-E), ces cellules sont des unités érythroides formatrices de
colonies avec une capacité de prolifération diminuée par rapport aux BFU-E (2 a 3
divisions cellulaires). Ensuite les progéniteurs vont devenir des précurseurs qui
subissent des étapes de maturation nucléo-cytoplasmique et d’expansion (mitoses).
Le premier précurseur est le proérythroblaste, puis I'érythroblaste basophile (ou
érythroblaste précoce), puis I'érythroblaste polychromatique (ou érythroblaste tardif)
puis I'érythroblaste orthochromatique (ou érythroblaste acidophile). Enfin, ces cellules
vont perdre leur noyau (étape d’énucléation ou le noyau devient un pyrénocyte) et
deviennent des réticulocytes qui migrent ensuite de la moelle osseuse vers la
circulation sanguine et terminent leur maturation (ils vont perdre leurs organelles) pour
devenir des globules rouges matures. (2,11,12)

L’érythropoiése est régulée a chaque étape par de nombreuses molécules : des
facteurs extra-cellulaires (les cytokines et la fibronectine) et des facteurs intra-
cellulaires (les facteurs de transcription et les miARN) (voir Figure 3). (12)
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Figure 3 : Vue d'ensemble de I'érythropoiese : régulation a plusieurs niveaux par de multiples protéines
et miIARN. La formation des globules rouges a partir de cellules souches hématopoiétiques est régulée
par la signalisation des facteurs externes tels que les cytokines (en bleu) et la fibronectine, et des
facteurs intracellulaires tels que les facteurs de transcription (en noir) et les miRNA (en rouge). Figure
adaptée et traduite a partir de Cooling L (2014) et Hattangadi SM, et al. (2011).
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2. Don de sang et transfusion sanguine

Le sang, la transfusion sanguine et leur intérét dans la thérapeutique chez 'Homme
débute t6t dans I'histoire de ’lhumanité. Les premiers écrits sont rapportés par le poete
et auteur Romain Publius Ovidius Naso (43 av. J.-C. — 17 ou 18 apr. J.-C.) dit Ovide,
dans le septiéme livre des Métamorphoses. Celui-ci décrit comment Médée la mére
de Jason veut rendre sa jeunesse a son beau-pére Eson : elle lui tranche la gorge pour
laisser son sang s’évacuer afin de le remplacer par un élixir. D’autres écrits sont relatés
par le philosophe et auteur Romain Gaius Plinius Secundus (23 av. J.-C. — 79 apr. J.-
C.) dit Pline I'’Ancien, qui décrit le comportement des spectateurs des combats d’aréne
lorsqu’un gladiateur succombe. Pensant que la force et la bravoure des gladiateurs est
présente dans leur sang, les spectateurs se précipitent sur le gladiateur vaincu pour
boire son sang. Cette pratique est ensuite interdite par 'empereur Septime Sévere en
193 apr. J.-C. Dans la méme période, le philosophe médecin et chirurgien Romain
Claudius Galenus (129 ap. J.-C. — 201 apr. J.-C.) dit Galien, conseille de boire le sang
d’'un chien ou d’'une belette afin de guérir de la rage. Galien s’inspire de la théorie
empirique des deux humeurs attribuée a Hippocrate dans les Collections
Hippocratiques (un ensemble de 67 traités rédigés entre 430 et 350 av. J.-C. qui pose
les fondements de la médecine grecque) pour aboutir a la plus récente des théories
des humeurs ou le sang et la bile noire s’ajoutent a la bile (jaune) et au phlegme pour
expliquer au moyen de quatre fluides vitaux tous les phénomeénes physiopathologiques
de 'Homme. La théorie de Galien influencera la médecine occidentale jusqu’au XVllle
siécle, comme au Moyen-Age ou la pratique de la saignée permet d’éliminer les
mauvaises humeurs et guérir le patient. (13,14)

L’utilisation du sang en application cutanée ou en breuvage pour améliorer la santé
revét une importance pour ’lHomme dans de nombreuses cultures par-dela la Gréce
Antique. Parmi les histoires rapportées : certains anciens rois d’Egypte prennent des
bains de sang ; les anciens Norvégiens boivent le sang des phoques et des baleines
pour soigner I'épilepsie et le scorbut et s’appliquent sur leur peau le sang d’'une
personne pour pouvoir transférer son pouvoir ; ou la légende du vampire qui vit
éternellement en buvant le sang de personnes vivantes. Une référence a une possible
transfusion est documentée durant I’Antiquité dans un ancien manuscrit hébreux dans
lequel Naaman, lieutenant de Ben-Hadad Il roi d’Aram, est soigné de la lepre aprés
que les médecins lui retirent des veines son sang pour lui administrer celui d’un autre.
(13) Cet écrit ne constitue pas la preuve de la premiére transfusion documentée de
I'histoire car une version plus connue de cet événement est décrite dans I’Ancien
Testament de la Bible ou ce méme lieutenant est guéri de la lepre aprés s’étre baigné
sept fois dans le fleuve Jourdain sur le conseil du prophéte Elisée.

L’époque médiévale ne présente pas d’intérét dans la transfusion sanguine car les
ecrits ne sont pas bien documentés et sont ambigus sur I'acte d’administration du
sang. Le plus souvent il est question d’'ingestion que de perfusion comme en témoigne
le premier acte transfusionnel controverse, documenté par I'historien Pasquale Villari
(1827 — 1917), réalisé entre 1490 et 1492 sur le pape Innocent VIII de son vrai nom
Giovanni Battista Cibo (1432 — 1492) : les trois jeunes garcons de dix ans dont
provenait le sang administré au pape sont morts tout comme ce dernier. (13)

C’est la découverte de la circulation sanguine par le médecin anglais William Harvey
(1578 — 1657) publiee dans 'ouvrage De Motu Cordis (1628) qui permet de marquer
le début de la physiologie sanguine. Cependant certains concepts confirmés par
Harvey ont déja été décrits par d’autres scientifiques : le médecin arabe Ibn al-Nafis
(1213 — 1288) décrit le transit pulmonaire du sang et la circulation capillaire et
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coronaire du sang dans I'ouvrage Commentaire de l'anatomie du canon d'avicenne
(1242). Le médecin espagnol Michael Servetus (1511 — 1553) décrit la fonction de la
circulation pulmonaire dans l'ouvrage théologique Christianismi Restitutio (1552).
Enfin le chirurgien italien Realdo Colombo (1516 — 1559) décrit dans I'ouvrage De Re
Anatomica (1559) que l'action principale du cceur est la contraction plutét que la
dilatation. (13)

Ensuite plusieurs scientifigues rapportent des systemes pour réaliser un acte
transfusionnel. La premiére transfusion entre deux poulets est réalisée et documentée
par le vicaire anglais Francis Potter (1594 — 1678) qui explique son expérience et le
systéme qu’il a congu dans une lettre en 1652 a son ami John Aubery. Le médecin
florentin Francesco Folli (1624 — 1685) publie un ouvrage en 1680 dans lequel il décrit
I'appareil de transfusion nécessaire pour une transfusion sanguine : un entonnoir relié
a une canule (or ou argent) par un tube (formé a partir d'une artére de chévre) et la
canule est insérée dans la veine du patient En 1658 le moine bénédictin francais
Robert des Gabets (1610 — 1678) documente que le Frere Eloi Pichot a créé en 1651
un instrument composé de deux petits tubes d'argent reliés par une petite bourse en
cuir pour réaliser une transfusion. (13)

Pendant plusieurs années, diverses expérimentations sont faites sur le modeéle animal.
En 1642 Georg von Wahrendorff injecte du vin puis des médicaments a un chien. Entre
1656 et 1657 l'architecte Christopher Wren (1632 — 1723) développe un instrument
pour réaliser une transfusion : il se compose d’'une vessie d’origine animale reliée de
part et d’autre par deux plumes qui servent de canules pour relier les deux organismes.
En 1663 Christopher Wren et Robert Boyle injectent diverses substances telles que
de la biere, du vin, de 'opium et des médicaments a un chien et leur expérience est
publiée dans le Journal Book of the Royal Society d’'une renommeée internationale et
édité par la Royal Society de Londres (créée en 1661). En novembre 1666, le médecin
et anatomiste anglais Richard Lower (1631 — 1691) réalise la premiére transfusion
documentée d’'un chien a un autre. Il documente son expérience dans le Transaction
of the Royal Society le méme mois. La méme année Richard Lower émet I'hypothése
gue la personnalité d’un sujet est liée d’'une maniére ou d’'une autre a son sang : bien
gu’influencé par la théorie des humeurs, il est inconsciemment sur la piste de la
compatibilité sanguine. En 1669 Richard Lower obtient la survie du modele animal
durant une transfusion. (13,15,16)

Cependant la premiére transfusion inter-espéece (de I'animal vers 'lhomme) est réalisée
en France le 15 juin 1667 par Jean-Baptiste Denis (1635 — 1704) médecin a la Cour
du roi Louis XIV et le chirurgien Paul Emmerez sur un jeune homme de 15 ans avec
du sang d’agneau. En Angleterre la premiére transfusion inter-espece est réalisée le
22 novembre 1667 par Richard Lower et son collegue médecin et anatomiste Edmund
King sur un homme (Arthur Coga) avec du sang de mouton. L’événement fait 'objet
d’'une compétition scientifique ou chacun revendique la primeur de la transfusion inter-
espéece. Jean-Baptiste Denis communique ses résultats le 22 juillet 1667 dans un
rapport adressé a la Royal Society de Londres qui publie ses résultats deux mois plus
tard le 23 septembre 1667 dans Philosophical Transactions. Richard Lower
communique également son rapport a la Royal Society de Londres qui les publie la
méme année dans ce méme ouvrage. (13,15-17)

L’engouement pour la transfusion subit un coup d’arrét retentissant suite a I'affaire
Antoine du Mauroy en 1668. Le patient de 34 ans atteint de maladie mentale est
transfusé par Jean-Baptiste Denis et Paul Emmerez a deux reprises. Bien que le
patient développe un syndrome hémolytique lié a l'incompatibilité inter-espéce, son
urine retrouve un aspect normal et son état général semble amélioré des le troisieme
jour. Quelgues mois plus tard, la femme du patient persuade les deux médecins de
faire une nouvelle transfusion car son mari traverse un nouvel épisode de violence et
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d’irritabilité : le patient décede le lendemain. Les médecins de la Faculté de Médecine
de Paris (issus d’'une autre corporation et formellement opposés a la transfusion)
profitent du déces du patient pour convaincre la veuve de poursuivre en justice les
deux médecins transfuseurs. Le procés pour meurtre se tient le 17 avril 1668 et
'enquéte innocente Jean-Baptiste Denis et Paul Emmerez: le patient a été
empoisonné a l'arsenic par sa femme. Cependant les médecins parisiens obtiennent
gue les transfusions soient réalisées apres accord de ces derniers et ainsi obtiennent
le contr6le de la procédure de transfusion qu'ils restreignent naturellement : aucune
autorisation de transfusion n’est délivrée par la Faculté de Médecine de Paris a partir
de cette décision de justice. Finalement, la transfusion sera interdite le 10 janvier 1670
par un arrét du Parlement de Paris qui qualifie d’acte criminel le fait de pratiquer la
transfusion. Peu apres, le Parlement d'Angleterre prend une décision similaire. Enfin
le Pape bannit a son tour la procédure de transfusion en 1679, confirmant I'arrét de
I'expérimentation transfusionnelle pour les 150 prochaines années, malgré la tentative
du docteur Cantwell (membre de la Faculté de Médecine de Paris) en 1749 qui se
prononce en faveur de la transfusion sanguine dans les cas d’extréme urgence
impliquant des pertes de sang importantes. (13,15,16,18)

L’histoire de la transfusion connait une renaissance grace au médecin obstétricien et
physiologiste James Blundell (1790 — 1877) diplémé a 'université d’Edimbourg. (19)
John Henry Leacock (1793 — 1828) diplémé en médecine & l'université d’Edimbourg
en 1817 (4 ans aprés Blundell) réalise des expérimentations sur I'animal et conclut que
le donneur et le receveur doivent étre de la méme espece pour permettre la survie du
receveur. Il conclut également que pour exercer la médecine transfusionnelle, il faut
travailler avec du sang provenant de 'Homme. (19,20) Les travaux de John H. Leacock
sont pour James Blundell une source d’inspiration : le 22 décembre 1818, James
Blundell réalise la premiere transfusion de sang humain avec le chirurgien Henry Cline.
Bien que le patient décéde deux jours plus tard, James Blundell réalise d’autres
transfusions avec du sang humain entre 1818 et 1829 (le taux de mortalité est élevé).
Mais en 1829, James Blundell sauve une jeune femme de 25 ans ayant fait une
hémorragie sévere du post-partum, confirmant l'intérét de la transfusion sur un tableau
hémorragique. Il défend lindication de la transfusion chez le patient hémorragique
sévere malgré les critiques formulées a I'encontre de la procédure qui présente un
risque important de déces, qu’il explique a cette époque par le risque d’injecter de l'air
au patient. Il travaille également I'hypothése selon laquelle la transfusion peut
ressusciter les patients ne respirant plus. Il documente plusieurs appareils pour
réaliser une transfusion indirecte dont /'impellor et le gravitator. Il décrit également le
fait que la transfusion directe (de veine a veine) était difficilement réalisable a cause
de la coagulation sanguine. En 1830 son intérét pour la transfusion décline et il met fin
a ses recherches. Hors de I'Europe, la transfusion est peu active au XIXe siécle : en
1854 aux Etats-Unis un rapport décrivant les actes transfusionnels a la Nouvelle
Orléans est publié. En Russie le médecin Andrei Martynovich Wolff réalise la premiere
transfusion d’homme a homme en 1832 aprés avoir été formé par James Blundell deux
ans auparavant. (19) Malgre les avancées de James Blundell, la transfusion reste une
procédure avec un risque de complications élevé. Pourtant, trois découvertes
successives permettent de sécuriser la médecine transfusionnelle.

La stérilisation : en 1865 Louis Pasteur (1822 — 1895) démontre que les micro-
organismes sont partout dans I'environnement, que certains peuvent causer des
infections et que lorsque I'on chauffe un liquide putrescible et qu’on le protege de l'air
on évite sa contamination par les micro-organismes. Cette découverte généralise la
stérilisation des instruments utilisés pour la transfusion sanguine et permet de réduire
le risque infectieux. (19)
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Les anticoagulants : a cause de la coagulation rapide du sang, la transfusion par voie
directe (du bras du donneur a celui du receveur) est la plus courante. En 1873 Sir
Thomas Smith propose la défibrination du sang mais la procédure est complexe. En
1890 les Francais Nicolas Maurice Arthus (1862 — 1945) et Calixte Pages établissent
gue le calcium est indispensable a la formation du caillot sanguin. lls démontrent que
lorsque le sang est immédiatement mélangé a de l'oxalate, il reste fluide pendant
plusieurs semaines dans le réfrigérateur. (17) Cette théorie est confirmée par les
expérimentations animales du bactériologiste Sir Almroth Edward Wright (1861 —
1947) en 1891 (21). En 1892 le physiologiste hollandais Cornelis Pekelharing
démontre qu’une solution de citrate 5% a un ratio 1:10 (une dose de citrate 5% pour
dix doses de sang) maintient le sang fluide : il attribue cet effet a I'affinité du calcium
pour I'acide citrique. En 1901 le pharmacologue italien Luigi Sabbatani (1863 — 1928)
compléte que le citrate de sodium suspend la coagulation en bloquant le calcium ionisé
du sang. En 1902 Arthus précise les modalités de I'anticoagulation ou il décrit que
I'oxalate et les tartrates précipitent le calcium du sang tandis que le citrate produit une
anticoagulation sans précipitation. Cette découverte permet de changer les
procédures transfusionnelles pour laisser place a la transfusion indirecte et ainsi
permettre de conserver les produits sanguins en vue d’une utilisation ultérieure.
Cependant la premiere transfusion humaine anti coagulée par du citrate n’intervient
que 12 ans plus tard en Belgique avec le médecin Albert Hustin en mars 1914, suivi
par le médecin Luis Agote en novembre 1914 (Argentine) et le médecin Richard
Lewisohn en 1915 (Etats-Unis). (17)

Les groupes sanguins: en 1901 le médecin et immunologiste autrichien Karl
Landsteiner (1868 — 1943) réalise la découverte la plus importante de I'histoire de la
transfusion sanguine. En réalisant des expérimentations d’agglutination de globules
rouges avec des sérums, il découvre les groupes sanguins A, B et C (appelé O a partir
de 1911) et permet de réduire les risques d’'incompatibilité transfusionnelle. L’année
suivante I'un de ses étudiants découvre le groupe sanguin AB. Le 10 décembre 1930
la découverte de Karl Landsteiner sur les groupes sanguins est récompensée par le
prix Nobel de physiologie ou médecine. En 1939 il devient professeur émérite a
I'Institut Rockefeller (Etats-Unis) et en collaboration avec Alexander Wiener et Philip
Levine, il découvre en 1940 le facteur rhésus (ou Rh) responsable de la maladie
hémolytique du nouveau-né. Le 14 juin est aujourd’hui utilisé pour féter la journée
mondiale du don de sang en hommage au jour de la naissance de Karl Landsteiner.
(15,17,19,22)

L’Odyssée de la transfusion sanguine est une histoire passionnante qui débute tres tét
a I'échelle de 'humanité et qui se construit au fil des siécles grace au génie et a la
détermination de nombreux scientifiques a travers le monde. Malgré des périodes de
doutes et de prohibition, les connaissances s’accumulent et les nombreuses
expérimentations sur I'animal puis sur ’lhomme permettent a la science de rationaliser
des concepts qui pendant longtemps sont expliqués par des croyances infondées.

2.2.1. Description des concentrés de globules rouges

Le CGR est un produit sanguin labile (PSL) tout comme le sont les concentrés
plaguettaires et le plasma. Pour obtenir un CGR, le sang total du donneur est d’abord
recueilli dans une solution de conservation anticoagulante et les globules rouges sont
séparés du plasma par centrifugation ou sédimentation (il est possible également
d’obtenir les globules rouges par aphérése — une procédure d’extraction de
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composants sanguins spéecifiques — mais la procédure est peu usitée pour les globules
rouges). La préparation des CGR est réalisée a partir du sang total dans un délai apres
le prélévement le plus souvent compris entre 2 et 24 heures, le sang total étant
maintenu avant séparation a une température comprise entre 18°C et 24°C. Plus
rarement, les CGR peuvent étre préparés au-dela de 24 heures et au plus tard 72
heures aprés le préléevement, la conservation du sang total devant alors se situer entre
2°C et 10°C. (23) Le CGR peut contenir de 160 a 275 mL de globules rouges (50 a
80g d'hémoglobine) et peut étre en suspension dans des quantités de plasma résiduel
variables (entre 20 et 100 mL) : on appelle cela un CGR « frais » et il est utilisé surtout
chez le nouveau-né et I'enfant jusqu’a 4 mois. (24)

Le CGR peut également étre supplémenté d’une solution additive : les globules rouges
en solution additive sont préparés en centrifugeant le sang total afin d'éliminer le plus
de plasma possible et en remplacant le plasma par 100 & 110 mL d'une solution
additive contenant généralement du D-glucose, de lI'adénine, du chlorure de sodium et
du phosphate de sodium monobasique ou du mannitol. L'hématocrite d’'un CGR en
solution additive se situe généralement entre 55 et 65% et la solution a une viscosité
plus faible que le CGR en suspension dans le plasma : son écoulement est similaire a
celui du sang total. Le CGR conservé en solution additive a une durée de conservation
de 42 jours a 4 £ 2°C. (24)

Enfin le CGR (en plasma ou en solution additive) peut étre déleucocyté : de la méme
maniére le CGR est préparé a partir d'une unité de sang total recueillie dans une
solution anticoagulante et contient initialement 1 a 10 x 10° globules blancs par unité
(le taux de leucocytes usuel chez ’'Homme étant compris entre 4 et 10 x 10° globules
blancs par litre de sang). La réduction leucocytaire est réalisée par filtration : soit peu
apres le préléevement (avant le stockage du PSL), soit apres stockage, parfois au
chevet du patient au moment de l'administration. La filtration diminue le contenu
cellulaire et le volume du sang en fonction des caractéristiques du systéeme de filtration
utilisé. Le CGR leucoréduit doit avoir un taux de leucocytes résiduel maximal compris
entre 1 et 5 x 108 globules blancs par unité (variable selon les normes en vigueur dans
chaque pays). Les filtres de réduction leucocytaire éliminent variablement d'autres
éléments cellulaires en plus des leucocytes, bien qu'au moins 85 % du contenu en
globules rouges avant la filtration doit étre conservé. La filtration des leucocytes permet
également de limiter d’'une part le risque de transmission du cytomégalovirus (CMV),
d’autre part de limiter le risque de réaction fébrile non-hémolytique due aux anticorps
présents dans les globules blancs. (24)

Les CGR frais, en solution additive et leucoréduits ne sont pas les seuls types de CGR.
Il existe d’autres types de CGR dont les différences résident dans leur mode de
préparation : le CGR irradié pour l'inactivation des lymphocytes et pour éviter un
syndrome de maladie du greffon contre I'hdte associé a la transfusion (par exemple
dans les cas de patients immunodéficients ou lors d’'une transfusion intra-utérine
foetale) ; le CGR laveé lorsque le patient a des antécédents de réaction anaphylactique
ou de réaction fébrile non-hémolytique suite a une transfusion ; le CGR cryopréservé
(le CGR est congelé a I'aide d’une solution de conservation : le diméthylsulfoxyde ou
le glycérol par exemple) lorsqu’un patient a un groupe sanguin trés rare (exemple : le
phénotype Bombay) ; le CGR pédiatrique qui est un CGR adulte divisé en 4 poches
de plus petit format, dans ce cas on préfere l'utilisation d’'une solution CPDA-1 (citrate,
phosphate, D-glucose, adénine) qui présente des propriétés anticoagulante et
additive. (23,24)
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2.2.2. Indications des concentrés de globules rouges

Les CGR sont indiqués pour la correction de 'anémie (« la diminution du nombre
d'érythrocytes circulants ou de la quantité d'hémoglobine » selon la National Library of
Medicine). L’indication prend en compte la nature de I'anémie, son intensité (aigué ou
chronique) et les manifestations cliniques associées. (25) La quantité moyenne de
CGR utilisée chez un patient est estimée a 1,7 unités (26,27) ou a 2,1 unités (28) selon
les études.

Les CGR sont utilisés dans les domaines principaux suivants : 'oncohématologie
(hémoglobinopathie, cancérologie, aplasie), la chirurgie (cardiovasculaire, digestive,
orthopédique, rachidienne, gynécologique, traumatologie, urologie, transplantation
d’organe) la medecine (hémorragie digestive, insuffisance rénale, cirrhose, anémie
chronique, anémie inflammatoire, cardiopathie, saignement, infections et septicémie,
altération de I'état général, accident vasculaire cérébral), la réanimation, I'obstétrique
(hémorragie obstétricale) et la néonatalogie (pathologie néonatale) (28—30).

Les proportions de chaque catégorie sont représentées dans la Figure 4.
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Figure 4 : Répartition des concentrés de globules rouges utilisés en France par catégorie pathologique
(n =5 556) (adapté de Quaranta, et al. 2009) (28)

2.2.3. Contre-indications des concentrés de globules rouges

Les contre-indications a I'utilisation du CGR ne sont pas liées a I'état ou aux conditions
du patient a transfuser mais sont plutdt dues a la rareté du CGR. Ainsi les CGR ne
doivent pas étre utilisés pour traiter des anémies qui peuvent étre corrigées par des
médicaments hématiniques (c’est-a-dire qui favorisent la formation de globules
rouges) tels que le fer, la vitamine B12, l'acide folique ou I'érythropoiétine (EPO) qui
entre aussi dans la classe des agents stimulants I'érythropoiése (ASE) tout comme
Mircera® (méthoxy polyéthyléne glycol-époétine béta), Eprex® (époétine alfa) ou
Aranesp® (Darbépoétine alfa). (24,31) Enfin les CGR et le sang total ne doivent pas
étre utilisés uniquement pour augmenter le volume ou la pression oncotique du sang
circulant. (24)
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2.2.4. Qualité des concentrés de globules rouges

Dans le domaine de la transfusion sanguine, il existe plusieurs parameétres permettant
de vérifier la qualité d’'un CGR : le taux de survie des globules rouges, le contenu en
hémoglobine, ’lhématocrite, le volume du CGR et le contenu en leucocytes. (1,23)

Le taux de survie des globules rouges (ou recovery en anglais) est la proportion de
globules rouges transfusés qui restent fonctionnels dans la circulation sanguine
généralement au bout de 24h apres la transfusion. (3) Afin de garantir la qualité du
CGR transfusé, le taux de survie des globules rouges doit étre d’au moins 75%. (1)

Bien que ce paramétre ne soit pas fait en pratique transfusionnelle de routine, plusieurs
techniques existent pour calculer ce paramétre : principalement le marquage des
globules rouges avec un isotope radioactif (le plus souvent le chromium-51 ou 5'Cr)
mais il existe également d’autres techniques. D’abord I'agglutination differentielle : le
principe est l'utilisation d’un antisérum spécifique du donneur ou du receveur qui
permet d’agglutiner les globules rouges du donneur ou du receveur laissant les
globules rouges de l'autre individu non agglutinés, ils sont comptés et comparés au
nombre total de globules rouges. Ensuite |la biotinylation : le principe est de marquer
les globules rouges a la biotine puis compter au cytometre de flux la fluorescence des
globules rouges marqués. Ensuite la méthode de non-concordance des antigénes
mineurs repose sur le principe d’un antigene mineur qui différe entre le donneur et le
receveur (ex. protéine Fy du systéme Duffy) et qui est ciblé par un anticorps spécifique
de cet antigene pour permettre un comptage des globules rouges qui n’ont pas été
agglutinés au cytometre de flux. Enfin la méthode de comparaison des numérations
de la formule sanguine qui repose sur la comparaison d’un échantillon sanguin du
receveur avant la transfusion et de plusieurs échantillons du receveur apres la
transfusion (hémoglobine, hématocrite). (3)

Les autres parametres sont utilisés en routine en France pour le contréle qualité des
CGR. L’hématocrite doit étre compris entre 50% et 70%. Le contenu en hémoglobine
ne doit pas étre inférieur a 40g par CGR. Le volume de CGR n’est pas imposé mais |l
est en moyenne de 284 mL. Le contenu en leucocytes est réglementairement inférieur
a un 1 million de leucocytes résiduels par CGR dans au moins 97 % de la production
(selon un intervalle de confiance a 95%). (23)

Dans la transfusion sanguine, deux systemes interviennent pour la reconnaissance du
soi et du non-soi : les systemes de groupes sanguins chez les globules rouges et le
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) chez les autres cellules nucléées. Il existe
également le systeme des antigénes plaguettaires humains (HPA) mais ce systéme
n’est pas traité dans ce travail car il n’a pas d'impact clinique en utilisation des CGR.

2.3.1. Groupes sanguins

Un groupe sanguin est la combinaison d’un ou plusieurs antigénes présents au niveau
de la membrane cellulaire des globules rouges d’un individu. Ces antigénes peuvent
étre soit des protéines, soit des glycoprotéines, soit des glycolipides. (32) Le nombre
d’antigénes par groupe sanguin varie selon le systeme : il est compris entre 1 antigene
et 56 antigenes. Par exemple le systeme de groupe sanguin ABO (le plus connu et le
plus important pour la transfusion sanguine) est composé de 4 antigénes : A ;B ; AB;
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A1. (33,34) Chaque antigéne est codé par un ou plusieurs genes polymorphiques (qui
présentent un ou plusieurs alleles).

Par exemple il y a 286 alleles recensés en 2019 dans le systeme ABO dont les
principaux sont A ; A%; B ; O ; et d’autres plus rares A®; AX; A™. En pratique l'alléle
Al est plus efficace que l'alléle A% dans le masquage du L-Fucose (I'antigéne du
systeme H) car il permet de transférer sur les L-Fucose 1 000 000 de résidus N-acétyl-
D-galactosamine (I'antigéne A) par globule rouge contre 250 000 pour l'alléle A2, (33)

La Reégle de Landsteiner permet de définir les groupes sanguins d’un individu : si
I'antigéne est absent du globule rouge alors I'anticorps dirigé contre cet antigene est
présent dans le sérum du patient (ils sont dits antithétiques). (33) Dit autrement, c’est
la présence ou I'absence des antigénes de surface des globules rouges qui définissent
le groupe sanguin d'un individu. (32) Par exemple pour le systeme ABO, si I'antigéne
A est présent a la surface des globules rouges alors le sérum du patient ne contient
pas d’anticorps anti-A.

Cependant cette régle présente des exceptions, dans certains cas les genes codant
pour les antigénes correspondant sont mutés : I'antigéne est peu ou pas exprimeé.
C’est le cas par exemple avec le systéeme Rh ou certains individus sont qualifiés de D
faible ou de D patrtiel suite & des mutations du gene RHD codant pour la protéine D.
Le phénotype D faible se manifeste par un nombre anormalement bas d’antigénes D
a cause d’une mutation d’un acide aminé impliqué dans la partie transmembranaire ou
intracellulaire de la protéine, diminuant I'efficacité de son insertion dans la membrane
cellulaire. Un individu D faible (a considérer comme D positif) peut apparaitre D négatif
avec certains réactifs anti-D pas assez spécifiques. Le phénotype D partiel est aussi
dd a une mutation sur des acides aminés de la partie extracellulaire de la protéine D,
celle qui forme les épitopes de I'antigene. Certains épitopes sont mutés ou absents et
I'individu produit des anticorps anti-D dirigés contre la protéine D sauvage du non-soi,
pas la protéine D mutée du soi (individu a considérer comme D négatif). (33)

Les systemes ABO et Rh sont les plus connus des systéemes de groupes sanguins
mais il en existe une multitude, de plus ce nombre est en constante évolution : en 2014
il y avait 33 systemes reconnus par la Société Internationale de Transfusion Sanguine
(ISBT) ; en 2019 ce nombre passe a 38 ; et a ce jour il y a 44 systemes de groupes
sanguins reconnus. (32—-34) La Figure 5 présente la structure moléculaire simplifiée
des principaux systémes de groupes sanguins : les antigénes sont transmembranaires
ou ancrés a la membrane cellulaire ou adsorbés a la surface du globule rouge. (33)

Concernant la clinique, si un patient receveur recoit un CGR et qu’il posséde des
anticorps dirigés contre I'un des antigénes présents au niveau de la membrane
cellulaire des globules rouges transfusés, les conséquences peuvent étre graves :
I'allo immunisation (c’est-a-dire que le systéme immunitaire du receveur reconnait le
non-soi par le biais de I'immunité humorale) déclenche l'activation du complément et
provogue un syndrome hémolytique intravasculaire massif pouvant entrainer le déces
du patient transfusé. Si le patient est une femme enceinte, un autre risque est 'anémie
hémolytique du foetus et du nouveau-né pouvant causer le déces in utero du foetus ou
le déces du nouveau-né quelques jours aprés sa naissance. Avant ['utilisation du
Rhophylac® (immunoglobuline anti-D) en prophylaxie, 90% des cas graves étaient
causés par I'anticorps anti-D. (33)

Les antigenes les plus a risques sont les antigénes du groupe ABO et les antigénes
principaux du systeme Rh. Certains antigenes des groupes H, MNS, Kell, Duffy, Kidd
peuvent aussi entrainer des réactions hémolytiques intravasculaires massives et dans
une moindre mesure certains antigenes des groupes Lutheran et Lewis. (33) Chaque
systéme de groupe sanguin présent a la surface du globule rouge est donc une source
de danger en pratique transfusionnelle et un frein a I'obtention d’un sang artificiel.
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Figure 5 : Représentation simplifiée des principaux groupes sanguins présents sur la membrane
cellulaire du globule rouge. Source : Smatrt et al. (2020) (33)

2.3.2. Complexe majeur d’histocompatibilité

Le CMH est l'autre systéme de l'organisme impliqué dans la compatibilité
transfusionnelle et dont l'impact en cliniqgue est majeur. Le CMH est une partie du
génome humain dont les génes codent pour des molécules qui ont différents roles : la
régulation de l'inflammation, la cascade du complément et la réponse immunitaire
adaptative. (33) Parmi les genes du CMH, certains codent pour les antigénes du
systtme HLA (human leukocyte antigen): un systéme de genes hautement
polymorphiques qui codent pour des protéines impliquées dans la présentation des
peptides (provenant d'agents pathogenes, d'auto-cellules infectées par des virus, de
cellules tumorales ou de tissus étrangers) au systéme immunitaire. On distingue 3
types de CMH : le CMH classe | (ou HLA-I), le CMH classe Il (ou HLA-II) et le CMH
classe Il qui ne fait pas partie du systéme HLA et qui code pour des molécules telles
gue le TNF (tumor necrosis factor), les fragments C2, C4a et C4b du complément et
les protéines HSP (heat shock proteins). (33)

Toutes les cellules mononucléées de I'organisme expriment le CMH classe | a leur
surface (méme les plaquettes). Le HLA-I permet aux récepteurs TLR des lymphocytes
T CD8 (dits « cytotoxiques ») de reconnaitre un antigene intra-cellulaire présenté par
le HLA-I & la surface de la cellule mononucléée (ex. lorsque les cellules sont infectées
par un virus ou lorsqu’elles sont cancéreuses) et d’initier 'attaque de la cellule cible
pour induire son apoptose. Par contre seules les cellules présentatrices d’antigenes
du systeme immunitaire (CPAI) (c’est-a-dire les cellules dendritiques, les monocytes,
les macrophages circulants et tissulaires par exemple) expriment le CMH classe Il a
leur surface en plus du CMH classe |. Le HLA-Il permet aux récepteurs TLR des
lymphocytes T CD4 (dits « helper ») de reconnaitre un antigene d’origine extra-
cellulaire qui est exprimé par le HLA-Il a la surface la CPAI afin de coordonner
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immunité humorale pour cibler 'antigéne présenté (ex. lorsque les CPAI phagocytent
une bactérie). (33)

Le CMH est composé de 47 genes et pseudogéenes représentant un total de 13 023
alléles distincts ce qui explique l'importante diversité de phénotypes HLA au sein de la
population. Transfuser un CGR qui contient des globules blancs ou des plaquettes
avec un HLA étranger peut entrainer I'apparition d’allo-anticorps dirigés contre le HLA
des cellules transfusées : c’est I'allo-immunisation HLA. Ce phénomeéne peut entrainer
une réaction fébrile non hémolytique chez le receveur. La déleucocytation des produits
sanguins permet de réduire l'incidence de I'allo-immunisation contre HLA chez certains
groupes de patients. (33)

Les complications transfusionnelles peuvent étre catégorisées selon deux origines :
infectieuses et non infectieuses. D’une part les dons de sang peuvent étre a risque de
contamination : virus de l'immunodéficience humaine (HIV), virus de I'hépatite B
(HBV), virus de I'hépatite C (HCV), virus West Nile (WNV) causant des encéphalites,
les coronavirus, le virus de la leucémie a cellules T humaine, CMV et les infections
bactériennes. D’autre part les transfusions de sang allogene entrainent aussi des
complications : réaction transfusionnelle hémolytique, lésions pulmonaires aigués
liées a la transfusion, anaphylaxie et purpura post-transfusionnel. (8) Enfin le fait de
transfuser de maniéere chronique entraine aussi la diminution et parfois la suppression
de I'activité érythropoiétique. On retrouve ce phénoméne chez les patients transfusés
au long cours dans le traitement de la thalassémie ou de la drépanocytose. (2)

Entre 2015 et 2021 en France, 37 901 effets indésirables ont été signalés chez des
patients transfusés avec un CGR. (35—-41) La Figure 6 présente les effets indésirables
signalés chez ces patients. Les effets indésirables rapportés chez les receveurs de
CGR sont principalement des cas d’allo-immunisation et des réactions fébriles non
hémolytiques (voir sections 2.3.1 et 2.3.2) ainsi que des cedémes pulmonaires aigus
lésionnels (TRALI) ou de surcharge (TACO).

Allo-immunisation isolée T S 20 020
Réaction fébrile non hémolytique T —————— O G698
CEdéme pulmonaire (TACO/TRALI) mmmm 2 139
Allergie == 1 510
Réaction hypertensive mmm 1 469
Incompatibilité immunologique mm 922
Autre ® 460
Réaction hypotensive m 458
Diagnostic non précisé m 455
Hémosidérose 1 277
Hémolyse 1 268
Dyspnée non liée a un cedéme pulmonaire 1 117
Infection | 57
Inefficacité transfusionnelle ' 51

0 5000 10 000 15000 20 000 25000

Figure 6 : Effets indésirables graves receveurs signalés durant la transfusion de concentrés de globules
rouges sur la période de 2015 a 2021 en France (n = 37 901). (35-41)
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Entre 2015 et 2021 en France, 22 déces d’imputabilité forte du CGR ont été rapportés
chez des patients transfusés. (35—-41) La Figure 7 présente les causes rapportées
pour chaque déces. Bien que le nombre de déces soit important, la cause principale
n’est liée ni a la qualité, ni a la sécurité des CGR transfusés mais plutdt au non-respect
des bonnes pratiques de l'acte transfusionnel. (41)

TRALI
mTACO

Infection bactérienne

Incompatibilité immunologique
m Hémolyse drépanocytaire
| Hémolyse autre
. I I Diagnostic non listé
O i

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Nombre de déces
w IS

N

[EY

Figure 7 : Causes des déces déclarés en France apres la transfusion d’un concentré de globules rouges
sur la période de 2015 a 2021 (n = 22). (35-41)

Le sang est une ressource thérapeutique d’intérét public majeur : en 2013, le sang
total, les CGR, le plasma et les concentrés plaquettaires ont été ajoutés a la liste des
médicaments essentiels de 'TOMS (organisation mondiale de la santé) chez I'adulte et
I'enfant. (42,43) Malgré la reconnaissance de I'importance des produits sanguins par
'OMS, des pénuries sont observées de plus en plus fréquemment dans de nombreux
pays et 'autosuffisance en matiére de médicaments dérivés du sang n’est pas atteinte.
(43,44)

2.5.1. Exemples dans I'actualité mondiale

On retrouve de nombreux exemples de ce phénomeéne dans I'actualité. En France pour
faire face a des réserves en sang en-dessous du seuil de sécurité, 'Etablissement
Frangais du Sang (EFS) a publié un bulletin d’'urgence vitale en février 2022 afin
d’appeler a la mobilisation de la population pour donner son sang. (45)

Aux Etats-Unis, les trois associations impliquées dans la collecte et la distribution en
sang — Association for the Advancement of Blood and Biotherapies (AABB), America’s
Blood Centers (ABC), American Red Cross (ARC) — ont publié une déclaration en
décembre 2021 afin de mobiliser la population américaine a donner son sang pour
faire face a la pénurie la plus importante de la décennie. (46) Le rapport de tendance
hebdomadaire de [I'AABB qui fournit [I'estimation du nombre de jours
d’approvisionnement en CGR pour les groupes O+ et O— aux Etats-Unis confirme la
pénurie : malgré une hausse ponctuelle des stocks (d’'une part due a la période de
COVID-19 au cours de laquelle les chirurgies programmées ont été reportées, d’autre
part apres une campagne de dons massive suite a la fusillade de Las Vegas en 2017),
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la quantité de CGR disponibles se situe entre 2 et 5 jours d’approvisionnement depuis
plusieurs années. (47) Pour faire face a la pénurie en sang, des initiatives sont menées
par les associations, comme l'action de communication de I'ARC pour inciter la
population a donner son sang gréace a la création d’'un partenariat avec la National
Football League : un tirage au sort parmi les donneurs ayant participé a la campagne
de don est organisé pour permettre a I'un d’entre eux de remporter des places pour la
finale du Super Bowl. (48)

2.5.2. Les chiffres de la transfusion sanguine

En 2017 les systémes d’approvisionnement du sang de 195 pays ont été étudiés : 61%
d’entre eux n’ont pas d’apports suffisants pour combler leurs besoins en sang (les plus
touchés sont les pays d’Afrique sub-saharienne, d’Océanie et d’Asie du Sud). L'OMS
recommande 10 & 20 dons de sang pour 1 000 habitants pour permettre de subvenir
aux besoins en sang mais il s’avére que 21% des pays étudiés ont besoin de plus de
30 dons pour 1 000 habitants et ce nombre passe a 40 pour quatre de ces pays. (43)

La pénurie de sang n’est pas un phénoméne nouveau : suite a l'allongement de
'espérance de vie et les progrés de la médecine, la consommation en produits
sanguins a fortement augmenté depuis le début des années 2000. En France, la
consommation en CGR a augmenté de 29% entre 2002 et 2012. (49)

Mais la pénurie générale a été accentuée par la pandémie de COVID-19 survenue en
novembre 2019 en Chine. Aux Etats-Unis, le nombre de donneurs a diminué de 10%
et dans les lycées et les universités, le nombre de dons de sang a diminué de 62%.
En France, les chiffres publiés par 'agence nationale de sécurité du médicament et
des produits de santé (ANSM) dans les rapports d’hémovigilance démontrent que
jusqu'a 2019 les tendances du nombre de donneurs et du nombre de patients
transfusés se suivent. Mais en 2020 une inversion des tendances s’engage : le nombre
de donneurs baisse et le nombre de patients transfusés baisse également (causé par
la déprogrammation massive des chirurgies programmeées en raison de la pandémie
de COVID-19). La tendance a la baisse du nombre de donneurs associée a une
hausse des patients transfusés se poursuit en 2021 et confirme la pénurie
grandissante et durable en PSL (voir Figure 8). (35-41)

1 680 000 540 000
1 660 000 535 000
1 640 000 530 000
1 620 000

525 000
1 600 000
1 580 000 5201000
1 560 000 515 000
1 540 000 510 000

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
e Donneurs Patients transfusés

Figure 8 : Nombre de donneurs et nombre de patients transfusés en France chaque année entre 2015
et 2021. Source : Rapports d’hémovigilance ANSM (35-41)
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Ce constat est marquant lorsque I'on compare les chiffres de la transfusion en France
entre 2002 et 2021. Ainsi la France est passée de 61 385 070 habitants en 2002 a
67 635 124 habitants en 2021 (+10,2%). (50) Ensuite le nombre de prélevements est
passé de 2 543 416 en 2002 & 2 750 517 en 2021 (+8,1%). Cependant le nombre de
PSL distribués est passé de 2 471 875 en 2002 & 3 008 607 en 2021 (+17,8%). (41,51)

2.5.3. Les causes de latension en produits sanguins

La cause principale de la tension en produits sanguins est le rapport entre I'offre et la
demande. En 2017 ce rapport est estimé a 1,12 a I'échelle mondiale (un besoin estimé
a 305 millions de produits sanguins pour une offre estimée a 272 millions d’unités). Le
rapport est affecté de 2 manieres : lorsque I'offre baisse (la baisse des dons de sang) ;
et lorsque la demande augmente (hausse de la population et hausse de I'espérance
de vie). (43)

Plusieurs causes expliquent la baisse des dons : 'annulation de collectes de sang, le
nombre insuffisant de personnel de santé pour garantir la collecte du sang. D’autre
part certaines périodes ne favorisent pas la disponibilité des donneurs : les conditions
météorologiques hivernales, les vacances de Noél, les périodes d’épidémie de grippe
et la période estivale de juillet / aot ou I'offre de collecte est moins importante. (48,49)
Enfin 'dge de la population de donneurs peut expliquer la baisse des dons car il est
différent selon les pays : en Europe la majorité des donneurs est plutdt agée (entre 50
et 65 ans) tandis qu’au Nigeria ou a Hong Kong la majorité des donneurs est plutdt
jeune (entre 18 et 27 ans au Nigeria ; entre 16 et 24 ans a Hong Kong). (43)

Un autre facteur expliquant la tension en produit sanguin est la durée de péremption
relativement faible d'un CGR: jusqu’a 42 jours de stockage lorsque les globules
rouges sont conservés dans une solution saline, adénine, glucose, mannitol (SAG-M)
a une température comprise entre +2°C et +6°C. Ces contraintes de temps et de
température engendrent des difficultés dans la gestion de I'approvisionnement et des
stocks en CGR. Entre 2012 et 2014, 2,4% des CGR ont été jetés au Pays de Galles
et en Angleterre : la cause principale est I'atteinte de I'échéance du CGR. (26)

2.5.4. L’impact économique sur les systemes de santé

La transfusion sanguine est un des domaines de dépenses les plus importants pour
les systéemes de santé. (52) La transfusion de CGR implique 3 étapes qui représentent
chacune un colt pour les établissements de santé : la collecte et la préparation des
CGR ; 'achat du CGR lorsque I'établissement ne dispose pas d’'une unité de collecte
et de préparation ; et I'acte transfusionnel du CGR avec les frais liés aux analyses de
laboratoires et aux soins et actes infirmiers.

Les achats de produits sanguins pour les transfusions sont I'un des postes les plus
importants parmi les frais d'hospitalisation et de laboratoire (tests de dépistage et de
phénotypage) et les codts sont en constante augmentation tout comme les dépenses
engagées pour la collecte, le stockage et le traitement du sang et des PSL. (8,52,53)
Dans I'étude américaine de Toner et al. (2011) sur le colt de la transfusion de CGR,
28% des personnes interrogées ont déclaré que les colts d'acquisition, de dépistage
et de transfusion ont augmenté de facon spectaculaire entre 2002 et 2007 et 23% ont
indiqué que les pénuries de sang constituent un probleme important. (53)

Le Tableau 1 présente le colt total estimé dans la littérature scientifique d’'une unité
de CGR incluant le montant du CGR et les codts indirects associés. Parmi les co(ts
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indirects, il y a I'enregistrement et le traitement des lots d'échantillons sanguins, le
dépistage, la recherche d'anticorps, la délivrance des produits (par voie électronique),
'épreuve de compatibilité manuelle et automatique, le contrdle des stocks, les
commandes de sang, 'audit trail des produits sanguins, la collecte des échantillons
sanguins, la demande de CGR, 'administration d’'une unité de CGR et les accessoires
et consommables nécessaires pour réaliser I'acte (la liste n’est pas exhaustive). (26)

Tableau 1 : Co(t des concentrés de globules rouges et des colts indirects associés

Année | Pays Colt du CGR | Autres codts | Colt total | Source
201,23€ 138,41€ 339,64€
2018 | France ($235,44%) ($161,94% | ($397,389 | V)
: £48,52
2015 Royaume-Uni | - ($70.52) - (26)
2013 Turquie - - $50,00 (52)
2007 Etats-Unis $210,74 $132,89 $343,63 (53)
2006 Etats-Unis $213,94 - - (53)
2004 Etats-Unis $201,07 - - (53)
2001 Etats-Unis $153,68 - - (53)
1999 Etats-Unis $121,98 - - (53)

Légende : * Taux EUR/USD estimé a 1,17 en 2018.

Pour faire face a la pénurie croissante en PSL, les systemes de santé se tournent vers
une alternative organisationnelle : la gestion (personnalisée) du capital sanguin ou
patient blood management (PBM). Le PBM est une démarche d'amélioration de la
qualité et de la pertinence des soins recommandée par 'OMS depuis 2010 et suivie
par d’autres instances en Europe et a travers le Monde. (54) L'objectif du PBM est de
prendre en charge l'anémie et le saignement des patients opérés en évitant le recours
a la transfusion au maximum et ce en adoptant une démarche de prévention primaire.
(54,55) La finalité est d'améliorer la qualité des soins du patient pour limiter la mortalité
et les complications. (54)

Le PBM en clinique repose sur 3 piliers : optimiser la masse sanguine du patient (non
applicable en cas de situation d’'urgence), minimiser les pertes sanguines et optimiser
la tolérance du patient a I'anémie. (54,55) Chaque pilier est appliqué aux 3 étapes de
la prise en charge du patient : en phase préopératoire, en phase peropératoire et en
phase postopératoire. (54)

Dans le cadre du PBM, le clinicien doit rechercher systématiquement une anémie
préopératoire et une carence martiale parce que d’une part jusqu’a 40% des patients
programmeés sont anémiés en préopératoire et plus de 50% des patients non anémiés
sur une chirurgie a risque d’hémorragie présentent une carence martiale avant la
chirurgie ; d’autre part parce que I'anémie et la carence martiale préopératoires sont
des facteurs de risque pour la survenue de complications postopératoires, pour la
mortalité, pour la hausse de la durée de séjour et pour la hausse des transfusions.
(54,55)

40



Le PBM représente de nombreuses recommandations applicables. Bien que certaines
ne fassent pas consensus auprés de la communauté scientifique, une démarche de
PBM simplifiée repose sur les aspects suivants : en phase préopératoire augmenter
les prescriptions recommandées d’ASE ; prescrire du fer intraveineux en phase
préopératoire pour diminuer la proportion de patients anémiés opérés en chirurgie
programmée ; récupeérer le sang autologue en preévision de la chirurgie ; administrer
de l'acide tranexamique en phase peropératoire pour diminuer les pertes sanguines ;
baisser la proportion de patients transfusés par délivrance unitaire et par unité de
CGR ; baisser les seuils transfusionnels ; baisser le taux de transfusions massives.
(54)

Concernant I'utilisation de Exacyl® (acide tranéxamique) en peropératoire : c’est un
médicament anti fibrinolytique, il développe une action antihémorragique par inhibition
des activités fibrinolytiques de la plasmine. Il se lie au plasminogéne et forme ainsi un
complexe (l'acide tranexamique reste lié au plasminogene lors de sa transformation
en plasmine). L’activité du complexe entre I'acide tranexamique et la plasmine sur
I'activité de la fibrine est moins forte que l'activité de la plasmine libre seule. (56)

Concernant l'utilisation des ASE et des médicaments hématiniques dont le fer, la
vitamine B9 (acide folique) et la vitamine B12 (cobalamine) (57): toutes ces
supplémentations reposent sur le principe d’apporter les ingrédients nécessaires a la
réalisation d’une érythropoiése efficace.

Concernant les seuils transfusionnels : I'essai TRICC (Transfusion Requirements in
Critical Care) réalisé au Canada entre 1994 et 1997 compare deux stratégies
transfusionnelles. Dans le 1°' cas, le CGR est administré si 'anémie est plus basse
que 7 g/dL et la cible & maintenir se situe entre 7 et 9 g/dL : c’est la stratégie restrictive
(ou PBM). Dans le 2°¢ cas, le CGR est administré si 'anémie est plus basse que 10
g/dL et la cible a maintenir se situe entre 10 et 12 g/dL : c’est |a stratégie libérale (hors
PBM). Chez les patients anémiques gravement malades, la stratégie transfusionnelle
restrictive (PBM) est au moins aussi efficace qu'une stratégie transfusionnelle libérale
au regard de la mortalité & 30 jours mais le taux de mortalité est significativement plus
faible en stratégie transfusionnelle restrictive. (58) La baisse des complications est
constatée dans plusieurs études les années suivantes et le PBM est depuis
communément accepté et appliqué par de nombreux établissements de santé.

Cependant une étude récente (Roman M.A., et al. 2020) dont I'objet est la revue de
393 études randomisées incluant un total de 54 917 patients démontre d’'une part la
baisse significative des transfusions de CGR et de la durée de I'hospitalisation avec la
mise en ceuvre du PBM mais d’autre part démontre aussi 'absence d’effets sur les
complications postopératoires et les colts en santé. (54)

L’'un des aspects qui n’est pas encore énuméré dans les recommandations du PBM
est l'utilisation de substituts érythrocytaires d’origine artificielle pour supplanter la
transfusion de CGR. Pourtant de nombreux produits sont en cours de développement.
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3. Substitut érythrocytaire et sang artificiel

Durant la Gréce Antique avec Ovide et I'élixir de Médée jusqu’a I'utilisation de la biére,
du vin et de 'opium comme substitut sanguin par Sir Christopher Wren au XVlle siecle,
I'idée d’'un substitut sanguin d’origine non humaine fait son chemin dans la pensée de
'Homme. (8,13)

Différentes substances ont ensuite été utilisées : urine, résines de plantes, sang de
mouton, lait. C’est a partir du début du XXe siécle que les découvertes en hématologie
permettent de mieux comprendre les regles transfusionnelles (Karl Landsteiner
découvre les groupes sanguins A B O). En 1949, la premiére perfusion d'hémoglobine
libre chez une patiente souffrant d'une hémorragie en post-partum dans un contexte
de réanimation est rapportée (8)

Les expériences sur les animaux ou I'hémoglobine libre est recueillie en lysant les
globules rouges et en transfusant les produits non modifiés aux animaux ont entrainé
une insuffisance rénale, une coagulopathie, une activation du complément, une
antigénicité, une libération d'histamine, un dép6t de fer et une vasoconstriction. Cette
toxicité a ensuite été attribuée a la présence de stroma de globules rouges dans le
produit. De plus, la forte affinité de I'hémoglobine libre pour l'oxyde nitrique (un
puissant vasodilatateur) a provoqué une vasoconstriction non compensée et une
augmentation de la pression en raison de son effet de capture de I'oxyde nitrique. (8)

Dans les années 1980, 'engouement pour la création de substituts érythrocytaires
d’origine artificielle reprend suite a la crise du sang contaminé par le HIV. Mais en 2008
la publication d’'une méta-analyse sur 5 substituts érythrocytaires d’origine artificielle
révele un surrisque pour les patients lors de I'utilisation de tels produits ce qui conduit
a la remise en question de leur utilité. (4)

Les substituts érythrocytaires d’origine artificielle disposent de la fonctionnalité du
transport du Oz et du CO2 dans le corps humain pour 'oxygénation des tissus et des
cellules de l'organisme. Le principal objectif de ces substances est de fournir un
soutien temporaire au systeme circulatoire jusqu'a ce que la moelle osseuse de
I'organisme ait régénéreé suffisamment de globules rouges. (8)

Les principales indications des substituts érythrocytaires d’origine artificielle sont : les
traumatismes (remplacement et stabilisation du volume sanguin) ; les interventions
chirurgicales programmeées (conservation préopératoire du sang sous forme
d'hémodilution normovolémique aigué et remplacement volumigue périopératoire
aprés une perte de sang massive) ; la chirurgie cardiovasculaire (amorcage des
pompes, hypothermie profonde et remplacement peropératoire) ; la perfusion de tissus
ischemiques (drépanocytose, accidents vasculaires cérébraux, maladies vasculaires
périphériques) ; 'oxygénation des tumeurs solides (pour augmenter la susceptibilité a
la radiothérapie et a la chimiothérapie), la préservation des organes (pendant le
transport pour la transplantation ou comme cardioplégie) ; le transport de médicament
(sous forme d’hémoglobine conjuguée au médicament et de perfluorocarbones) ; les
indications diverses : infections anaérobiques, embolie gazeuse, empoisonnement au
monoxyde de carbone ; I'utilisation comme agent de contraste (le bromure de perfluoro
octyle est utilisé comme agent de contraste avec une capacité de transport d'oxygéne
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dans I'échographie, le scanner, 'imagerie par résonance magnétique, I'angiographie,
I'imagerie du foie, de la rate et des tumeurs). (8)

Les substituts érythrocytaires d’origine artificielle comportent plusieurs avantages par
rapport aux produits issus du don de sang. D’abord leur capacité a transporter et a
delivrer efficacement 'Oz aux tissus : les substituts artificiels sont efficaces dans le
transport de 'Oz immédiatement aprés administration grace a un taux de saturation en
Oz important (90% pour les perfluorocarbones) et une affinité faible pour 'Oz ce qui
facilite le déchargement tissulaire de 'oxygéne. L’hémoglobine humaine a un taux de
saturation en oxygene de 25 a 30%, une affinité importante pour 'Oz, de plus les
érythrocytes nécessitent une période d’adaptation de 24h aprés transfusion pour
retrouver leur capacité de transport de I'O2 maximale. C’est d0 a 'absence de 2,3-DPG
pendant la conservation des culots érythrocytaires. Ensuite une longue durée de
conservation : les substituts érythrocytaires d’origine artificielle peuvent étre conservés
jusqu’a 3 ans a température ambiante (entre +19°C et +21°C) contre 42 jours a une
température de comprise entre 0°C et +4°C pour le stockage du sang. De plus, ils ont
une survie dans la circulation pendant une période substantielle (le temps de "séjour"
intravasculaire) avant d'étre éliminé par les reins. Ensuite leur compatibilité
universelle : les substituts érythrocytaires d’origine artificielle sont dépourvus de
fraction protéique ce qui évite leur reconnaissance par le systeme immunitaire du
receveur, ce qui permet de s’affranchir des étapes préalables de groupage sanguin et
d’éviter des erreurs administratives pouvant conduire a des accidents transfusionnels.
Ensuite la prévention de la transmission d'agents pathogenes: les substituts
érythrocytaires d’origine artificielle sont stérilisés, cela permet de limiter la
contamination du receveur par des micro-organismes. (8) Ensuite la réduction des
lésions ischémiques, inflammatoires et de reperfusion. (10) Enfin ils sont une
alternative pour les populations réfractaires a la transfusion sanguine : certaines
populations et certaines cultures (par exemple les Témoins de Jéhovah) interdisent
I'acceptation ou le don de sang et de produits sanguins et plus généralement toute
effraction du corps humain. L’administration de produits chimiques tels que les
perfluorocarbones est une alternative qui respecte ces principes. (8)

Bien que de nombreuses classifications sont décrites, les substituts érythrocytaires
d’origine artificielle peuvent étre classés en trois grands types : les transporteurs d’O2
a base d'hémoglobine (HBOC) incluant les hémoglobines recombinantes obtenues par
génie génétique, les transporteurs d’O2 perfluorocarbonés et les globules rouges issus
de la culture cellulaire. (59,60)

Cette classification repose sur la nature et le mode de fabrication du substitut. Les
stratégies actuelles de fabrication comprennent la production synthétique, l'isolation
chimique et les technologies biochimiques recombinantes. Ces modes de production
concernent les substituts sanguins « conventionnels » : les transporteurs d’'oxygéne a
base d’hémoglobine (HBOC) et les perfluorocarbones (PFC). (8)
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Les transporteurs d’'O2 a base d’hémoglobine ou HBOC (de I'anglais haemoglobin-
based oxygen carrier) sont des composés dérivés de I’'hémoglobine qui assurent la
méme fonction que I’hémoglobine humaine (transport des gaz du sang des poumons
vers les tissus) mais sous une forme différente. Les HBOC sont congus pour respecter
les fonctions suivantes : la diminution intrinseque de I'affinité pour I'O2 afin d'augmenter
la libération aux tissus, la rétention intravasculaire prolongée de 'Oz, la diminution de
la pression oncotique pour éviter '’hypervolémie et 'absence de toxicité rénale. (8)

Les procédés de fabrication des HBOC basés sur I'isolation chimique de ’hémoglobine
impliquent 2 étapes successives : |'extraction puis la stabilisation de 'hémoglobine.
Concernant I'extraction : 'hémoglobine d’origine naturelle (sang humain ou bovin)
subit une étape de purification a partir des érythrocytes (filtration et chauffage) afin
d’éliminer les substances constitutives du groupe sanguin, les protéines et les virus
(lorsque le produit initial est contaminé). (8)

Concernant la stabilisation : aprés isolation de I'hnémoglobine purifiée, elle subit une
modification de formulation moléculaire. La stabilisation se fait par réticulation sous
forme de tétrameres ou de polymérisation (a l'aide de glutaraldéhyde ou de o-
raffinose), par conjugaison avec du polyéthyléne glycol ou par encapsulation dans des
vésicules phospholipidiques avant d'étre mélangée a une solution électrolytique. La
réticulation ou la polymérisation avec des molécules plus grandes (polyéthyléne glycol,
dextran ou polyoxyéthylene) permettent également d'augmenter considérablement le
temps de séjour intravasculaire (jusqu’a 24 — 48 heures). (8)

Le Tableau 2 présente les types de modifications apportés a 'hémoglobine, la société
qui a développé le substitut érythrocytaire, les principaux effets indésirables rencontrés
pendant leur développement et le statut du produit sur le marché.
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Tableau 2: Transporteurs d'oxygéne a base d'hémoglobine : un résumé des produits HBOC. Adapté de

Chen et al. (2023) (61)

Mécanisme de modification de
I’lhémoglobine

Produit (Société)

Effets secondaires dominants
dans les essais sur les
animaux et/ou les humains.

Statut actuel

Hb(oxy) humaine Hemospan (MP40x) . Phases Il et Ill terminées. 7
maleimide- (Sangart, San Diego, rgfe;e;]zﬁgﬁtléDM’ AVC, AIT, niveau O,. Développement
PEGylée CA, USA) ’ ' suspendu en 2015.
Conjugué Carboxy-Hb Sanguinate (Prolong, Vertiges, léthargie, effets P | Eineg, Phase ll
: L S ne sera pas achevée.
PEGylée (Hb South Plainfield, NJ, indésirables musculo- oy
- . Arrétée. Recherche en
bovine) USA) squelettiques
cours.
PHP conjugué et PHP/Hemoximer Hypertension, IRA, AVC, IDM, | PHP: Phase Il terminée ;
Hb humaine L g Ao
s (Apex bioscience) 2 mortalité Phase Il terminée en 2011
réticulée
a-a réticulée . .
(Fumarate) (Hb E(;%Assst (Baxter, IL, :%ﬁgti(tegsmn, IDM, AVC, 2 Phase Il stoppée en 1999
Réticulé humaine)
Hemolink (o-raffinose) Hypertension, cardiotoxicité Phase Il terminée
(Hemosol, Toronto, sévere, IDM, AVC, AIT, 2 Abandonné ’
Réticulée et Canada) mortalité :
polymérisée (Hb
humaine i iné
) PolyHeme (Northfield Hypertension, IDM, AVC, AIT, Phgse 1} te’rmlnee aux USA
Labs, Evanston, IL, IRA. 7 mortalité mais pas d’approbation
USA) ’ FDA. Abandonné en 2009.
Hvpertension. enzvmes Phase Il terminée et
Hemopure HBOC-201 hgpati ues éI’evée); approuveé pour ['utilisation
L (Biopure) mé‘:;hé?no Iobinémié oligurie chez 'lhomme en Afrique du
o Polymengatlon ¢} » olig Sud et en Russie.
Polymérisé | glutaraldéhyde
(Hb bovine) . .
Approuve pour l'usage
Oxyglobin (Biopure) - animal aux Etats-Unis et en
Europe
Polymérisée OxyVita (OXYVITA T
(zéro-liaison) (Hb Inc. Windsor, NY, Etude animale en cours Ses7 TS MIGNE EF GRUTS
. Recherche en cours
bovine) USA)
Acnne-HQ Dr. Chang, Université
encapsulée dans McGill - Recherche en cours
. | unliposome
Encapsulé
Vésicules d’'Hb Dr. Sakai, Universite - Recherche en cours
Waseda
Erythrocruorine Issu dl.J ver de terre - Recherche en cours
Lumbricus terrestris
Naturelle Approuveé en utilisation
Polychéte HEMO,Life (Hemarina, cIlnlqug 2 I Liman
: . - Européenne pour la
Arenicola marina Bretagne, France) . -
préservation des organes
issus de donneurs.
Génie Technologie ADN Optro (Somatogen & Semble toléré par le patient, Abandonné en 1999 (61)
génétique recombinante Eli Lily) piégeage significatif des NO puis en 2014. (62)

Légende : 7 = augmentation ; AVC : accident vasculaire cérébral ; AIT : accident ischémique transitoire ; IDM : infarctus du
myocarde ; IRA : insuffisance rénale aigué ; NO : oxyde nitrique ; PEG : polyéthylene glycol ; PHP : hémoglobine pyridoxalée
polyoxyéthyléne ; rouge : arrété ; orange : en cours ; vert : approuveé.
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3.5.1. Modifier ’hémoglobine naturelle

L’hémoglobine est une molécule dont les propriétés physico-chimiques sont
sensibles : sa demi-vie est de quelques secondes (7) d’ou l'importance d’avoir une
protection de la molécule d’hémoglobine afin d’éviter une circulation sous sa forme
libre qui conduirait a sa dégradation. Un trop fort taux d’hémoglobine circulante
entraine plusieurs conséquences : 'oxygénation des tissus est moindre, la tension
artérielle augmente (par piégeage de I'oxyde nitrique) et le métabolisme rénal est
fortement augmenté provoquant une néphrotoxicité (a cause de l'augmentation
anormale de la clairance rénale). (4)

La source d’hémoglobine utilisée pour concevoir ’THBOC est soit humaine ou animale
(obtenue a partir de sang stocké périmé ou de sang bovin), soit recombinante (c’est-
a-dire génétiguement modifiee). L’hémoglobine est protégée selon plusieurs
modalités : la surface de 'hémoglobine est modifiée chimiquement et est contenue
dans une suspension acellulaire (Hemospan®) ; I'hnémoglobine est conjuguée et
réticulée soit en intramoléculaire soit en intermoléculaire avec des polymeres et des
enzymes protectrices (HemAssist®, Polyheme®, Hemopure®, Hemolink®) ;
I'némoglobine est encapsulée dans des microparticules (Hemosome®) ou dans des
nanoparticules (ErythroMer®). (4,8) L'incorporation d'antioxydants a la structure de
I'HBOC (ex. superoxyde dismutase, catalase) permet de réduire la gravité des Iésions
ischémiques de reperfusion dans 'AVC, I'IDM ou la transplantation d'organes. (8)

Actuellement le produit le plus proche de I'utilisation en thérapeutique est Hemopure®
(Biopure, Etats-Unis) appelé également HBOC-201 (ou Oxyglobin® et HBOC-301).
(61—-64) C’est la troisieme génération d’HBOC développée par le laboratoire Biopure.
L’hémoglobine est d’origine bovine, elle est hautement purifiée, dépourvue de
potentiels agents contaminants, polymérisée avec du glutaraldéhyde (glutamer-250)
et baigne dans une solution saline a une concentration de 13 g/dL. (61,63) Sa masse
moléculaire est de 250 kDa (contre 65 kDa pour 'hémoglobine humaine). La p50 ou
coefficient de saturation en Oz (c’est-a-dire la pression partielle en Oz ou la moitié des
sites de fixation de 'hémoglobine sont occupés en O2) est élevé (40 mmHg pour
HBOC-201 contre 8 a 18 mmHg pour ’'hémoglobine humaine) ce qui traduit une moins
bonne affinité pour 'Oz que 'hémoglobine humaine. La demi-vie est entre 16 et 20
heures in vivo (contre quelques secondes pour ’lhémoglobine humaine). La durée de
péremption est de 3 ans lorsque le produit est conservé entre +2°C et +30°C. (7,61,63)
Hemopure® est approuvé en 2001 en Afrique du Sud pour le traitement des patients
adultes ayant subi une intervention chirurgicale et souffrant d'anémie aigué dans le but
d'éliminer, de retarder ou de réduire le besoin en globules rouges puis en 2010 en
Russie pour le traitement de I'anémie aigué. (64) Aux Etats-Unis Biopure n’obtient pas
I'autorisation de mise sur le marché de l'autorité de santé américaine FDA (Food and
Drug Administration) ce qui la conduit a la banqueroute et au rachat en 2009 par la
société OPK Biotech (Etats-Unis) puis en 2014 par la société Hemoglobin-O2
Therapeutics (Etats-Unis). Cependant grace a de nombreuses études cliniques
réalisées sur plusieurs applications et a une étude pilote débutée en 2013 (dont la fin
est prévue en octobre 2023), la société obtient la possibilité d’'utiliser Hemopure® pour
le traitement de 'anémie grave mettant en jeu le pronostic vital mais dans un cadre
restreint : acces a l'usage compassionnel mis en place par la FDA. (7,61-63) La
performance du produit est démontrée au travers de plusieurs études pré-cliniques et
plusieurs études cliniques principalement dans des applications chirurgicales. (63) En
2014, un essai multicentrique randomisé chez des patients ayant subi une chirurgie
non cardiaque prouve que Hemopure® permet de réduire les transfusions de globules
rouges chez 43 % des patients sans différence notable en termes de mortalité et
d'événements indésirables graves, malgré une hausse des événements non graves
associés (hypertension et fievre). (7,62)
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La Figure 9 présente certaines stratégies de modification de I’hémoglobine naturelle.

(b)

Figure 9 : Schéma des stratégies de modification de I'hémoglobine naturelle : (a) I’hémoglobine libre ;
(b) 'hémoglobine stabilisée par des liaisons intramoléculaires ; (c) I'hémoglobine conjuguée a des
polymeres ; (d) 'hémoglobine réticulée par polymérisation ; (e) 'hémoglobine polymérisée avec des
enzymes redox des globules rouges (SOD = superoxyde dismutase ; CAT = catalase) ; 'hémoglobine
encapsulée : (f) avec la superoxyde dismutase, la catalase, 'anhydrase carbonique (CA) et le 2,3 DPG ;
(g) dans un liposome ; (h) dans un liposome « furtif » (PEGylé). Adapté de Sen Gupta et al. (2019) (4)

3.5.2. Produire I’hémoglobine avec des micro-organismes

L’hémoglobine issue de la culture bactérienne (Optro®, Somatogen, Etats-Unis) se
base sur les technologies recombinantes. Cela implique d’isoler le géne humain de
'hémoglobine, de le transférer dans le micro-organisme (Escherichia coli pour les
bactéries, Saccharomyces cerevisiae pour les levures) a l'aide d'un vecteur
plasmidique et de faire exprimer le gene codant pour la protéine de globine par le
micro-organisme. Les globines a sont ensuite liées de maniére intermoléculaire a I'aide
d’un résidu glycine augmentant la demi-vie plasmatique jusqu'a 19h. L’héme est
incorporé dans le micro-organisme. Les micro-organismes sont lysés et I’hémoglobine
obtenue est purifiée par chromatographie. (8,61,62,65)

Cette technique présente I'avantage de ne pas avoir besoin de matiére sanguine
d’origine humaine ou bovine. Cela permet d’éviter le risque de transmission de
pathogénes tels que le prion, I'agent responsable de I'encéphalopathie bovine
spongiforme ou maladie de Creutzfeldt-Jakob. (8,61) Elle permet également d’assurer
un approvisionnement contr6lé et régulier afin d'éviter les fluctuations des
approvisionnements en matiére sanguine. (8)

Cependant, le colt de cette technique est relativement important. (4,8) Malgré des
mutations spécifigues qui permettent une diminution de la dissociation et une
modulation des capacités de liaison au NO, la combinaison correcte de mutations n’est
pas encore établie. De plus, I'effet de capture du NO par I'Optro® est a I'origine d’une
augmentation du risque d'arrét cardiaque et de mortalité conduisant a I'arrét de I'essai
clinique en 2014. (61)
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3.5.3. Rechercher d’autres sources d’hémoglobine

Dans la recherche du sang artificiel, la nature est une source d’inspiration pour
identifier des solutions thérapeutiques. Différentes especes mammiferes proches de
I'étre humain d’un point de vue phylogénétique ont vu leur hémoglobine utilisée pour
substituer celle de I'Homme. Cependant I'hémoglobine des mammiféres est
intracellulaire et lorsqu’elle est administrée sous forme libre, elle a un double effet
délétére : d’'une part 'hémoglobine piége I'oxyde nitrique (un puissant vasodilatateur)
de par son affinité importante ; d’autre part '’hémoglobine est rapidement métabolisée
par I'organisme receveur ce qui engendre des grandes quantités de métabolites
toxiques. De facto, de nombreux effets indésirables sont a déplorer : hypertension,
IDM, AVC, lésions rénales et toxicité tissulaire. (7)

La piste des mammiféres écartée, une autre piste vient d’'une espéce issue de la
biologie marine : le ver marin annélide Arenicola marina. Cette espéce est présente
dans le sable propre et le sable vaseux des estrans (c’est-a-dire la partie du littoral
recouverte a marée haute et découverte a marée basse) de nombreux littoraux des
cOtes nord-ouest de I'Europe (de I'Arctiqgue a la Méditerranée). Les arénicoles vivent
dans des terriers en forme de J de 20 a 40 cm de profondeur dans le sédiment et ils
sont 20 a 50 individus par m2. Pour se nourrir, I'arénicole a la téte en bas orientée vers
le haut et ingere le sédiment au-dessus de sa téte : cela entraine I'affaissement du
sable situé au-dessus et cela forme un entonnoir. Pour la défécation, I'arénicole recule
dans le terrier jusqu'a ce que sa queue atteigne la surface ou il éjecte ses turricules
qui forment le tas de sable caractéristique. Ce mécanisme de vie participe a la
bioturbation. (66) L’anatomie générale de I'arénicole est décrite dans la Figure 10.

Trompe

Région antérieure d’'un second individu

Queue Abdomen

Figure 10 : Anatomie générale de Arenicola marina. Crédit : A. Le Roux (2008)

D’un point de vue phylogénique, I'arénicole est plus éloignée de I'étre humain que ne
le sont les mammiféres : ils font partie du regne Animal, ils sont tous deux bilatériens
(ils possedent une symétrie bilatérale) mais I'arénicole est protostomien tandis que
I'étre humain est deutérostomien. La taxonomie et la place dans I'arbre phylogénétique
de l'arénicole et de I'étre humain sont présentées dans le Tableau 3 et la Figure 11.
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Tableau 3 : Taxonomie comparée de l'arénicole et de I'étre humain (67)

Régne Embranchement | Classe Ordre Famille Genre
Animalia | Annelida Polychaeta | - Arenicolidae | Arenicola
Animalia | Chordata Mammalia | Primates | Hominidae Homo

-

Arenicola marina
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Figure 11 : Arbre phylogénétique de I'évolution de Arenicola marina et de Homo sapiens, adapté de DM
de Vienne — LIFEMAP (2016) (68).

L’intérét de 'arénicole est qu’elle dispose d’un systéme d’oxygénation des tissus dont
le principe est similaire a celui de 'hémoglobine humaine : I'érythrocruorine. La
structure de [I'érythrocruorine (ou M101) est décrite en 1996 : ce complexe
supramoléculaire est organisé en une bicouche hexagonale de 25 nm de longueur et
15 nm d’épaisseur entre les deux couches (voir Figure 12). Son poids moléculaire est
de 3600 kDa (contre 65 kDa pour 'hnémoglobine humaine) pour un rayon de giration
de 11,3 nm (contre 2,0 nm pour 'hémoglobine humaine). L’ensemble est composé de
198 chaines polypeptidiques (dont 156 chaines de globines et 42 chaines de liaison)
et de 156 groupements prosthétiques héme b fixant 'Oz (contre 4 pour 'hémoglobine
humaine). (7,62,69-71)

Cette molécule dispose de plusieurs avantages : d’abord la capacité d’oxygénation de
la molécule. La quantité d’hémes importante permet a I'érythrocruorine de réaliser une
oxygénation 40 fois plus efficace que pour I'hnémoglobine humaine. De plus,
I'érythrocruorine fonctionne sur une gamme de température beaucoup plus étendue
(entre +4°C et +37°C pour I'érythrocruorine ; +37°C pour I'hémoglobine humaine).
Enfin I'érythrocruorine a une affinité plus importante pour I'O2 que I'hémoglobine
humaine et peut mieux oxygeéner les tissus dans un environnement hypoxique grace a
un coefficient de saturation en Oz légerement plus bas : la p50 est de 6 a 8 mmHg
pour I'érythrocruorine contre 8 a 18 mmHg pour I’'hémoglobine humaine. (7)
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Un autre avantage de I'érythrocruorine est sa stabilité dans le domaine extracellulaire.
42 chaines de liaison qui lient les globines entre elles et 12 résidus cystéine qui forment
les ponts disulfure assurent I'intégrité de la structure du complexe moléculaire. Ainsi,
I'érythrocruorine a une demi-vie de 50h a un pH entre 7 et 8 (contre quelques secondes
pour 'hémoglobine humaine) et jusqu’a 2,5 jours chez la souris et le rat. (7,69)

L’érythrocruorine dispose également de propriétés anti-oxydatives liées a une activité
intrinséque : elle inhibe a 100% la réduction du bleu nitré de tétrazolium en présence
de radicaux superoxydes, démontrant une capacité a améliorer le stress oxydatif. Ceci
s’explique par son activité intrinséque de type superoxyde dismutase (une enzyme qui
transforme les ions superoxyde O2'— en peroxyde d’hydrogéne H20:2 et en O2) liée aux
métaux Cu (cuivre) / Zn (zinc). (7,61,72)

15 nm

Figure 12 : Structure cristalline de I'érythrocruorine de Arenicola marina en vue supérieure (a gauche)
et en vue latérale (a droite). En violet : les chaines d’hémoglobine liant le dioxygene. En orange et en
bleu : les peptides de liaison. Adapté de Royer et al. (2007) (70)

Il existe également un autre type de pigment respiratoire similaire a I'érythrocruorine :
la chlorocruorine. On la retrouve uniquement chez quatre familles de polychetes : les
Sabellidae, les Serpulidae, les Chlorohaemidae et les Ampharetidae. (73,74) La taille
et la structure de la chlorocruorine sont analogues a I'érythrocruorine : un poids
moléculaire de 3,5 — 4,0 MDa, organisée en une bicouche hexagonale de 27,5 nm de
longueur par 18,5 nm d’épaisseur entre les couches. La seule différence réside dans
la structure chimique de son groupement prosthétique : 'héme b est modifié sur le C3
par un groupement formyle a la place du vinyle (voir Figure 13). La différence
structurelle du groupement prosthétique entraine une conséquence sur la couleur du
sang de ces espéces : il apparait comme rouge verdatre. (73-75)

D’un point de vue réglementaire, I'érythrocruorine n’est pas encore commercialisée
comme substitut érythrocytaire mais plusieurs études pré-clinigues démontrent que la
molécule M101 (HEMOXY Carrier®, Hemarina, France) délivre efficacement I'Oz in vivo
sans les signes d'oxydation, de vasoconstriction ou d'hypertension caractéristiques
des HBOC de premiere génération. (7) Un autre produit basé sur I'érythrocruorine est
commercialisé : HEMO:life® (Hemarina, France). C’est un dispositif médical contenant
la molécule M101 a 1g pour 20 mL d’eau pour préparation injectable. Le dispositif est
marqué CE (classe Ill) depuis septembre 2022. (7,61,76,77) HEMO:life® est destiné a
étre utilisé ex-vivo comme additif aux solutions de conservation pour la préservation
des reins adultes pendant le transport hypothermique dans des conditions statiques
ou sous perfusion, apres le prélevement suite a la mort cérébrale. (77,78)
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Figure 13 : Structure chimique du groupement prosthétique de I'érythrocruorine et de I'hémoglobine
avec le groupe vinyle en rouge (a gauche) et du groupement prosthétique de la chlorocruorine avec le
groupe formyle en vert (a droite).

La fabrication de HEMO:life® se fait selon les bonnes pratiques de fabrication (BPF) :
elle débute par I'élevage des arénicoles dans une ferme aquacole (30 tonnes de vers
marins sont produites chaque année par Hemarina a Noirmoutier). (79,80) Lorsque les
arénicoles sont matures, ils sont congelés ce qui crée un choc hémorragique et permet
d’exsanguiner l'annélide. On obtient ainsi le sang qui contient I'hémoglobine
extracellulaire. 1l y a ensuite plusieurs étapes de purification de 'hémoglobine avec du
tamisage progressif, des extractions solide/liquide et de la filtration aseptique. Ensuite
I’'hnémoglobine est lyophilisée pour étre sous forme de poudre puis elle est conditionnée
dans un flacon en verre. Enfin il y a une étape de stérilisation a l'irradiation gamma
pour obtenir un produit stérile. (7,77,79)

Les PFC sont des molécules chimiques inertes dont la structure est proche des
hydrocarbures (composés organiques contenant uniguement des atomes de carbone
et d'hydrogene) mais dont les atomes d’hydrogéne sont remplacés par des atomes de
fluor. Leur taille est cent fois plus petite qu'une hématie mais ils sont capables de
transporter plus d’O2. Pour pouvoir étre utilisés en clinique, les PFC sont émulsionnés
sous forme de microgouttelettes lipidiques car ils sont insolubles dans I'eau : cela leur
permet une mise en suspension dans la circulation sanguine. (8,81,82) Les PFC ont
la capacité de transporter 'Oz et le CO2 sans liaison chimique entre la molécule et le
gaz. La saturation des PFC en gaz est passive, elle dépend de la pression partielle en
O:2 et est facilitée par la dissolution des gaz dans les microgouttelettes lipidiques
cependant la saturation nécessite une forte pression partielle en Oz (PaO2 > 300-350
mmHg). Ces molécules sont donc utilisées en association avec I'oxygénothérapie.
(8,60,81,82)

Les PFC ont plusieurs avantages : ils ne réagissent pas avec 'Oz ; ils augmentent la
solubilité de I'O2 dans le plasma ; la température, le pH sanguin et le 2,3-DPG n’ont
pas d’effet sur 'Oz dissous par les PFC ; ils permettent de transférer plus facilement
et plus rapidement I'O2 des cellules aux tissus ; ils ont une capacité de transport
variable en fonction de la FiO2. Cependant ils ont également plusieurs inconvénients :
une bioaccumulation dans le systeme réticulo-endothélial pouvant entrainer
I'activation du complément, surtout pour la premiére génération de PFC a cause des
emulsifiants de type polymériques ; une cytotoxicité envers les granulocytes et les
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monocytes qui concerne surtout les PFC incorporant un émulsifiant a base de
phospholipide / Iécithine ; un syndrome pseudo-grippal di a I'opsonisation et a la
phagocytose des émulsions de PFC ; une thrombocytopénie transitoire entre J3 et J10
apres administration. Un autre inconvénient indirect des PFC lié a 'oxygénothérapie :
la toxicité des trop fortes concentrations en Oz. Enfin on note des cas de complications
neurologiques lors de I'utilisation des PFC en chirurgie cardiaque. (8,60,81,82)

La pharmacocinétiqgue des PFC est problématique : les molécules ne forment pas de
métabolites cytotoxiques mais a cause de leur inertie métabolique, le foie et les reins
ne sont pas capables de métaboliser les molécules ce qui entraine une
bioaccumulation principalement dans le foie et la rate (60). Apres administration, les
PFC se vaporisent et sont ensuite exhalés par les poumons pendant plusieurs jours,
la demi-vie dans la circulation sanguine est courte et dépendante du produit
(Perftoran® : entre 18 et 24h) (83). Cependant la demi-vie dans les organes est
beaucoup plus longue (Perftoran®: 90 jours). (82) Le systeme réticulo-endothélial est
responsable de I'élimination systémique des PFC mais ce systéme est rapidement
saturable a doses répétées. L’élimination des PFC par le systéme réticulo-endothélial
nécessite entre 18 et 24 mois. (8) La galénique des PFC est aussi un frein a leur
utilisation : les émulsions ne sont pas stables a température ambiante et une
congélation du produit est nécessaire pour permettre de conserver la stabilité de
I'’émulsion. (8,82) Cependant de récentes améliorations relatives aux nanoparticules
ont permis d’obtenir des nano-émulsions de PFC qui sont stables a température
ambiante. (82) La Figure 14 présente la structure chimique de différents PFC utilisés
comme substituts érythrocytaires de synthese.

521,07 M

595,09 M F 498,96 M

Figure 14 : Structure chimique des différents perfluorocarbones et leur masse moléculaire respective :
(a) la perfluorodécaline (composant du Fluosol-DA® et du Perftoran®) ; (b) la perfluorotripropylamine
(composant du Fluosol-DA®) ; (c) la perfluoro-N-(4-methylcyclohexyl)pipéridine (composant du
Perftoran®) ; (d) le Perflubron ou le bromure de perfluorooctyle (le composant de Oxygent®).

Historiquement, les PFC sont la premiere famille de molécules utilisée dés les années
1970 comme substitut eérythrocytaire. (82) Leur développement pharmaceutique s’est
fait en plusieurs générations. Fluosol-DA® développé en 1978 par la Green Cross
Corporation au Japon est le chef de file de la premiere génération. C’est une émulsion
(ratio 7:3) de perfluorodécaline (PFD) et de perfluorotripropylamine (PFTPA)

53



emulsifiée par un polymere : le Pluronic F-68, produit a l'origine de complications
pulmonaires avec l'activation du complément. Le produit obtient son approbation par
la FDA en 1989 comme substitut sanguin dans I'angioplastie coronaire mais il est retiré
du marché américain en 1994 & cause de sa toxicité rénale ainsi que de sa faible
capacité a transporter 'Oz et son instabilité dans le milieu sanguin. (65,81,82). Un autre
produit toujours utilisé de nos jours est le Perftoran®, développé par 'Académie Russe
des Sciences (Russie) en 1996. (81,83) Il est composé de I'émulsifiant Proxanol-268
(6,5%), de PFD (12%) et de perfluoromethylcyclohexylpiperidine (3%). (60,83) Le
mélange est conservé a I'état congelé, il est stable a +4°C jusqu'a 2 semaines apres
décongélation. La méme année il est commercialisé en Russie puis en Ukraine et au
Kazakhstan et ses indications sont diverses. Puis en 2005 il est commercialisé au
Mexique sous le nom Perftec® mais il est suspendu en 2010 a cause d’un non-respect
des BPF. La production est suspendue en 2011 mais le médicament est toujours
autorisé en Russie. (83) Aprés avoir racheté les droits d’exploitation sur le
médicament, le Perftoran® est rebaptisé Vidaphor® par FluorO2 Therapeutics (Etats-
Unis) et la production reprend selon les BPF en vue d'obtenir I'approbation de la FDA.
(83)

La seconde génération comporte les PFD, les (perfluorobutyl) éthylenes (PFBE) et
aussi des PFC substitués par des atomes de Br (brome) : les perfluorooctyl-bromures
(PFOB) et les perfluorodecylbromures (PFDB). Leur capacité de transport de I'O2 est
plus élevée et leur excrétion pulmonaire est plus rapide avec une rétention tissulaire
plus basse que la premiere génération. (8,81) La seconde génération comporte deux
produits principaux : Oxygent® et Oxycyte®. D’abord Oxygent® est développé par
Alliance Pharmaceutical (Etats-Unis) vers 1991 : 'émulsion est composée de PFOB
(58%) et de PFDB (2%) émulsifiés par des phospholipides de jaune d’ceuf. (60,81,82)
Bien que des résultats encourageants sont obtenus dans le cadre d’une étude de
phase IIl en chirurgie cardiaque en Europe, la survenue d’effets indésirables (risque
accru d’AVC et thrombocytopénie lIégere) met un coup d’arrét au développement du
produit. (81) Ensuite Oxycyte® est développé vers 2004 par la société Synthetic Blood
International (Etats-Unis) : 'émulsion est composée de perfluorotertbutylcyclohexane
(60%) émulsifiée par des phospholipides de jaune d’ceuf. (60,81) Aprés une étude de
phase Il sur des patients souffrant de Iésions cérébrales traumatiques dont les
résultats n’ont pas été publiés (ID. NCT03463551), le développement du produit est
suspendu suite a la survenue d’effets indésirables du méme type que ceux obtenus
chez Oxygent® lors d’'une autre étude (risque accru d’AVC). (81)

Une autre stratégie pour aboutir un substitut érythrocytaire d’origine artificielle est de
créer des globules rouges en faisant de la culture cellulaire. Le principe général de
culture des érythrocytes in vitro se compose d'une étape de prolifération des cellules
progénitrices avec de I'lL-3 (interleukine-3) et du SCF (facteur de stimulation des
colonies) puis avec de 'EPO et du SCF ; suivie d’'une étape de différenciation des
erythroblastes en réticulocytes avec de 'EPO. (84,85) Actuellement la culture in vitro
des globules rouges repose sur deux approches principales : les cellules souches et
'immortalisation des cellules érythroides. (11)

Concernant l'utilisation des cellules souches : plusieurs types de cellules souches sont
utilisés pour cultiver des globules rouges : les cellules souches hématopoiétiques
(CSH) ; les cellules souches embryonnaires (CSE) d’origine humaine ; et plus
réecemment les cellules souches pluripotentes induites (CSPi) et les lignées cellulaires
immortalisées au stade de I'érythroblaste adulte. Les CSH détaillées en section 1.4
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présentent une problématique : leur capacité de prolifération est limitée ce qui conduit
a un rendement faible et donc une utilisation difficile en milieu clinique. (86) Ensuite
les CSE d’origine humaine ont des capacités de prolifération illimitées et elles peuvent
former toutes les cellules du corps, y compris les cellules sanguines : on les appelle
également cellules souches pluripotentes. Cependant les CSE présentent plusieurs
inconvénients : d’'une part un tres faible degré d'énucléation et une tres faible
expression d’hémoglobine adulte, d’autre part des questions éthiques car le
prélevement de ces cellules nécessite la destruction d’'un embryon (une vie humaine
potentielle). Ensuite les CSPi sont initialement des cellules adultes différenciées mais
qui sont « reprogrammeées » en leur incorporant des genes de pluripotence que I'on
retrouve chez les CSE (c-MYC, OCT3, OCT4, SOX2, Klf4, LIN28, NANOG) : on
appelle cette modification génétique la transduction rétrovirale (un vecteur viral permet
de transférer le matériel génétique au génome de la cellule cible). Les CSPi ne font
pas l'objet de questions éthiques car ce sont des cellules issues d’un adulte.
Cependant elles présentent le méme inconvénient que les CSE : un tres faible degré
d'énucléation et une trés faible expression d’hémoglobine adulte. Un autre
inconvénient est que le génome des CSPi a subi des modifications épigénétiques (ce
qui n’est pas le cas pour les CSE). (11,12,86)

Concernant leur utilisation en clinique, seuls deux essais cliniques étudient I'utilisation
des globules rouges cultivés in vitro a partir de cellules souches. D’abord en 2011 ou
la preuve du concept est réalisée en France dans le cadre d’'une étude évaluant la
durée de vie des globules rouges de culture autologues générés a partir de CSH de
sang périphérique. Une solution de 1 mL avec 5 x 10° globules rouges est obtenue
puis les globules rouges sont radiomarqués au °1Cr . La solution est ensuite transfusée
au volontaire sain. Bien que seul un individu ait participé a I'étude et que les CSH
utilisées pour la culture et la transfusion soient autologues, les globules rouges
transfusés ont une demi-vie circulatoire de 26 jours et aucun effet indésirable n’est
rapporté. (85—-87)

Ensuite en 2021, un essai clinique nommé RESTORE (Recovery and Survival of Stem
Cell Originated Red Cells) débute au Royaume-Uni (ID. ISRCTN 42886452). Cet essai
clinique de phase I, croisé, randomisé, contrélé, monocentrique (fait & Addenbrooke’s
Hospital, Cambridge, UK), en simple aveugle sur 15 volontaires sains. L’objectif est
d’évaluer la sécurité et la survie d'une transfusion de mini-dose de globules rouges (10
mL) dérivés de cellules CD34+ isolées a partir de sang adulte par rapport a des
globules rouges standards provenant de dons. (85,88) La sécurité est évaluée par la
détection sérologique de nouveaux allo-anticorps dirigés contre les globules rouges
standards et / ou les globules rouges artificiels fabriqués 120 jours apres la premiére
perfusion de globules rouges et jusqu'a 180 jours aprées la seconde perfusion de
globules rouges ; et par la description de toutes les réactions indésirables graves
survenues entre le jour de la perfusion des globules rouges et 180 jours aprés la
seconde perfusion de globules rouges. La survie des globules rouges est mesurée
comme le temps nécessaire pour que 50% des globules rouges radiomarqués soient
eliminés de la circulation (T50). Des échantillons de sang sont prélevés 5 - 7,5 - 10 -
12,5-15 - 30 - 60 minutes aprés la transfusion de globules rouges radiomarqués, puis
24 heures etlesjours2-3-7-14-21-28-35-42-49-75-100 - 120. Un objectif
secondaire en lien avec la survie des globules rouges est évalué : la récupération (ou
« recovery ») post-transfusionnelle des globules rouges a 24 heures, mesurée en
calculant la proportion de globules rouges perfusés qui restent dans la circulation 24
heures aprés la perfusion. L’inclusion se termine le 30/09/2023 et les résultats sont
attendus pour le 30/03/2025. Si les résultats sont concluants, I'étude suivante sera la
vérification de la sécurité du produit avec une escalade de dose. (88)
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L’autre approche pour obtenir des globules rouges issus de la culture cellulaire est
'immortalisation d’'une lignée cellulaire érythroide. Celle-ci peut se faire de deux
manieres différentes : soit avec une modification du génome de la cellule, dans ce cas
'immortalisation se base sur les propriétés du papillomavirus humain (HPV) ; soit avec
une modification exogene d’expression des géenes de la cellule, dans ce cas on cible
des genes impliqués dans les activités de prolifération et d’auto-renouvellement de la
cellule. (11)

L’immortalisation des lignées cellulaires érythroides basée sur HPV repose sur les
propriétés oncogéniques de HPV 16 et HPV 18 qui sont associées a I'apparition de
nombreux cancers génitaux et oro-pharyngés. Leur oncogénicité s’explique par
I'activité des oncoprotéines virales E6 et E7 qui sont capables de favoriser la
progression du cycle cellulaire, la croissance et la prolifération cellulaire en inhibant
les génes suppresseurs de tumeurs codant pour les protéines p53 et pRB (protéine du
rétinoblastome). La modification génétique se fait de la méme maniére que pour les
CSPi : elle nécessite un vecteur viral pour transfecter aux cellules cibles les génes
codant pour les protéines E6 et E7 ainsi qu'un inducteur du vecteur viral : la
tétracycline ou la doxycycline. Ensuite l'immortalisation des lignées cellulaires
érythroides basée sur la modification exogéne d’expression des génes cellulaires se
focalise sur de nombreux genes : c-MYC, BCL-XL, OCT4, SOX2, KLF4, SPI-1, shRNA
anti-p53. Le point commun de ces genes est leur implication dans les activités de
prolifération et d’auto-renouvellement de la cellule. Bien que la culture cellulaire par
ces méthodes donne de bons résultats, le taux d’énucléation trop bas (moins de 40%
pour les études existantes) reste encore une limite considérable. De plus aucun essai
clinique n’a débuté avec des globules rouges issus d’'une culture cellulaire
immortalisée par ces méthodes. (11)
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4. Etude de I’acceptation des substituts par le grand public

4.1.1. Participants

La conception de I'étude a pour but d’évaluer chez un public averti : le niveau de
connaissance général dans le domaine d’étude, la perception de plusieurs substituts
erythrocytaires d’origine artificielle sur plusieurs dimensions (le risque, l'efficacité
théorique et I'éthique) en comparaison au don de sang total et la perception de ces
mémes produits du point de vue de leur acceptation dans un contexte d’'urgence.

L’inclusion des participants se fait durant le Blood Donor Day, un événement
annuel organisé le 31 mai 2022 au sein de I'établissement MacoPharma a Tourcoing
(France). L’événement a pour objectif de promouvoir le don de sang. L’inclusion durant
cet événement a un intérét car I'échantillon cible est majoritairement un public
sensibilisé au contexte du don de sang : d’une part ce sont des personnes travaillant
pour une industrie de santé spécialisée dans les produits de santé pour la transfusion
sanguine, d’autre part ce sont des personnes qui donnent leur sang.

Les participants sont interrogés durant I'étape de repos et de prise de collation qui fait
suite au don de sang. La collecte des réponses se fait a I'aide d’'un questionnaire
décliné en 2 formats : papier (une page A4 recto-verso) et électronique (Google
Forms). Chaque participant remplit soit le questionnaire papier (disponible en Annexe
1: Questionnaire papier), soit le questionnaire €électronique (disponible en Annexe
2: Questionnaire électronique).

4.1.2. Questionnaire

Le questionnaire se compose de 4 parties distinctes : les informations relatives au
répondant ; les informations relatives a I'état des connaissances du répondant
concernant le sujet étudié, c’est-a-dire le sang, les produits sanguins et leurs
substituts ; les informations concernant 'avis du répondant sur le risque, I'efficacité
théorique et I'éthique associés aux substituts érythrocytaires d’origine artificielle
comparés au don de sang ; et les informations sur I'acceptation générale des substituts
erythrocytaires d’origine artificielle.

Le questionnaire ne fait pas I'objet d’'une déclaration a la Commission Nationale de
I'Informatique et des Libertés (CNIL) car il est anonyme, les données personnelles
collectées sont limitées au genre, a 'adge, au niveau d’études et au nombre de dons et
ne permettent en aucun cas d’établir I'identité du répondant. Les personnes répondent
de maniére volontaire au questionnaire et aucune rémunération ne leur est versée.

La premiére partie du questionnaire s’intéresse aux données qui permettent de vérifier
si I'échantillon étudié est représentatif de la population : le genre et 'age sont collectés.
Le niveau d’étude est également collecté afin de vérifier que le niveau de connaissance
général sur le don de sang et les produits sanguins (c’est-a-dire la seconde partie du
questionnaire) ne dépend pas du niveau d’études. Enfin le nombre de dons de sang
sur les cing derniéres années est collecté pour vérifier si I'échantillon étudié
correspond réellement a un public sensibilisé au don de sang.

57



La seconde partie du questionnaire s’intéresse au niveau de connaissance général
concernant les domaines de la physiologie sanguine, du don de sang, de la transfusion
sanguine et des produits sanguins d’origine artificielle.

Le moyen d’étude est I'utilisation d’'un ensemble de 5 questions fermées a choix binaire
(oui / non) qui permettent d’obtenir un score sur 5 points : un score de 0 point traduit
une absence de connaissance du sujet et un score de 5 points traduit une excellente
connaissance du sujet. Ce score permet d’identifier la présence de biais de jugement
liés a la méconnaissance du sujet pouvant impacter les opinions étudiées dans la
troisieme et la quatriéme partie du questionnaire.

Ensuite, un regroupement est effectué pour obtenir 2 variables a 2 modalités. Le
niveau d’étude a les modalités suivantes : d’'une part « études supérieures » (qui
regroupe « BAC +2/ +3 », « BAC +4 / +5 », « > BAC +5 »), d’autre part « pas d’études
supérieures » (qui regroupe « Sans diplome », «Brevet », « CAP / BEP », « BAC »).
Le niveau de connaissance a les modalités suivantes : d’'une part « important » (qui
regroupe « 3 points », « 4 points », «5 points »), d’autre part « faible » (qui
regroupe « 0 point », « 1 point », « 2 points »). Le regroupement des modalités des 2
variables permet de vérifier l'influence des études supérieures sur le niveau de
connaissances. L’hypothése est que le fait d’avoir fait des études supérieures entraine
une connaissance plus importante du sujet d’étude, une vision plus complexe et «
positive » des substituts érythrocytaires d’origine artificielle, c’est-a-dire plutbt orientée
sur les bénéfices et I'éthique que sur les risques concernant les substituts
érythrocytaires artificiels.

Enfin, les affirmations proposées dans cette partie participent a I'’éducation en santé
de la population (I'un des réles du pharmacien) en apportant des informations de santé
au public interrogé.

La troisieme partie du questionnaire expose 4 types de substituts érythrocytaires
d’origine artificielle : les substituts d’origine chimique, les substituts issus de la culture
bactérienne, les substituts issus de Arenicola marina et les globules rouges issus de
cellules souches. La présentation de ces produits a pour objectif d’apporter des
informations aux répondants concernant I'existence de ces produits. La description
comporte une contrainte : il est nécessaire d’expliquer succinctement et objectivement
les différents substituts sanguins avec des mots simples car 'enquéte est destinée a
un public averti mais non expert du domaine d’étude.

Ensuite, le questionnaire recueille la perception des répondants concernant ces
mémes produits sur plusieurs dimensions (le risque, I'efficacité théorique et I'éthique)
en comparaison au don de sang total : ce sont les objectifs secondaires de I'étude.
L’outil utilisé est I'échelle de Likert a 7 niveaux. Le questionnaire demande aux
participants d’évaluer pour le don de sang et pour chaque substitut sanguin leur
perception concernant le risque (1 : pas risqué du tout; 7 : extrémement risque),
I'efficacité théorique (1 : inefficace ; 7 : trés efficace) et I'éthique (1: pas du tout
éthique ; 7 : extrémement éthique) associés a ces produits.
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La quatrieme partie du questionnaire comporte ['objectif principal : évaluer
'acceptation de plusieurs substituts érythrocytaires d’origine artificielle dans un
contexte d’'urgence. Le moyen d’étude est I'utilisation d’'une question fermée a choix
binaire (oui/ non) pour chaque substitut érythrocytaire d’origine artificielle. Cela permet
d’obtenir un avis final et global des répondants sur I'acceptation car la question
principale est posée apres la description des produits et I'évaluation du risque, de
I'efficacité théorique et de I'éthique. La conception de I'étude et les résultats sont

disponibles dans la Figure 15.
N =38 = pprc= 61,29 %
Perfluorocarbones
/ N =24 = pprc= 38,71 %

Tippc = 62

N =38 ps=61,29 %
. L. A Culture bactérienne
Si vous deviez étre _ —_
. nes =62 N =24 > pcs=38,71%
transfusé en urgence,
accepteriez-vous
| utc:llgtanon de _ceso o :62\ N =34 > pyy= 54,84 %
produits sanguins ? R
N =28 > pyar= 45,16 %
s =62
N=62 \ N =51 pee= 82,26 %
Cellules souches
N=11 > pes=17,74 %

Figure 15 : Logigramme de l'étude sur |'acceptation des substituts érythrocytaires d’origine artificielle
par le grand public

Pour des raisons de contextualisation, I'objectif principal de I'étude apparait a la suite
des questions étudiant les objectifs secondaires, c’est-a-dire dans la troisieme section
du questionnaire. La quatriéme section du questionnaire est dédiée aux commentaires
des répondants. Elle prend la forme d’'une question ouverte invitant les participants a
faire part de leurs remarques. Cette question sert principalement a compléter la
discussion des résultats obtenus.

4.1.3. Analyse des données

Dans la premiére partie, la moyenne et I'écart-type sont utilisés.

Dans la seconde partie, la moyenne et I'écart-type sont utilisés ainsi que des
proportions. Un test d'indépendance du Khi? est réalisé avec utilisation du coefficient
x? de Pearson, du coefficient x?> de Yates, et des coefficients d’association ® (Phi) et
le V de Cramer. Enfin un test exact de Fisher unilatéral est réalisé.

Dans la troisieme partie, la moyenne et I'écart-type sont utilisés. Pour chaque
perception étudiée (risque, efficacité théorique, éthique), un test de Fisher Snédécor
sur échantillons appariés précedé par un test de Mauchly sur la sphéricité et complété
par une analyse post-hoc sont réalisés avec utilisation du rapport F, du coefficient W
(Mauchly), et du coefficient t (Student) respectivement.

Dans la quatrieme partie, I'acceptation globale de chaque substitut érythrocytaire
d’origine artificielle est comparée aux autres produits a I'aide du test du Khi? de Mc
Nemar avec I'utilisation du coefficient x?> de Mc Nemar.
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Les analyses statistiques sont faites avec le logiciel Jamovi version 2.3 (The jamovi
project, Sydney, Australie). Pour tous les tests effectués, une probabilité p < 0,05 est
considérée comme statistiquement significative. L’ensemble des analyses statistiques
sont détaillées en Annexe 4: Analyse statistique.

4.2.1. Informations générales

Concernant le questionnaire : 44 personnes ont répondu sur le questionnaire
électronique (69,8%) et 19 personnes ont répondu sur le questionnaire papier (30,2%)
soit un total de 63 répondants.

Concernant le sexe et I'age des répondants : il y a 41 femmes (65,1%) et 22 hommes
(34,9%). L’age des répondants est compris entre 20 et 75 ans avec un age moyen de
36,5 £ 11,8 ans. L’age moyen chez les femmes est de 37,2 + 10,7 ans avec un age
minimal de 20 ans et un 4ge maximal de 60 ans. L’age moyen chez les hommes est
de 35,1 + 13,8 ans avec un age minimal de 20 ans et un 4ge maximal de 75 ans.

Concernant le niveau d’études : 1 répondant (1,6%) est sans dipléme, 1 répondant
(1,6%) a un niveau d’étude équivalent au Brevet, 4 répondants (6,3%) ont un niveau
d’étude équivalent au CAP (certificat d’aptitude professionnelle) ou au BEP (brevet
d’études professionnelles), 11 répondants (17,5%) ont un niveau équivalent au BAC
(baccalauréat), 11 répondants (17,5%) ont un niveau équivalent a un BAC +2 ou +3
ans, 24 répondants (38,1%) ont un niveau équivalent a un BAC +4 ou +5 ans, 11
répondants (17,5%) ont un niveau supérieur a un équivalent BAC +5 ans.

Concernant le nombre de dons de sang total sur les 5 derniéres années : 2 répondants
(10,5%) n'ont pas donné leur sang ces 5 derniéres années, 6 répondants (31,6%) ont
donné leur sang entre 2 et 5 fois ces 5 derniéres années, 8 répondants (42,1%) ont
donné leur sang entre 6 et 10 fois ces 5 derniéres années, 3 répondants (15,8%) ont
donné leur sang 11 fois ou plus ces 5 derniéres années. D’un point de vue général, 17
répondants (89,5%) sur 19 avaient donné leur sang durant les 5 dernieres années. |
est a noter que les répondants du questionnaire électronique (n = 44) n’ont pas pu
répondre a cette question car elle a été oubliée lors de la création du questionnaire
électronique. Seuls les répondants sur questionnaire papier (n = 19) ont répondu a
cette question.

Le Tableau 4 résume I'ensemble des données de I'’échantillon étudié. Les résultats
bruts sont disponibles en Annexe 3: Données brutes (colonnes n°1-4).
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Tableau 4 : Caractéristiques sociodémographiques de I'échantillon étudié (n = 63)

Caractéristique

Femme (n = 41)

Homme (n = 22)

Total (n = 63)

Format du questionnaire

Electronique

31 (49,2%)

13 (20,6%)

44 (69,8%)

Papier 10 (15,9%) 9 (14,3%) 19 (30,2%)
Age (M = SD) 37,2+10,7 35,1+13,8 36,56+11,8
Niveau d’études *

Sans dipléme 1 (1,6%) - 1 (1,6%)

Brevet 1 (1,6%) - 1 (1,6%)

CAP / BEP 4 (6,3%) - 4 (6,3%)

BAC 9 (14,3%) 2 (3,2%) 11 (17,5%)

BAC +2/ +3 8 (12,7%) 3 (4,8%) 11 (17,5%)

BAC +4 / +5 11 (17,5%) 13 (20,6%) 24 (38,1%)

> BAC +5 7 (11,1%) 4 (6,3%) 11 (17,5%)
Dons de sang total
(5 derniéres années) 2

Jamais 1 (5,3%) 1 (5,3%) 2 (10,5%)

2 a5 fois 5 (26,3%) 1(5,3%) 6 (31,6%)

6 a 10 fois 4 (21,1%) 4 (21,1%) 8 (42,1%)

11 fois ou plus - 3 (15,8%) 3 (15,8%)

Légende : ! Les totaux des pourcentages sont légerement supérieurs a 100% a cause des arrondis.
2 Pour le nombre de dons de sang total sur les 5 derniéres années, le nombre de sujets est de n = 10
pour les femmes, n = 9 pour les hommes, avec un total n = 19 ; M = moyenne ; SD = écart-type.

4.2.2. Niveau de connaissance général

Concernant le niveau de connaissance général : le score moyen obtenu est de 3,8 +
1,2 points. Les répondants ont un niveau de connaissance du sujet d’étude important :
85,8% des répondants ont obtenu 3 points ou plus alors que 14,2% des répondants
ont obtenu un score de 2 points ou moins. Parmi les répondants : 1 répondant (1,6%)
a un score de 0 point, 3 répondants (4,8%) ont un score de 1 point, 5 répondants
(7,9%) ont un score de 2 points, 8 répondants (14,3%) ont un score de 3 points, 27
répondants (42,9%) ont un score de 4 points et 18 répondants (28,6%) ont un score
de 5 points.

La répartition des scores obtenus par les participants est représentée en Figure 16.
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Figure 16 : Répartition des scores obtenus pour le niveau de connaissance général 1 (n = 63)

Légende : ! Les totaux des pourcentages sont légérement supérieurs a 100% a cause des arrondis.

Concernant le score obtenu en fonction du niveau d’étude : la répartition des scores
obtenus par les participants en fonction de leur niveau d’étude est représentée dans
le Tableau 5.

Les résultats bruts sont disponibles en Annexe 3: Données brutes (colonnes n°5-9).

Tableau 5: Répartition des scores associés au niveau de connaissance par catégorie de niveau
d’études (n = 63)

Niveau Niveau de connaissance

d’études 0 point 1 point 2 points 3 points 4 points 5 points

Sans dipléme - - 1(1,6%) - - -

Brevet - - - - 1(1,6%) -

CAP / BEP 1 (1,6%) - - 1 (1,6%) 1 (1,6%) 1 (1,6%)

BAC - 3 (4,8%) 2 (3,2%) 2 (3,2%) 2 (3,2%) 2 (3,2%)

BAC +2/+3 - - 2 (3,2%) 3 (4,8%) 4 (6,3%) 2 (3,2%)

BAC +4 / +5 - - - 1 (1,6%) 15 (23,8%) 8 (12,7%)

> BAC +5 - - - 2 (3,2%) 4 (6,3%) 5 (7,9%)
Total 1 (1,6%) 3 (4,8%) 5 (7,9%) 8 (14,3%) 27 (42,9%) 18 (28,6%)

Afin de vérifier si le niveau d’étude et le niveau de connaissance sont des variables
indépendantes (c’est-a-dire que la proportion de répondants ayant un niveau de
connaissance important est la méme quel que soit le niveau d’études), un test
d'indépendance du Khi? est réalisé. Un regroupement des modalités de chaque
variable est effectué, le résultat du regroupement est disponible dans le tableau de
contingence ci-dessous (Tableau 6).
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Les données relatives aux tests statistiques sont disponibles en Annexe 4: Analyse
statistique.

Tableau 6 : Tableau de contingence des effectifs par niveau de connaissance et par niveau d’études (n
= 63)

Elé\ﬁa;isiznce Etudes supérieures Pas d’études supérieures Total

Important ( ; ) ( ; ) 54

Faible ( ; ) ( ; ) 9

Total 46 17 63
Légende : ( ; )

Le test d'indépendance du Khi2 donne le résultat suivant : x2(1) pearson = 13,75 (p <
0,001). Ce résultat est confirmé par la correction de continuité du Khi? : X vates =
10,91 (p < 0,001) et par le test exact de Fisher (p < 0,001), ce qui suggere qu’il y a une
relation statistiquement significative entre le niveau d’études et le niveau de
connaissance des répondants concernant le sujet d’étude.

Concernant les cellules ayant une valeur du coefficient x> > 0,99 : le nombre de
répondants n’ayant pas fait des études supérieures avec un niveau de connaissance
faible est significativement plus important qu’attendu. A linverse, le nombre de
répondants ayant fait des études supérieures avec un niveau de connaissance faible
est significativement moins important qu’attendu. |l en est de méme pour les
répondants n’ayant pas fait des études supérieures avec un niveau de connaissance
important.

Concernant la taille de I'effet : utilisation du V de Cramer (0 <V <1):V =0,47. Cette
mesure d’association nous indique une relation de magnitude moyenne a forte (0,3 <
V £0,5) (89-91) entre le niveau d’études et le niveau de connaissance des répondants
concernant le sujet d’étude, ce qui conforte I'association obtenue précédemment.

4.2.3. Evaluation de la perception des dimensions risque, efficacité
théorique et éthique

Le score moyen obtenu pour le risque, I'efficacité théorique et I'éthique de chaque
produit sanguin est représenté en Figure 17. Un homme n’a pas répondu a I'évaluation
de I'éthique.

Les résultats bruts sont disponibles en Annexe 3: Données brutes (colonnes n°10-
14 pour le risque, colonnes n°15-19 pour I'efficacité théorique, colonnes n°20-24 pour
I'éthique).

Pour démontrer I'existence de différences significatives entre les scores moyens
associés a chaque produit sanguin (c’est-a-dire pour I'évaluation de la perception du
risque, de l'efficacité théorique et de I'éthique), des tests ANOVA a un facteur pour
mesures appariées sont réalisés accompagneés des analyses post-hoc avec test t pour
échantillons appariés.

Les données relatives aux tests statistiques sont disponibles en Annexe 4: Analyse
statistique.
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Figure 17 : Score moyen obtenu pour le risque (n = 63), |’'efficacité théorique (n = 63) et I'éthique (n =
62)

Légende : SID = sang issu de don ; PFC = perfluorocarbone ; CB = culture bactérienne ; VM = ver
marin ; CS = cellule souche. Les barres d’erreur correspondent a + 2 SEM (erreur standard a la
moyenne). Pour le risque : Un score de 1 correspond a « pas risqué du tout » et un score de 7
correspond a « extrémement risqué ». Pour l'efficacité théorique : Un score de 1 correspond a «
inefficace » et un score de 7 correspond a « trés efficace ». Pour I'éthique : un score de 1 correspond
a « pas du tout éthique » et un score de 7 correspond a « extrémement éthique ».

4.2.3.1. Perception du risque

Concernant la perception du risque : le score moyen obtenu est de 2,5 = 1,2 points
pour le sang issu de don (SID) ; 4,0 = 1,3 points pour les perfluorocarbones (PFC) ;
4,2 + 1,5 points pour 'hémoglobine issue de la culture bactérienne (CB) ;4,1 + 1,3
points pour 'hémoglobine issue de ver marin (VM) ; 3,0 = 1,3 points pour les globules
rouges issus de cellules souches (CS).

L’analyse ANOVA a un facteur (avec ajustement du F-ratio avec la correction de
Huynh-Feldt) démontre un effet significatif du type de produit sanguin sur la perception
du risque associée : F (3,636 ; 225,457) = 31,819 (p < 0,001).

Les tests post-hoc (avec ajustement de la p-value avec la correction de Tukey)
confirment que SID et CS sont percus comme significativement moins risqués que
PFC (p < 0,001 pour SID et CS), que CB (p < 0,001 pour SID et CS) et que VM (p <
0,001 pour SID et CS). Cependant, il n’y a pas de différence de perception du risque
entre SID et CS (p > 0,05), ni entre PFC et CB (p > 0,05), ni entre PFC et VM (p >
0,05) et entre CB et VM (p > 0,05).

Les résultats de I'analyse post-hoc sont disponibles dans la Figure 18.

64



Risque

Score

4,0 4,1 4,2

SID (€S PFC VM CB
Produit sanguin

Figure 18 : Risque percu en fonction des différents produits sanguins

Légende : SID = sang issu de don ; CS = cellule souche ; PFC = perfluorocarbone ; VM = ver marin ;
CB = culture bactérienne ; *** = test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001. Les barres
d’erreur correspondent a £ 2 SEM (erreur standard a la moyenne). Un score de 1 correspond a « pas
risqué du tout » et un score de 7 correspond a « extrémement risqué » (n = 63).

Concernant la perception de l'efficacité théorique : le score moyen obtenu est de 6,3
+ 1,1 points pour le sang issu de don (SID) ; 4,9 + 1,1 points pour les perfluorocarbones
(PFC) ; 4,8 £ 1,1 points pour ’lhémoglobine issue de la culture bactérienne (CB) ; 4,6
*+ 1,2 points pour 'hémoglobine issue de ver marin (VM) ; 5,5 £ 1,4 points pour les
globules rouges issus de cellules souches (CS).

L’analyse ANOVA a un facteur (avec ajustement du F-ratio avec la correction de
Huynh-Feldt) démontre un effet significatif du type de produit sanguin sur la perception
de l'efficacité théorique associée : F (3,420 ; 212,030) = 41,947 (p < 0,001).

Les tests post-hoc (avec ajustement de la p-value avec la correction de Tukey)
confirment que SID et CS sont percus comme significativement plus efficaces que PFC
(p < 0,001 pour SID ; p< 0,01 pour CS), que CB (p < 0,001 pour SID et CS) et que VM
(p < 0,001 pour SID et CS). De plus, SID est percu comme significativement plus
efficace que CS (p < 0,001). Cependant, il n’y a pas de différence de perception de
I'efficacité théorique entre PFC et CB (p > 0,05), ni entre PFC et VM (p > 0,05) et entre
CB et VM (p > 0,05).

Les résultats de I'analyse post-hoc sont disponibles dans la Figure 19.
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Figure 19 : Efficacité théorique percue en fonction des différents produits sanguins

Légende : SID =sang issu de don; CS = cellule souche ; PFC = perfluorocarbone ; CB = culture
bactérienne ; VM = ver marin ; ** = test significatif sur a = 0,05 et a = 0,01 mais pas sur a = 0,001 ; ***
= test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001. Les barres d’erreur correspondent a + 2
SEM (erreur standard a la moyenne). Un score de 1 correspond a « inefficace » et un score de 7
correspond a « trés efficace » (n = 63).

Concernant la perception de I'éthique : le score moyen obtenu est de 6,1 + 1,4 points
pour le sang issu de don (SID) ; 5,1 + 1,5 points pour les perfluorocarbones (PFC) ;
5,1 £ 1,4 points pour 'hémoglobine issue de la culture bactérienne (CB) ;4,7 £ 1,6
points pour ’hémoglobine issue de ver marin (VM) ; 5,6 + 1,3 points pour les globules
rouges issus de cellules souches (CS).

L’analyse ANOVA a un facteur (avec ajustement du F-ratio avec la correction de
Greenhouse-Geisser) démontre un effet significatif du type de produit sanguin sur la
perception de I'éthique associée : F (2,967 ; 181,009) = 16,110 (p < 0,001).

Les tests post-hoc (avec ajustement de la p-value avec la correction de Tukey)
confirment que SID est percu comme significativement plus éthique que les autres
produits sanguins (p < 0,001 pour PFC, CB et VM ; p < 0,05 pour CS). Bien que percu
comme moins éthique que SID, CS est percu comme significativement plus éthique
que CB (p < 0,05) et VM (p < 0,001). Cependant, il n’y a pas de différence de
perception de I'éthique entre CS et PFC (p > 0,05), ni entre PFC et CB (p > 0,05), ni
entre PFC et VM (p > 0,05) et entre CB et VM (p > 0,05).

Les résultats de I'analyse post-hoc sont disponibles dans la Figure 20.
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Figure 20 : Ethique percue en fonction des différents produits sanguins

Légende : SID =sang issu de don; CS = cellule souche ; PFC = perfluorocarbone ; CB = culture
bactérienne ; VM = ver marin ; * = test significatif sur a = 0,05 mais pas sur a = 0,01 ou a = 0,001 ; ***
= test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001. Les barres d’erreur correspondent a + 2
SEM (erreur standard & la moyenne). Un score de 1 correspond a « pas du tout éthique » et un score
de 7 correspond a « extrémement éthique » (n = 62).

4.2.4. Evaluation de I'acceptation globale

Concernant le niveau d’acceptation globale : tous les substituts érythrocytaires
d’origine artificielle ont recu une majorité d’avis favorables. La proportion de
répondants favorables a la transfusion des produits dépasse les 50% dans chaque
cas. Un homme n’a pas répondu a la partie sur I'acceptation générale des substituts
érythrocytaires d’origine artificielle (la personne estime faire confiance a son médecin).

Les probabilités d’acceptation pour chaque substitut érythrocytaire d’origine artificielle
sont présentées en Figure 21 et les résultats détaillés sont présentés en Annexe 4:
Analyse statistique. Les résultats bruts sont disponibles en Annexe 3: Données
brutes (colonnes n°25-28).

Afin de vérifier si 'acceptation globale dans un contexte de transfusion en urgence
differe selon le produit sanguin, le test de fréquence sur deux échantillons appariés est
utilisé : le test du Khi? de Mc Nemar. Les données relatives aux tests statistiques sont
disponible en Annexe 4: Analyse statistique. Les résultats des tests du Khi?> de Mc
Nemar sont détaillés dans le Tableau 7.

Le test de Mc Nemar (avec ajustement de la p-value avec la correction de Yates)
confirme que 'acceptation globale des répondants pour les globules rouges issus de
cellules souches est significativement plus importante que pour les perfluorocarbones
(p < 0,01), 'hémoglobine issue de la culture bactérienne (p < 0,01) et I'hémoglobine
issue de ver marin (p < 0,01). Cependant le test ne démontre pas de différence
significative de I'acceptation globale des répondants entre les perfluorocarbones et
I’'hnémoglobine issue de la culture bactérienne (p > 0,05), entre les perfluorocarbones
et ’hémoglobine issue de ver marin (p > 0,05) et entre 'hémoglobine issue de la culture
bactérienne et 'hémoglobine issue de ver marin (p > 0,05).
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Figure 21 : Acceptation globale de chaque substitut érythrocytaire d’origine artificielle

Légende : ncs = nce = nprc = Nvm = 62. CS = cellule souche ; CB = culture bactérienne ; PFC =
perfluorocarbone ; VM = ver marin ; ** = test significatif sur a = 0,05 et sur a = 0,01 mais pas sur a =
0,001 ; *** = test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001.

Tableau 7 : Résultats des tests du Khi?2 de Mc Nemar sur I'acceptation des produits sanguins d’origine
artificielle

Produit 1 Produit 2 DF )((21) Mc Nemar p-value X (21) n:/ca It\l;mar p-value

PFC 1 9,941 0,002** 8,471 0,004**

CS CB 1 9,941 0,002** 8,471 0,004**
VM 1 13,762 < 0,001 *** 12,190 0,001**
CB 1 0,000 1,000 NS 0,000 1,000 Ns

PRC VM 1 1,000 0,317 NS 0,563 0,453Ns

CB VM 1 1,143 0,285NS 0,643 0,423Ns

Légende : CB = culture bactérienne; CS = cellule souche; DF = degré de liberté; PFC

perfluorocarbone ; VM = ver marin ; NS = test non significatif ; ** = test significatif sur a = 0,05 et sur a
= 0,01 mais pas sur a = 0,001 ; *** = test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001 (n = 62).
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5. Discussion

L’enquéte réalisée s’inspire des travaux effectués par Fleming et al. (2007) ainsi que
Ferguson et al. (2008) dans le cadre du projet EuroBloodSubstitutes, un projet de
recherche financé par la Commission Européenne et dont I'objectif est d’obtenir des
informations des parties prenantes de la transfusion sanguine concernant l'introduction
de substituts érythrocytaires d’origine artificielle. (92—-94) Les substituts sanguins
étudiés dans le cadre de cette thése ne sont pas tous les mémes que ceux étudiés
dans le cadre de travaux précéedents. Cependant ils permettent d’actualiser les
connaissances concernant I'acceptation des substituts érythrocytaires : d’'une part
avec un nouveau pays étudié (la France); dautre part avec de nouveaux
produits ('hémoglobine issue du ver marin Arenicola marina et les globules rouges
issus de cellules souches).

5.1.1. Représentativité de I’échantillon

L’enquéte comporte un biais volontaire : le lieu de I'étude. D’abord le lieu de I'étude
influence le niveau de connaissance du domaine étudié : I'enquéte se déroule a
Tourcoing (France) au sein de I'entreprise MacoPharma dont I'activité principale est la
fabrication de produits pour la transfusion sanguine. Elle est faite durant le Blood Donor
Day, un événement qui invite les personnes a donner leur sang. Elle est réalisée durant
la collation post-don. Les conditions de I'étude font que de maniere générale, les
répondants sont majoritairement salariés de I'entreprise MacoPharma et donnent leur
sang. Par conséquent, ils connaissent les domaines du don de sang et de la
transfusion sanguine et peuvent répondre de maniére éclairée a 'étude.

Ensuite le lieu de 'étude influence la nationalité des répondants : les personnes
interrogées sont pour la plupart de nationalité francaise. Cela permet de confronter les
résultats obtenus sur un échantillon francais par rapport aux études menées par
Ferguson et al. (2005 ; 2008) et par Fleming et al. (2007) (93-95) sur des populations
anglaises et néerlandaises a propos de I'acceptation des substituts érythrocytaires
d’origine artificielle. L’histoire transfusionnelle de chaque pays influence grandement
le regard des populations sur le domaine du don de sang et de la transfusion sanguine.
La crise du sang contaminé en France et en Angleterre a la fin du XXe siécle entraine
des conséquences sur la perception des répondants sur le sujet.

Concernant les caractéristiques de I'’échantillon : la taille de l'effectif n’est pas trés
importante (63 répondants) mais elle est suffisante (n > 30) pour réaliser une analyse
statistique. L’age moyen (36,5 ans) et I'étendue (entre 20 et 75 ans) sont cohérents
par rapport a la population cible : les donneurs francgais ont entre 18 et 65 ans. La
répartition des sexes (65,1% de femmes pour 34,9% d’hommes) s’explique par le fait
gue I'entreprise MacoPharma emploie beaucoup de femmes sur son site de production
de Tourcoing. Sur les 5 derniéres années, 89,5% des répondants ont donné au moins
une fois leur sang ce qui confirme leur relation particuliere avec le domaine d’étude et
sans doute leur connaissance supérieure du don de sang et de la transfusion sanguine
par rapport a la population générale. Enfin le niveau d’études des répondants n’est
pas représentatif de la population générale car 90,6% des répondants ont un niveau
au moins équivalent au BAC tandis que les données INSEE (Institut National de la
Statistique et Etudes Economiques) présentent une part de bacheliers chez les 25-64
ans de 57,6%. (50) Cependant la non-représentativité de I'échantillon sur cet aspect

69



est utile car I'’échantillon aura plus de probabilité d’avoir une bonne connaissance du
domaine du don de sang et de la transfusion sanguin.

Un biais a I'étude est a noter concernant le format du questionnaire. Afin de simplifier
la collecte des données, deux formats ont été proposés aux répondants : un format
papier et un format électronique. Les répondants répondent soit via le format papier,
soit via le format électronique. Aprés vérification aucune réponse ne fait I'objet d’un
doublon. Cependant la question 4 de la partie 1 du questionnaire papier (voir Annexe
1: Questionnaire papier) ne figure pas dans le questionnaire électronique (voir
Annexe 2: Questionnaire électronique). Cette erreur dans 'outil d’enquéte ne remet
pas en question I'objectif de I'étude. La question 4 de la partie 1 avait pour objectif de
préciser le statut de donneur de sang ou non des répondants. Le faible nombre de
répondants (n = 19) limite donc la conclusion de ce point.

5.1.2. Niveau de connaissance général

Les résultats obtenus concernant le niveau de connaissance général confirment les
hypothéses formulées précédemment : les répondants ont une bonne connaissance
du don de sang et de la transfusion sanguine (85,8% avec un score = 3 sur 5) etily a
une association statistiquement significative (xw) vates = 10,91 avec p < 0,001) entre le
niveau d’études et le niveau de connaissance général du domaine étudié.

Par conséquent, les réponses obtenues dans les sections suivantes sur la perception
du risque, de lefficacité théorique, de I'éthique et de l'acceptation globale des
substituts érythrocytaires d’origine artificielle sont plus exploitables qu’avec des
individus qui ne connaissent pas le domaine car elles leurs réponses sont éclairées
par leur connaissance du don de sang et de la transfusion sanguine.

En ce qui concerne les questions choisies pour évaluer le niveau de connaissance
général : d’abord leur choix est raisonnable par rapport au temps demandé au
répondant. Les 5 questions sont faisables en 2 a 3 min et la réponse attendue est un
oui ou non. En plus de renseigner sur le niveau de connaissance général, les questions
permettent d’'informer les répondants sur le sujet étudié et de contribuer a I'éducation
en sante.

5.1.3. Risque percu

Le risque est une notion qui présente de nombreuses définitions. Parmi elles, la
National Library of Medicine définit le risque comme « la probabilité qu'un événement
se produise et dont l'issue de cet événement est défavorable. » Dans le cadre de
'enquéte, le risque peut se traduire pour le répondant comme l'incertitude et la perte
de chance associée a la prise du produit sanguin.

Les travaux de Fleming et al. (2007) puis de Ferguson et al. (2008) confirment que les
substituts érythrocytaires d’origine bovine sont pergus comme les plus risqués par un
public de nationalités britannique et néerlandaise. (93,94) L’enquéte réalisée dans le
cadre de ma these ne vérifie pas les substituts érythrocytaires d’origine bovine
cependant on observe une tendance similaire pour les produits qui ont une connotation
« étrangére a ’humain ». C’est le cas pour les perfluorocarbones, ’'hnémoglobine issue
de la culture bactérienne et 'hémoglobine issue de Arenicola marina : on observe une
perception du risque plus importante pour ces types de substituts érythrocytaires. Cela
peut s’expliquer par la tendance naturelle de I'étre humain a préférer ou a étre rassuré

70



par ce qui est associable a son espéece : on peut qualifier le phénoméne de xénophobie
éthologique.

Le fait de surestimer un produit endogene et de sous-estimer un produit exogene se
confirme avec le sang issu de donneur et les globules rouges issus de cellules
souches. D’abord le risque pour le sang issu de donneur est percu par les répondants
anglais comme « peu risqué » (3,2 + 1,2 points) (94), par les répondants britanniques
et néerlandais comme « trés peu risqué » (2,3 £ 0,1 points) (93) et par les répondants
francais comme « trés peu risqué » a « peu risqué » (2,5 + 1,2 points). Ensuite le
risque pour les globules rouges issus de cellules souches est percgu par les répondants
francais comme « peu risqué » (3,0 £ 1,3 points). On parle de produits qui proviennent
du corps humain donc qui sont percus comme moins risqués pour 'lHomme qu’un
produit exogene. Il est a noter cependant que les résultats obtenus pour les
perfluorocarbones, 'hémoglobine issue de la culture bactérienne et 'hémoglobine
issue de Arenicola marina tempérent 'argument : avec un score moyen de risque a 4
points, les répondants ont plutét une opinion neutre sur le risque associé a I'utilisation
des produits exogenes.

Lorsque I'on compare les résultats obtenus avec ceux de Fleming et al. (2007) durant
I'étude pilote sur 148 jeunes anglais donneurs de sang agés de 18 a 25 ans, plusieurs
résultats sont similaires. Concernant le risque percu des perfluorocarbones, ceux-ci
obtiennent 3,9 + 1,5 points dans I'’échantillon anglais contre 4,0 =+ 1,3 points dans
I’échantillon frangais. Ensuite ’'hémoglobine recombinante (’'hémoglobine obtenue par
culture bactérienne) obtient 4,0 + 1,3 points dans I'’échantillon anglais contre 4,2 + 1,5
points dans I'échantillon frangais. Les perceptions du risque sont similaires quelle que
soit la nationalité des personnes interrogées, on peut néanmoins raisonnablement
penser qu’un score environ égal a la moyenne (4 sur 7) avec un outil tel que I'échelle
de Likert (avec 1 point considéré comme « pas risqué du tout » et 7 points comme
« extrémement risqué ») correspond a une absence de réelle opinion chez les
personnes interrogées. Cependant les répondants francais notent le sang issu de don
a 2,5+ 1,2 points contre 3,2 + 1,2 points pour les répondants anglais. (94) Cela peut
s’expliquer par le retentissement de la maladie de Creutzfeldt-Jakob plus important sur
le territoire anglais qui a causé un traumatisme chez les donneurs de sang anglais par
rapport aux donneurs francais qui n‘ont pas été victimes d’un tel phénoméne. Les
écarts-types sont du méme ordre, tout comme les échantillons qui sont de taille
comparable. Les résultats des études de Fleming et al. (2007), de Ferguson et al.
(2008) et de I'enquéte de la thése concernant la perception du risque sont présentés
dans la Figure 22.

En comparant les résultats des perfluorocarbones par rapport a ceux obtenus par
Ferguson et al. (2008) sur des donneurs britanniques et néerlandais : les donneurs
francais estiment le risque associé aux perfluorocarbones a 4,0 + 1,3 points, tout
comme les donneurs britanniques qui I'estiment a 4,4 + 0,09 points, tandis que les
donneurs néerlandais I'estiment a 2,1 + 0,08 points. (93) Bien que I'écart-type obtenu
soit plus important (d0 a la taille réduite de I'échantillon des travaux de ma thése par
rapport aux travaux de Ferguson et al. (2008)), les résultats obtenus sont cohérents et
démontrent un point de vue similaire entre les donneurs francais et les donneurs
britanniques sur les perfluorocarbones. En regardant les résultats obtenus
indépendamment de la nationalité : le sang issu de don obtient un score similaire de
2,3 + 0,05 points chez les donneurs britanniques et néerlandais (93) et 2,5 + 1,2 points
chez les donneurs frangais. Concernant les perfluorocarbones c'est différent : ils
obtiennent un score de 3,2 + 0,06 points chez les donneurs britanniques et néerlandais
(93) contre 4,0 + 1,3 points chez les donneurs frangais. Concernant ’hémoglobine
issue de la culture bactérienne, elle obtient un score similaire de 4,4 + 0,06 points chez
les donneurs britanniques et néerlandais (93) et 4,2 + 1,5 points chez les donneurs
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francais. On retrouve donc la méme tendance dans ces trois nationalités sur le risque
percu pour le sang issu de don et 'hémoglobine issue de la culture bactérienne.
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Figure 22 : Comparaison du risque percu entre les travaux de Ferguson et al. (2008), les travaux de
Fleming et al. (2007) et I'enquéte de la thése sur le sang issu de donneur, le sang artificiel chimique et
le sang artificiel issu de bactérie (93,94)

Légende : Les barres d’erreur correspondent a £ 1 écart-type. Un score de 1 correspond & « pas risqué
du tout » et un score de 7 correspond a « extrémement risqué » avec n = 148 pour Fleming et al. (2007),
n = 63 pour 'enquéte thése.

Concernant les limites associées au cadrage du message : le cadrage du message
est le fait de manipuler la valence de l'information, soit positivement (par exemple
estimer le taux de survie a 95% apreés la prise d’un traitement), soit négativement (par
exemple estimer le taux de mortalité a 5% apres la prise de ce méme traitement).
(93,95) C’est un moyen d’influencer la prise de décision des répondants : en réduisant
la perception du risque et en augmentant la perception de I'efficacité et de I'éthique
associés a chaque produit sanguin par exemple. L'utilisation de I'outil d’enquéte exact
utilisé par Fleming et al. (2007) ou Ferguson et al. (2008) n'a pas été possible.
Cependant pour limiter au maximum le biais associé au cadrage du message,
I'information fournie aux répondants sur chacun des produits sanguins dans l'outil
d’enquéte de la thése s’est limitée au strict minimum : une illustration du produit
sanguin ainsi qu’une courte description du produit sanguin écrite de maniére objective
afin de n’apporter aucun jugement implicite. La description des produits sanguins est
disponible en Annexe 1: Questionnaire papier et en Annexe 2. Questionnaire
électronique.

5.1.4. Efficacité théorique percue

L’efficacité est définie comme étant ce qui produit I'effet attendu. En médecine, c’est
lorsque le produit administré répond a I'état pathologique a traiter ou a prévenir. Sans
études cliniques il n’est pas possible de confirmer I'efficacité réelle des produits
étudiés. Cependant 'efficacité théorique pergue peut étre mesurée afin d’identifier des
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risques de non-acceptation ou de non-adhésion de la population aux solutions
thérapeutiques proposées. Bien que les indications théoriques de ces produits ne
nécessitent pas l'adhésion des patients, il est utile d’apporter ces éléments pour
orienter des recherches plus approfondies sur ces produits.

L’étude pilote de Fleming et al. (2007) qui évalue la perception du risque (voir section
5.1.3) s’intéresse aussi a l'efficacité pergue ainsi qu’a I'éthique percue (voir section
5.1.5). L’échelle de Likert est aussi utilisée pour évaluer I'efficacité pergue (avec 1 point
considéré comme « inefficace » et 7 points comme « tres efficace »). Les résultats de
I'étude de Fleming et al. (2007) et de I'enquéte de la thése concernant la perception
de l'efficacité théorique sont présentés dans la Figure 23. (94)

Efficacité théorique

7
6
5
4
3
2
1

Sang issu de don de sang Sang artificiel chimique Sang artificiel issu de bactérie

Score

mFleming et al. (2007) ®Enquéte thése

Figure 23 : Comparaison de l'efficacité théorique percue entre les travaux de Fleming et al. (2007) et
I'enquéte de la thése sur le sang issu de donneur, le sang artificiel chimique et le sang artificiel issu de
bactérie (94)

Légende : Les barres d’erreur correspondent a + 1 écart-type. Un score de 1 correspond a « inefficace
» et un score de 7 correspond a « tres efficace » avec n = 148 pour Fleming et al. (2007), n = 63 pour
'enquéte thése.

En comparant les résultats obtenus dans I'enquéte de la thése avec les résultats de
'enquéte pilote de Fleming et al. (2007), on retrouve des résultats similaires a ceux
obtenus pour le risque percu pour les perfluorocarbones et ’lhémoglobine issue de la
culture bactérienne. D’une part les perfluorocarbones sont notés de maniere similaire
chez les répondants anglais (5,1 + 1,2 points) et chez les répondants francais (4,9 *
1,1 points) ; d’autre part 'hémoglobine issue de la culture bactérienne est notée de
maniere similaire chez les répondants anglais (5,0 = 1,3 points) et chez les répondants
francais (4,8 £ 1,1 points). (94) On peut avancer le fait que lorsque le résultat obtenu
est proche de la moyenne (soit un score de 4 sur 7), les répondants sont plutdt sans
opinion (tout comme le risque percu), mais on observe que les notes sont Ilégérement
au-dessus de la moyenne, c’est-a-dire que les répondants estiment comme « un peu
efficaces » les perfluorocarbones et 'hémoglobine issue de culture bactérienne, ce qui
peut induire une adhésion implicite a ces solutions. On constate cette tendance aussi
pour ’lhémoglobine issue de ver marin chez les répondants francais (4,6 £ 1,2 points).
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Pourtant c’est le sang issu du don de sang qui est pergu comme la solution la plus
efficace avec 5,9 + 1,1 points chez les répondants anglais et 6,3 + 1,1 points chez les
répondants francais : les résultats pour la perception de I'efficacité sont en accord avec
le principe de surestime des produits endogénes et de sous-estime des produits
exogenes (constat observé aussi pour la perception du risque). Les globules rouges
issus de cellules souches vont aussi dans ce sens car ils sont considérés comme « un
peu efficace » a « assez efficace » par les répondants francais (5,5 + 1,4 points).

Il aurait été intéressant d’avoir un autre produit dont on connait l'inefficacité dans
'enquéte afin de vérifier si les résultats ne sont pas des biais cognitifs liés a la nature
méme de I'enquéte. En d’autres termes, dans une situation ou « on me propose de
répondre a une question relative a un sujet de santé, les solutions proposées semblent
par défaut toutes efficaces donc nul besoin de remettre en question tout ou partie des
solutions proposées », on constate un biais de perception de la part des répondants.

5.1.5. Ethique pergue

La National Library of Medicine définit I'éthique comme étant « la philosophie ou le
code se rapportant a ce qui est idéal dans le caractére et la conduite de I'hnomme [...],
le domaine d'étude traitant des principes de la moralité ». Dans le domaine du don de
sang et de la transfusion sanguine, I'éthique se présente sous deux aspects : I'aspect
relatif au patient ou celui-ci doit bénéficier des meilleurs soins et dont les intéréts
doivent étre au centre des préoccupations du systeme de santé ; et 'aspect relatif au
donneur qui doit étre libre dans son initiative et dont le corps, d’ou proviennent les
éléments de don, doit étre respecté. (44)

Pour les substituts érythrocytaires d’origine artificielle, I'éthique doit prendre en compte
uniquement I'aspect lié au patient. La problématique principale relative aux substituts
erythrocytaires d’origine artificielle est d’administrer un produit qui est a minima aussi
efficace et qui ne présente pas plus de risques d’effets indésirables que la solution
« naturelle ». Si le substitut érythrocytaire d’origine artificielle ne respecte pas cette
condition, il est non-acceptable de 'administrer d’'un point de vue éthique. Si le produit
respecte la condition du rapport bénéfice risque favorable, il est important de recueillir
le consentement éclairé du patient (c’est-a-dire I'accord du patient aprés avoir pris
connaissance des risques associés au traitement) en vue de I'administration du
produit. Or lors des transfusions en contexte d’'urgence, le patient est inconscient et
cette condition n’est pas réalisable : c’est le cas pour 4,7% des CGR qui sont indiqués
en contexte de réanimation (28).

L’étude pilote de Fleming et al. (2007) évalue la perception de I'éthique avec I'échelle
de Likert (avec 1 point considéré comme « pas du tout éthique » et 7 points comme
« extrémement éthique »). Les résultats de I'étude de Fleming et al. (2007) et de
'enquéte de la thése concernant la perception de I'éthique sont présentés dans la
Figure 24. En comparant les résultats obtenus dans I'enquéte de la thése avec les
résultats de I'enquéte pilote de Fleming et al. (2007), on retrouve des résultats
similaires entre les perfluorocarbones et I'hémoglobine issue de la culture
bactérienne : d’une part les perfluorocarbones sont notés de maniere similaire chez
les répondants anglais (5,3 + 1,7 points) et les répondants francais (5,1 £ 1,5 points) ;
d’autre part 'hémoglobine issue de la culture bactérienne est notée de maniére
similaire chez les répondants anglais (5,2 £ 1,6 points) et les répondants francais (5,1
* 1,4 points). (94) On constate aussi une tendance similaire entre 'hémoglobine issue
de ver marin et ’'hnémoglobine issue du sang de bovin : le ver marin obtient 4,7 + 1,6

74



points chez les répondants francais et ’'hémoglobine issue du sang de bovin obtient
4,8 + 1,8 points chez les répondants anglais, confirmant ainsi la tendance a sous-
estimer l'origine animale des substituts érythrocytaires.
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Figure 24 : Comparaison de I'éthique pergue entre les travaux de Fleming et al. (2007) et I'enquéte de
la thése sur le sang issu de donneur, le sang artificiel chimique et le sang artificiel issu de bactérie (94)

Légende : Les barres d’erreur correspondent a + 1 écart-type. Un score de 1 correspond a « pas du tout
éthique » et un score de 7 correspond a « extrémement éthique » avec n = 148 pour Fleming et al.
(2007), n = 62 pour I'enquéte these.

De la méme maniére que pour l'efficacité théorique pergue et le risque pergu, on peut
avancer le fait que les scores de tous les substituts érythrocytaires d’origine artificielle
sont légerement au-dessus de la moyenne. Les répondants estiment le score a un peu
plus de 5 sur 7 (un score de 5 correspond a la réponse « un peu éthique » dans le
guestionnaire) pour chaque produit, ce qui peut induire une adhésion implicite a ces
solutions. Les résultats concernant I'éthique sont peu discriminants entre les
différentes solutions d’origine artificielle car la notion d’éthique est parfois difficile a
comprendre : afin d’aider les répondants a mieux appréhender cette notion, 'enquéte
définit aussi I'éthique comme I'acceptabilité morale des produits sanguins.

Cependant c’est le sang issu du don de sang qui est pergu comme la solution la plus
éthique avec 6,0 + 1,3 points chez les répondants anglais et 6,1 + 1,4 points chez les
répondants francais : les résultats pour la perception de I'éthique sont en accord avec
les résultats obtenus pour le risque percu et I'efficacité pergue. De méme les résultats
pour I'éthique sont en accord le principe de surestime des produits endogénes et de
sous-estime des produits exogenes. Pour le caractére éthique de l'utilisation des
globules rouges issus de cellules souches, bien que jugé inférieur a celle du sang issu
du don de sang, ils vont aussi dans ce sens car ils sont considérés comme « assez
ethique » par les répondants francais (5,6 + 1,3 points) et se révelent étre une solution
artificielle jugée plus éthique que les autres solutions.

Les travaux de Ferguson et al. (2008) ont précisé que I'éthique est inversement
corrélée a la perception du risque. (93) Bien que I'enquéte de la thése n’ait pas pour
objectif d’étudier la relation entre la perception du risque et la perception de I'éthique,
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on peut observer que pour tous les produits sanguins (naturel et de synthese), plus le
risque est percu comme faible et plus I'efficacité et I'éthique sont percues comme
importantes. Dans I'enquéte, la question sur I'éthique permet de quantifier la relation
entre risque et efficacité et ainsi d’introduire la question finale : 'acceptation globale.

5.1.6. Acceptation globale percue

Comme dit précédemment, I'acceptation globale percue peut étre mesurée a l'aide de
3 parametres : le risque percu, I'efficacité théorique pergue et I'éthique percue. Pour
mesurer I'acceptation globale, il est important de prendre en compte I'impact des
attitudes implicites et explicites sur le choix de la question a poser aux répondants. Par
exemple une personne peut avoir une attitude implicite positive a I'égard des substituts
sanguins (elle considére le produit comme sOr) mais une attitude explicite négative
(elle considére le produit risqué). Sous la pression du temps (comme c’est le cas avec
un scénario d'urgence), les attitudes implicites sont plus susceptibles d'influencer la
prise de décision car dans ces conditions le répondant est plus susceptible d'étre
spontané dans sa réponse. (93)

Dans I'enquéte, la question sur I'acceptation des produits sanguins est donc orientée
sur la spontanéité des répondants (« si vous deviez étre transfusé en urgence ») bien
gu’aucune limite de temps ne soit imposée aux répondants afin de limiter les réponses
trop spontanées. De plus dans I'enquéte il n’est pas question de juger I'acceptation du
sang issu du don de sang car cela induit un biais ou le répondant est tenté de comparer
une nouvelle fois la solution dite « naturelle » aux solutions de synthése. L’évaluation
porte uniquement sur les substituts érythrocytaires d’origine artificielle. Les résultats
de I'étude de Ferguson et al. (2008) et de lI'enquéte de la thése concernant
I'acceptation globale des produits sanguins sont présentés dans la Figure 25.
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Figure 25 : Comparaison de I'acceptation globale pergue entre les travaux de Ferguson et al. (2008) et
I'enquéte de la these sur I'ensemble des produits sanguins d’origine naturelle et synthétique (93)
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Bien que les travaux de Ferguson et al. (2008) suggérent que les perfluorocarbones
soient 'option la mieux acceptée par la population et que les travaux sur l'acceptation
peuvent se concentrer sur les perfluorocarbones (93), 'enquéte de la thése démontre
qu’il est plus pertinent d’envisager une solution alternative au don de sang basée sur
la culture de globules rouges issus de cellules souches. L’acceptation globale est
meilleure pour les globules rouges issus de cellules souches en comparaison avec
toutes les autres solutions d’origine artificielle, perfluorocarbones inclus.

Ensuite les résultats obtenus pour ’lhémoglobine issue de culture bactérienne varient
considérablement entre les deux études : il y a 15 points de plus chez les répondants
francais par rapport aux répondants britanniques et néerlandais. Cela peut s’expliquer
par le cadrage du message : en France il est question d'une hémoglobine issue de la
culture bactérienne, tandis qu’au Royaume-Uni et aux Pays-Bas il est question d’une
hémoglobine génétiguement modifiée. Dans les deux cas, la nature de l'information
peut étre percue comme négative : d’une part la peur du micro-organisme pathogene ;
d’autre part la peur des modifications génétiques ayant un impact délétere sur 'espéce
humaine.

Il serait intéressant d’avoir les chiffres exacts de I'enquéte de Ferguson et al. (2008)
pour pouvoir comparer I'échantillon complet avec I'enquéte de la thése : les résultats
communiqués pour la cohorte totale chez Ferguson et al. (2008) semblent aberrants
lorsqu’ils sont comparés aux échantillons de donneurs britanniques, de donneurs
néerlandais, de public britannique et de public néerlandais. Par exemple, I'acceptation
de I'hémoglobine issue de culture bactérienne est de 62,4% chez les donneurs
britanniques, 55,6% chez le public britannique, 59,0% chez les donneurs néerlandais
et 53,3% chez le public néerlandais mais I'acceptation globale est seulement de 46,3%
dans 'échantillon total. On retrouve cette méme tendance pour ’hémoglobine issue
de sang de bovin (52,7% ; 42,7% ; 49,4% ; 46,5% ; 39,5% respectivement) et les
perfluorocarbones (72,1% ; 65,7% ; 94,0% ; 69,9% ; 64,1% respectivement). (93)

Incontestablement le sang issu de don apparait comme la solution la plus acceptable
avec une acceptation globale a 99,3% chez les donneurs britanniques, 96,6% chez le
public britannique, 99,1% chez les donneurs néerlandais et 96,2% chez le public
néerlandais pour une acceptation globale a 97,3% dans I'échantillon total. (93) Hormis
chez Ferguson et al. (2008) ou deux produits n’atteignent pas une acceptation
majoritaire (’hémoglobine issue de sang de bovin et ’'hémoglobine issue de la culture
bactérienne), tous les autres produits sanguins ont une majorité d’avis favorables. De
plus les résultats obtenus pour les perfluorocarbones sont similaires entre les études
ce qui conforte I'acceptation de ces produits malgré les effets indésirables associés.

5.2.1. Perfluorocarbones

Les perfluorocarbones représentent la solution artificielle historique, existant depuis
les années 1970 avec la solution Fluosol-DA®. De nombreux développements
pharmaceutiques ont été réalisés ces derniéres décennies : plusieurs générations de
molécules ont vu le jour avec des améliorations de la galénique des produits a chaque
génération aboutissant a plusieurs reprises a des mises sur le marché. Les co(lts de
production des perfluorocarbones sont relativement bas et peuvent respecter des
objectifs de dépense de santé publique réduits.

Pourtant ces substances présentent de nombreux effets indésirables chez 'Homme,
principalement la bioaccumulation dans les tissus des molécules et de leurs
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métabolites a cause de I'impossibilité d’éliminer ces molécules par le foie et les reins.
De plus l'utilisation des perfluorocarbones en clinique nécessite d’'une part des
conditions de conservation complexes (I'émulsion étant instable a température
ambiante), d’autre part l'utilisation des perfluorocarbones nécessite I'administration
concomitante d’O2 au patient afin de garantir I'efficacité du transport de 'Oz par les
perfluorocarbones.

Enfin d’un point de vue réglementaire I'Union Européenne souhaite interdire les
substances perfluoroalkylées d’ici 2025 dans le cadre de la mise en ceuvre du
Reéglement REACH (acronyme anglais signifiant I'enregistrement, ['évaluation,
'autorisation des substances chimiques et les restrictions applicables a ces
substances) car ces substances représentent un danger pour I'environnement
(bioaccumulation dans I'eau, le sol et les organismes) et pour ’'Homme (troubles du
développement, lésions hépatiques, troubles du systéme immunitaire et certains types
de cancer). (96,97) En médecine, les composés perfluoroalkylés sont utilisés dans de
nombreux produits : les substituts érythrocytaires mais aussi les implants
orthopédiques, les cathéters, les instruments pour la chirurgie mini-invasive, les
fournitures chirurgicales (champs opératoires, sutures), les dispositifs médicaux
électrigues programmables, les structures vasculaires de remplacement (stents,
endoprothese aortique), les anesthésiques par inhalation, les agents anti-
inflammatoires, les médicaments synthétiques et les stéroides. (82,97) Comme les
perfluorocarbones sont utilisés dans de nombreux produits a but thérapeutique, il est
probable que l'interdiction des perfluorocarbones ne soit pas applicables a ceux-ci tant
que leur rapport bénéfice risque reste positif.

Jusqu’a récemment il était peu probable d’avoir des exceptions médicales durables,
mais le report sine die de I'examen de la révision du réglement REACH par la
Commission Européenne en octobre 2023 (98,99) laisse penser que ces substances
ne seront pas interdites dans les prochaines années et que les perfluorocarbones
peuvent avoir leur place dans la stratégie thérapeutique de substitution des CGR.
Cependant il est raisonnable de penser que si la structure moléculaire n’est pas revue
pour réduire les effets indésirables et si des données cliniques probantes ne sont pas
obtenues, il est impossible d’avoir les perfluorocarbones sur le marché dans les
années a venir.

5.2.2. Hémoglobine issue de la culture bactérienne

L’hémoglobine issue de la culture bactérienne fait partie des transporteurs d’O2 a base
d’hémoglobine obtenus par génie génétique. Cette solution alternative au sang issu
de don est plus récente que les perfluorocarbones (début des années 1990 avec la
molécule Optro®) mais elle apporte une composante biologique a la fabrication des
substituts (utilisation des bactéries et des levures pour la production d’hémoglobine
fonctionnalisée) tandis que les perfluorocarbones sont d’origine chimique.

La solution présente plusieurs intéréts : la possibilité de contrdler le micro-organisme
pour lui faire produire le produit attendu, la diminution du risque de contamination du
produit sanguin par des agents infectieux et la maitrise de I'approvisionnement en
produit sanguin avec une alimentation continue des micro-organismes en nutriments.
Cependant il faut rappeler que le prix de fabrication est relativement élevé, ce qui est
incompatible avec la politique de santé publique actuelle. De plus les essais cliniques
sur ce produit sont stoppés suite au surrisque d’arrét cardiaque entrainant une balance
bénéfice risque négative pour les patients. Enfin d’'un point de vue acceptation par le
grand public, bien que le produit soit jugé de maniére assez neutre sur le risque,
I'efficacité et I'éthique, le public francais reste positif sur 'acceptation de ce produit.
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Néanmoins les notions de produit « issu de bactérie » ou de produit « génétiquement
modifié » sont percues négativement et peuvent freiner 'adhésion de la population a
ces solutions si elles viennent a étre mises sur le marché.

Il est donc raisonnable de penser qu’actuellement ce produit n’a pas sa place dans la
stratégie thérapeutiqgue. L’némoglobine issue de la culture bactérienne n’est pas une
technologie mature : la structure moléculaire de cet HBOC n’est pas optimisée et est
a l'origine des effets indésirables graves. Cependant I'obtention d'HBOC par cette
méthode est sécurisée concernant les agents pathogenes. Sile développement de ce
produit est de nouveau envisagé, ce qui est possible au vu des évolutions actuelles
dans le domaine du génie génétique (ex. le développement des « ciseaux
moléculaires » CRISPR-Cas9) : d’'une part il convient d’optimiser le génome du micro-
organisme afin d’obtenir la structure moléculaire permettant de limiter l'effet de
recapture du NO par 'HBOC ; d’autre part il faut trouver un moyen d’obtenir des
rendements élevés a moindre codt afin de limiter le colt aux systemes de santé.

5.2.3. Hémoglobine issue de ver marin

Bien gu’aucune étude clinique n’ait été menée pour envisager l'utilisation de la
molécule M101 dans I'anémie, plusieurs études pré-cliniques démontrent I'efficacité
de l'utilisation de 'hnémoglobine extracellulaire du ver marin Arenicola marina pour le
transport de I'0O2 dans la circulation sanguine sans les effets indésirables connus chez
les HBOC. Dans I'hypothése ou des études cliniques démontrent que la balance
bénéfice risque du produit est positive, il y a plusieurs aspects a prendre en
considération pour une mise sur le marché optimale.

D’abord le co(t pour les systémes de santé : le prix de HEMOXY Carrier® ne doit pas
dépasser 200€ (c’est-a-dire le colt direct d'un CGR) afin d’éviter une source de
dépense supplémentaire pour les structures de soins, autrement le produit risque de
rencontrer des problemes de remboursement et des études codlt-efficacité seront
obligatoires pour assurer la pertinence du substitut dans la stratégie thérapeutique de
prise en charge de 'anémie.

Concernant les capacités d’approvisionnement en substitut : les chiffres de TANSM
indiguent que le nombre de CGR transfusés en France est d’environ 2 262 116 unités
en 2021. (41) D’'une part I'élevage de 250kg de ver marin correspond 3kg de poudre
d’hémoglobine extracellulaire (100), d’autre part un individu pese en moyenne 7,59
(80). En prenant comme exemple HEMO:life® la molécule sur le marché (dont
indication est la préservation de greffon rénal, indication différente de celle
théoriqguement discutée avec HEMOXY Carrier®), cela nous permet de calculer des
ordres de grandeur : pour produire une dose de substitut (soit une quantité de 1g de
M101), il faut environ 11 individus. Or pour répondre a un besoin théorique en CGR
équivalent aux transfusions actuelles, il faudrait presque 25 000 000 d’individus
chaque année uniquement pour le marché francais. Cela pose deux problématiques :
'une d’ordre environnemental et I'autre d’ordre éthique.

Concernant la problématique environnementale : bien que les vers marins qui servent
a la fabrication du produit sont élevés dans des fermes aquacoles, les capacités de
production sont inférieures aux besoins (30 tonnes de vers marins élevés chaque
année pour un besoin théorique de 187,5 tonnes de vers marin pour répondre au
marché francgais). Par conséquent, il serait impensable d’obtenir les individus dans
I'environnement naturel pour couvrir les besoins en produit sanguin, cela causerait un
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déséquilibre du biome littoral. Dans ce cas il faudra envisager une augmentation de la
surface de production de vers marins avec l'impact associé a l'industrialisation d’'une
zone naturelle.

Concernant la problématique éthique : fabriquer HEMOXY Carrier® nécessite de mettre
a mort de nombreux individus. Bien que les regles de I'éthique animale en recherche
expérimentale (Régle des 3R : réduire, remplacer, raffiner) ne s’appliquent pas a la
fabrication de médicaments et autres produits de santé, on parle de matiere premiére
d’origine animale. Un probléme analogue est rencontré en industrie pharmaceutique
avec les limules (Limulus polyphemus) aussi appelées crabe fer a cheval. Ces
arthropodes marins sont capturés pour prélever leur hémolymphe : ce liquide bleu est
important pour le contrdle qualité des médicaments stériles et de certains dispositifs
médicaux car il permet de réaliser I'essai des endotoxines bactériennes décrit dans la
Pharmacopée Européenne appelé plus couramment test LAL (lysat d’amcebocyte de
limule). (101) Le principe est qu’en présence d’endotoxines (des molécules trés
toxiques issues de la paroi des bactéries GRAM -), les cellules sanguines de la limule
(les amaebocytes) géneérent des molécules entrainant la coagulation de I’'hnémolymphe,
ce qui met en évidence une contamination bactérienne. (102,103) La plupart du temps
les limules sont relachées dans leur milieu naturel aprés avoir été saignées mais de
nombreux individus meurent suite au prélevement. C’est pour cela que des recherches
sont en cours pour trouver une alternative de synthese au test LAL. Par conséquent,
le développement d’un substitut érythrocytaire dont la production nécessite la mise un
mort d’'un nombre important d’individus révele des enjeux éthiques considérables.

Concernant I'aspect réglementaire, HEMO:life® (produit similaire dont les indications
sont différentes) est déja sur le marché. HEMOXY Carrier® peut donc raisonnablement
étre considéré comme un dispositif médical de classe Ill selon la Régle 18 de I'annexe
VIII du Réglement (UE) 2017/745 (dispositif fabriqué a partir de tissus d’origine
animale) car c’est une matiére destinée a étre utilisée chez 'homme pour le traitement
d’'une maladie et dont 'action principale (le transport d’O2) n'est pas obtenue par des
moyens pharmacologiques ou immunologiques ni par métabolisme. (104)

Les potentialités de la molécule M101 sont intéressantes sur plusieurs aspects. D’'un
point de vue galénique I'érythrocruorine peut étre lyophilisée afin d’obtenir une forme
pharmaceutique en poudre. L'utilisation d’une poudre lyophilisée permet d’'une part
d’augmenter la durée de péremption a 5 ans avec une conservation a température
ambiante (contre 42 jours avec une conservation a +4°C pour les CGR issus de don
de sang) ; d’autre part de pouvoir reconstituer une solution injectable de maniére
extemporanée et donc de faciliter la logistique et la mise a disposition du traitement a
tout moment. D’'un point de vue immunologique, la molécule M101 ne nécessite pas
de phénotypage (a l'inverse des CGR issus de don de sang) car la molécule n’est pas
contenue dans une cellule et peut donc étre utilisée indépendamment du groupe
sanguin du patient qui recoit le traitement. (79) D’un point de vue biocompatibilité, les
résultats de I'évaluation biologique de HEMO:life® concluent que M101 n'induit pas de
cytotoxicité, de réaction intra cutanée, de toxicité systémique, d'allergie ou de
sensibilisation, que les métabolites ne sont pas toxiques et que le produit n'est ni
mutagéne ni pyrogéne. (78) D’un point de vue infectieux, le produit est vendu stérile
(stérilisé par filtration aseptique) et ne nécessite donc pas de méthode d’inactivation
des pathogenes avant d’étre utilisé. (77)

Cependant I'opinion du grand public sur I'acceptation de 'hémoglobine extracellulaire
issue de Arenicola marina n’est pas aussi importante que I'acceptation des globules
rouges issues de cellules souches, ceci étant causeé par 'image que le produit véhicule
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sur la population (produit d’origine animale avec un surrisque en cas d’exposition a ce
produit). Mais dans I'hypothése ou des études cliniques démontrent que la balance
bénéfice risque de 'lhémoglobine extracellulaire issue de Arenicola marina est positive
et que l'image associée au produit est faconnée de telle sorte a promouvoir d’autres
aspects que l'origine animale, on peut raisonnablement considérer que le produit
HEMOXYCarrier® est une alternative sérieusement envisageable pour substituer a
court terme les CGR.

5.2.4. Globules rouges issus de cellules souches

L’opinion du grand public concernant les globules rouges cultivés a partir de cellules
souches est relativement positive selon I'enquéte de la theése : bien que le sang issu
de don reste mieux percu, I'acceptation des globules rouges issus de cellules souches
est bien meilleure que l'acceptation des autres substituts érythrocytaires d’origine
artificielle. C’est paradoxal car le sujet des cellules souches est assez clivant dans la
population générale. Cela peut s’expliquer : d’'une part que I'utilisation de CSE dans la
recherche signifie le sacrifice d’'un étre humain en puissance (difficile a justifier
éthiquement) ; d’autre part qu’en France la recherche sur les cellules souches était
interdite. Mais la réglementation frangaise a récemment fait 'objet d’'une avancée
majeure : le 2 aolt 2021, la révision de la loi sur la bioéthique introduit un cadre Iégal
autorisant la recherche sur les cellules souches sous certaines conditions. (105)

D’un point de vue clinique, les globules rouges issus de cellules souches font une
avancée exceptionnelle depuis que la preuve du concept a été réalisée en 2011 avec
la transfusion d’une faible quantité de globules rouges cultivés (origine autologue).
L’absence d’effets indésirables a permis de confirmer la possibilité de mettre en ceuvre
'étude RESTORE dés 2021 avec une augmentation du volume transfusé, du nombre
de volontaires sains et avec une utilisation de produit d’origine non autologue. La route
des preuves cliniques est encore longue mais si les résultats sont probants, il est
raisonnable de penser que les globules rouges issus de cellules ont de sérieuses
perspectives dans la stratégie thérapeutique de 'anémie. A terme, la question du statut
réglementaire de ce produit devra étre traitée : bien que proche des PSL et des
médicaments dérivés du sang, on peut le considérer comme médicament de thérapie
innovante soumis au Réglement (CE) 1394/2007.

Concernant les aspects biologiques, utiliser une lignée cellulaire immortalisée : qui
peut réaliser sa prolifération et sa différenciation indépendamment de l'utilisation de
cytokines, d’hormones, de facteurs, de sérum et d’autres molécules (ex. SCF, IL-3, IL-
6, EPO, TPO (thrombopoiétine), héparine, holotransferrine, Flt-3 (tyrosine kinase-3
des cellules souches), IGF-1 (facteur de croissance 1 analogue a l'insuline), agoniste
TGF-p (facteur de croissance de transformation 3), agoniste PPAR-a (récepteur activé
a par les proliférateurs des peroxysomes), glucocorticoides) ; dont le systeme de
culture permet une tres haute densité de cellules avec un contrdle automatique des
parametres physico-chimiques du milieu de culture ; dont le taux d’énucléation est
supérieur a 90% ; avec des conditions de culture cellulaire respectant les BPF ;
permettra d’obtenir un candidat substitut érythrocytaire prometteur. (11,85,86)

Au-dela des aspects relatifs a I'efficacité, a la sécurité, aux enjeux biologiques et
réglementaires qui restent a résoudre, le principal défi pour les applications futures est
de trouver une technologie capable de produire des quantités de cellules du méme
ordre de grandeur que les CGR, c'est-a-dire 2 x 10%* cellules. (12,84-86) Pour
répondre a l'enjeu de l'augmentation de la production cellulaire, la migration
technologique se tourne vers la mise au point de bioréacteurs automatisés et agités a
grande échelle permettant la culture cellulaire en 3 dimensions. Mais avec les
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techniques conventionnelles, il faut 2000L de milieu de culture pour produire un produit
sanguin concentré a 2 x 10° globules rouges par mL. Il faut également que I'outil de
fabrication respecte un colt de production de produit sanguin acceptable pour les
systemes de santé, c’est-a-dire un prix inférieur a 200€ par unité. Nonobstant la
problématique de la durée de la culture cellulaire, il est aujourd’hui impossible de
mettre en place un processus de culture cellulaire capable d’alimenter les besoins en
clinique avec un codt de fabrication raisonnable. (11,12,84—86)
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Conclusion

Depuis plusieurs décennies, de nombreux substituts érythrocytaires ont été
développés. Certains ont pu accéder au marché mais au final tous ont été arrétés.
Aujourd’hui, bien qu’aucun produit ne soit sur le marché pour substituer le role des
globules rouges de transport de 'oxygéne, de potentiels candidats médicaments sont
a I'essai et démontrent des résultats prometteurs. L’opinion du grand public sur ces
produits est claire : bien que le sang issu de don de sang reste la solution la plus
acceptée, I'opinion est globalement positive. Parmi ces produits, ce sont les globules
rouges issus de cellules souches qui sont les mieux acceptés et qui sont pergus
comme les plus efficaces, les moins risqués et les plus éthiques par rapport aux
perfluorocarbones, a 'hnémoglobine extracellulaire issue de Arenicola marina et a
I’'hnémoglobine issue de la culture bactérienne.

Ce travail introduit de nouveaux éléments : depuis une décennie les perfluorocarbones
sont considérés comme le substitut érythrocytaire d’origine artificielle dont
I'acceptation est la meilleure par la population anglaise et néerlandaise. Cependant
aucune étude n’avait été réalisée sur la population frangaise. De plus aucune étude
nN'avait été réalisée sur les globules rouges issus de cellules souches et sur
I’'hnémoglobine extracellulaire issue de Arenicola marina. Ces nouveaux éléments
permettent de donner un apergu de I'opinion de la population frangaise, d’avoir des
données sur des produits non encore étudiés et de recadrer les recherches actuelles
vers les globules rouges issus de cellules souches et vers 'hémoglobine extracellulaire
issue de Arenicola marina, des produits qui sont prometteurs a court terme pour la
prise en charge de I'anémie. Cela permet aussi de montrer que 'opinion du grand
public n’est certes pas le critére principal pour juger de I'efficacité et de la sécurité d’'un
produit mais que ce critere a son rble a jouer dans la mesure de la balance bénéfice
risque de ces produits et que le fait de ne pas prendre en compte ces informations
peut avoir un impact significatif sur 'adhésion par la population a ces traitements.

Concernant les limites et la validité de I'enquéte, la taille de I'’échantillon est assez
réduite, le nombre de produits sanguins étudiés est limité et I'outil d’étude ne permet
pas de réaliser d’analyse quantitative puissante. Cependant les résultats de I'étude
peuvent étre comparés aux résultats obtenus dans la littérature car I'approche et la
méthodologie sont similaires. Concernant les données obtenues de la littérature sur
les substituts érythrocytaires d’origine artificielle, la principale difficulté est qu’aucun
produit n’est sur le marché et que peu de données cliniques sont disponibles. Il est
donc complexe de se positionner sur I'efficacité de chaque produit et de proposer une
stratégie pratique : dans ce travail 'approche reste donc trés théorique.

Le travail permet aussi de revenir sur des enjeux de santé fondamentaux : I'offre et la
demande en produit sanguin qui bascule vers une pénurie durable ; le dilemme éthique
entre minimiser l'utilisation des produits sanguins issus du don de sang et utiliser des
substituts sanguins jugés par le grand public comme moins acceptables que le produit
« naturel » ; l'utilisation des cellules souches embryonnaires dans la quéte de la
production a grande échelle de globules rouges ; les enjeux de production avec une
qualité et une quantité suffisante pour répondre aux besoins de la population.

Certaines recommandations peuvent étre formulées a I'issue de ce travail : d’abord
réaliser une étude comparative codt-efficacité de chaque substitut érythrocytaire
d’origine artificielle afin d’avoir I'impact exact sur les systemes de santé. Ensuite d’'un
point de vue acceptation, ce sont surtout les globules rouges issus de cellules souches
qui sont attendus par le grand public, cependant d’aprés la littérature ’'hémoglobine
extracellulaire issue de Arenicola marina a également un réle a jouer dans la prise en
charge de I'anémie sous réserve de données cliniques probantes.
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Aujourd’hui la route est encore longue pour que la citation de Albert Schweitzer ("Le
sang ne se remplace pas. Il se donne.") puisse étre réfutée. Cependant le
remplacement du sang par une solution artificielle est proche et de nombreux produits
sont attendus (surtout la culture de globules rouges). A terme les fonctions et les
organes de I'étre humain pourront tous étre remplacables mais il est nécessaire
d’évaluer chaque aspect (dont lI'opinion du grand public sur ces produits) pour
accompagner et pour cadrer les avancées technologiques et ainsi éviter les dérives.
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QUESTIONNAIRE SUR LES RISQUES EN SANTE PUBLIQUE DES

SUBSTITUTS SANGUINS ERYTHROCYTAIRES D’ORIGINE ARTIFICIELLE

Dans le cadre de ma these de doctorat en pharmacie, jeffectue une enquéte sur la perception par le grand public
des bénéfices et des risques des produits sanguins érythrocytaires d'origine non humaine. Cette enquéte dure
moins de 5 minutes et est strictement anonyme. Si vous souhaitez connaitre les résultats de mes travaux, je vous
invite @ me communiquer vos coordonnées a l'adresse suivante : simon.klinnik. efu@univ-lille.fr

Je vous remercie d'avance pour votre aide et pour la spontanéité de vos réponses.
Simon KLINNIK, Etudiant en Pharmacie

PARTIE 1 : Informations vous concernant

Les questions suivantes respectent votre anonymat, elles serviront a effectuer des analyses statistigues.
1) Votre identité de genre :

J Femme J Homme [ Autre (veuillez préciser)

2) Votre 4ge :

ans

3) Le niveau d'étude le plus élevé que vous ayez atteint :

[ Sans dipléme [J Brevet [0 CAP/BEP 0 BAC
(0 BAC+2/+3 [O0BAC+4/+5 0 >BAC +5

4) Combien de fois avez-vous déja donné votre sang (dons de sang total sur les 5 derniéres années) ?

O Jamais O 1 fois [0 2 a 5fois [ 6 a 10 fois [0 11 fois ou plus

PARTIE 2 : Informations sur le sujet étudié

Les affirmations suivantes permettent de mieux comprendre ['état des connaissances du grand public sur le sujet étudie.
Par conséquent, n'hésitez pas a répondre en toute sincérité.

Je le savais

Il existe 3 types de dons de sang (si I'on exclue les dons de cellules souches et de
granulocytes) : le don de sang total, le don de plasma (appelé plasmaphérése) et le | [ Oui [0 Non
don de plaquettes (appelé thrombocytapherese).

Le don de sang total permet d'obtenir principalement 3 types de produits sanguins : du

plasma, des plaquettes et des globules rouges (ou érythrocytes). L Qui LI Non

Le réle des globules rouges est I'oxygénation de I’organisme : c'est ’hémoglobine
(une substance contenue dans le globule rouge) qui transporte I'oxygéne vers les tissus | [ Oui 0 Non
et les organes et qui évacue le dioxyde de carbone produit par les organes.

Le concentré de globules rouges (CGR) est un produit sanguin labile produit a partir
du don de sang. La transfusion de CGR est notamment utilisée pour traiter les anémies | [ Oui [J Non
(lorsque le taux d’hémoglobine circulante est bas).

Le sang artificiel pouvant remplacer le sang total n'existe pas encore, mais il existe des

produits sanguins d’origine non humaine qui reproduisent le réle des globules rouges. I Oui LI Non
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PARTIE 3 : Votre avis sur les substituts des globules rouges

Cette derniére section a pour objectif de recueillir la perception du grand public sur lacceptabilité et les risques de plusieurs substituts
sanguins en comparaison avec les concentrés de globules rouges issus du don de sang. Je vous invite a lire la description de chacun des
produits sanguins avant de répondre aux questions suivantes.

Substitut chimique (Perfluorocarbone) RS
C'est une molécule chimique (médicament) E J I . .
A, N Thet . Substitut issu de Arenicola marina
qui mime le role de | hemogloblng dans le (! ) C'est une hémoglobine issue d'un ver marin.
sang en captant I'oxygéne et le dioxyde de n_
carbone. i : 2]
Substitut issu de culture bactérienne > AY Globule rouge issu de cellules souches

C'est une hémoglobine recombinante, c'est-
a-dire que le géne humain de I'némoglobine
a été inséré dans une bactérie pour qu'elle
produise de I'hémoglobine humaine.

C'est une cellule souche prélevée sur du

)| sang de cordon ombilical qui est ensuite
mise en culture en laboratoire afin d'obtenir
un globule rouge utilisable chez le patient.

1) Que pensez-vous du risque associé a la transfusion de chaque produit sanguin ?

pas "izz:‘é & T:?:q{’.:“ Peurisqué  Sansopinion  Un peu risqué  Assez risqué E’“'ﬁé:;f‘fe"'
10 | Sang issu de donneur 01 02 o3 04 O0s 0e o7
11 Perfluorocarbones (] 02 o3 04 0os Ooe o7
12 Culture bactérienne (] 02 03 04 os Oe o7
13 | Vermarin 01 02 o3 04 0os 0oe6 o7
14 Cellules souches (] 02 o3 04 os 06 o7

2) Comment évalueriez-vous [’efficacité théorigue de chaque produit sanguin ?

Trés peu Un peu Assez

Inefficace efficace Peu efficace Sans opinion efficace efficace Trés efficace
15 | Sang issu de donneur 01 02 m] 04 0s e a7
16 Perfluorocarbones 01 02 o3 04 O0s 0e o7
17 Culture bactérienne 01 02 03 04 0s 0e a7
18 | Ver marin (mR] 02 o3 04 o5 06 o7
19 Cellules souches 01 02 o3 04 0os 0oe6 o7
3) Comment évalueriez-vous I’éthique (ou I'acceptabilité morale) de chaque produit sanguin ?
P";r‘;‘;l“:“‘ L’;Si::: Peu éthique  Sans opinion :t:i';i‘; Assez éthique E"‘:':‘i":::’"‘
20 Sang issu de donneur 01 02 o3 04 0os o6 o7
21 | Perfluorocarbones 01 02 m] 04 0s e a7
22 Culture bactérienne 01 02 o3 04 O0s 0e o7
23 | Vermarin R 02 03 04 as 06 o7
24 Cellules souches (] o2 o3 04 os Ose o7

4) Si vous deviez étre transfusé en urgence, accepteriez-vous l'utilisation de ces produits sanguins ?

Perfluorocarbones D Oui Culture bactérienne D Oui Ver marin O Ou Cellules souches D Oui
[0 Non — [J Non — [J Non — [J Non
25 26 27 28

PARTIE 4 : Commentaires additionnels

J'espere que cette enquéte vous a intéressé et qu'elle a pu vous renseigner sur les produits sanguins artificiels. N'hésitez pas a faire part de
VoS remarques, Vos interrogations ou toute information vous semblant utile dans I'espace ci-dessous. Merci encore pour votre participation.

Page 2|2
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02/06/2022 21:29 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

J L Université
ufrlds .. & ol

Questionnaire sur les risques en santé publique des
substituts sanguins érythrocytaires d'origine
artificielle

Dans le cadre de ma thése de doctorat en pharmacie, j'effectue une enquéte sur la
perception par le grand public des bénéfices et des risques des produits sanguins
érythrocytaires d'origine non humaine. Cette enquéte dure moins de 5 minutes et est
strictement anonyme.

Si vous souhaitez connaitre les résultats de mes travaux, je vous invite a me communiquer
vos coordonnées a I'adresse suivante : simon.klinnik.etu@univ-lille.fr

Je vous remercie d’avance pour votre aide et pour la spontanéité de vos réponses.
Simon KLINNIK, Etudiant en Pharmacie

@ simon.klinnik@gmail.com (non partagé) Changer de compte

)

*QObligatoire

PARTIE 1: Informations vous concernant
Les questions suivantes respectent votre anonymat, elles serviront a effectuer des analyses
statistiques.

Votre identité de genre : *

O Femme
O Homme
O Autre:

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/viewform 12



02/06/2022 21:29 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

Votre age : *

Sélectionner v

Le niveau d'étude le plus éleveé que vous ayez atteint : *

Sélectionner v

I Page 1 sur 4

Suivant Effacer le formulaire

N'envoyez jamais de mots de passe via Google Forms.

Ce contenu n'est ni rédigé, ni cautionné par Google. Signaler un cas d'utilisation abusive - Conditions d'utilisation -

Regles de confidentialité

Google Forms

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/viewform

2/2
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02/06/2022 21:31 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

G Université
ufrls ... & golers

Questionnaire sur les risques en santé publique des

substituts sanguins érythrocytaires d'origine
artificielle

@ simon.klinnik@gmail.com (non partagé) Changer de compte
&

*QObligatoire

PARTIE 2 : Informations sur le sujet étudié

Les affirmations suivantes permettent de mieux comprendre I'état des connaissances du grand public sur
le sujet étudié. Par conséquent, n’hésitez pas a répondre en toute sincérité.

Il existe 3 types de dons de sang (si I'on exclue les dons de cellules souches et *
de granulocytes) : le don de sang total, le don de plasma (appelé
plasmaphérése) et le don de plaquettes (appelé thrombocytaphérése).

Oui Non

Je le savais O O

Le don de sang total permet d’obtenir principalement 3 types de produits e
sanguins : du plasma, des plaquettes et des globules rouges (ou érythrocytes).

QOui Non

V4
n Je le savais O O

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse 1/3



02/06/2022 21:31 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

Le role des globules rouges est I'oxygénation de 'organisme : c’est *
I'hnémoglobine (une substance contenue dans le globule rouge) qui transporte
'oxygéne vers les tissus et les organes et qui évacue le dioxyde de carbone
produit par les organes.

Oui Non

Je le savais O O

Le concentré de globules rouges (CGR) est un produit sanguin labile produita *
partir du don de sang. La transfusion de CGR est notamment utilisée pour
traiter les anémies (lorsque le taux d’hémoglobine circulante est bas).

Oui Non

Je le savais O O

Le sang artificiel pouvant remplacer le sang total n'existe pas encore, mais il i
existe des produits sanguins d’origine non humaine qui reproduisent le role des
globules rouges.

Oui Non

Je le savais O O

G Page 2 sur 4 V4

Retour Suivant Effacer le formulaire
https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse

23
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02/06/2022 21:31 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle
Retour Suivant Effacer le formulaire

N'envoyez jamais de mots de passe via Google Forms.

Ce contenu n'est ni rédigé, ni cautionné par Google. Signaler un cas d'utilisation abusive - Conditions d'utilisation -
Regles de confidentialité

Google Forms

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse

3/3



02/06/2022 21:31 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

L Université
ufrls .. & golers

Questionnaire sur les risques en santé publique des

substituts sanguins érythrocytaires d'origine
artificielle

@ simon.klinnik@gmail.com (non partagé) Changer de compte

&)

*QObligatoire

PARTIE 3 : Votre avis sur les substituts des globules rouges

Cette derniére section a pour objectif de recueillir la perception du grand public sur I'acceptabilité et les
risques de plusieurs substituts sanguins en comparaison avec les concentrés de globules rouges issus du

don de sang. Je vous invite a lire la description de chacun des produits sanguins avant de répondre aux
questions suivantes.

Substitut chimique (Perfluorocarbone) : C’est une molécule chimique
(médicament) qui mime le role de 'hémoglobine dans le sang en captant
I'oxygeéne et le dioxyde de carbone.

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse 19
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02/06/2022 21:31 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

Substitut issu de culture bactérienne : C'est une hémoglobine recombinante,
c'est-a-dire que le géne humain de 'hémoglobine a été inséré dans une bactérie
pour qu’elle produise de 'hémoglobine humaine.

n S—

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse

2/9



02/06/2022 21:31 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

Globule rouge issu de cellules souches : C’est une cellule souche prélevée sur du
sang de cordon ombilical qui est ensuite mise en culture en laboratoire afin
d’obtenir un globule rouge utilisable chez le patient.

1) Que pensez-vous du risque associé a la transfusion de chaque produit
sanguin ?

Sang issu de donneur *

Pas risqué du Trés peu Extrémement
Gk risqué Peu risqué Sans opinion  Un peu risqué  Assez risqué Hsqus
1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5 6 7

Pas risqué du tout O O O O O O O Extrémement risqué

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSINBLF-CltvicZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse

3/9
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02/06/2022 21:31

Perfluorocarbones *

Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

e Pas risqué du
| t, tout
Ié-h ‘

Pas risqué du tout

Culture bactérienne *

Trr‘.e: pu;" Peu risqué Sans opinion Un peu risqué Assez risqué Em! m:::'m
2 3 4 El 6 7
2 3 4 5 6 7

OO0 0000O0

Extrémement risqué

Pas risqué du tout

Ver marin *

©OO0OO0OO0OO0OO0O0

Pas '::3:" i Trspad Peurisqué  Sansopinion  Unpeurisqué  Assez risqué E"“! ’"'.z"“‘
i 2 3 4 5 6 7
2 3 4 5 6 7

Extrémement risqué

Pas risqué du tout

Qo a Q.o

Pas risqué du Tres peu - Extrémement
tout Hacud Peu risqué Sans opinion  Un peurisqué  Assez risqué a8
1 2 3 4 5 6 7
2 3 4 5 6 7

Extrémement risqué

-

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse 4/9



02/06/2022 21:31 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

Cellules souches *

» L |
—- =
) 4 | Pasrisqué du Trés peu o e . - Extrémement
' - - s Tindve Peu risqué Sans opinion Un peu risqué Assez risqué AL
1 2 3 4 5 6 7

Pas risqué du tout O O O O O O O Extrémement risqué

2) Comment évalueriez-vous I'efficacité théorique de chaque produit sanguin
?

H

Sang issu de donneur *

Trés peu Un peu Assez
Inefficace aHicace Peu efficace Sans opinion STicaca R Trés efficace
1 2 3 4 5 6 T
1 2 3 4 5 6 1

Inefficace O O O O O O O Trés efficace

Perfluorocarbones *

Trés peu . o Un peu Assez
J Inefficace aNicace Peu efficace Sans apinion SMicacs oificace Trés efficace
. h 1 2 3 4 5 6 7

n Inefficace O O O O O O O Tres efficace

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse

5/9
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Culture bactérienne *

Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

Trés peu

Un peu

Assez

Inefficace atichoe Peu efficace Sans opinion litace sfficace Trés efficace
1 2 3 4 -} 8 7
1 2 3 4 5 6 7

Inefficace O O O O O O O Trés efficace
Ver marin *

Inefficace :m:: : Peu efficace Sans opinion :':1‘ cp:c: e?ﬁ? :: = Trés efficace
1 2 3 4 5 6 7
1 2 3 4 5 6 7

Inefficace O

Cellules souches *

@)

@)

@)

O

O

@)

Trés efficace

Trés peu Un peu Assez
Inefficace alilcsce Peu efficace Sans opinion efMicace ke Trés efficace
1 2 3 4 5 6 7
1 2 3 4 5 6 7

Inefficace O O O O O O O

Trés efficace

3) Comment évalueriez-vous I'éthique (ou I'acceptabilité morale) de chaque

produit sanguin ?

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse

106
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02/06/2022 21:31 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

Sang issu de donneur *

Pas du tout Trés peu = Un peu Extrémement
éthique q Peu éthique Sans opinion éthique Assez éthique g
1 2 3 4 5 6 T

1 2 3 4 5 6 7

Pas du tout éthique O O O O O O O Extrémement éthique

Perfluorocarbones *

1 2 3 4 5 6 7

Pas du tout Trés peu i i Un peu Extrémement
ﬁ, | ) athi &thique Peu éthique Sans opinion éthique Assez éthique ithique

Pas du tout éthique O O O O O O O Extrémement éthique

Culture bactérienne *

7 Pas du tout Trés peu s so Un peu o Extrémement
'S éthique éthique Peu éthique Sans opinion éthique Assez ethique thique
1 2 3 4 5 8 7

Pas du tout éthique O O O O O O O Extrémement éthique

n Ver marin *

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse 79
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02/06/2022 21:31 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

Pas du tout Trés peu 5 Un peu "  Extrémement |
Sthiqua Gthique Peu éthique Sans opinion sihiaie Assez éthique sthiaue
1 2 3 4 s 6 7

1 2 3 4 5 6 7

Pas du tout éthique O O O O O O O Extrémement éthique

Cellules souches *

= r—
' ii‘ e m"mp'eu Peu éthique  Sans opinion g,;',ip; U Assezéthique Xipemement
1 2 3 4 5 & J—T

Pas du tout éthique O O O O O O O Extrémement éthique

4) Sivous deviez étre transfusé en urgence, accepteriez-vous I'utilisation de x
ces produits sanguins ?

Perfluorocarbones
Culture bactérienne
Ver marin

Cellules souches

3R ME S &
SR e e

G Page 3 sur 4

Retour Suivant Effacer le formulaire

N'envoyez jamais de mots de passe via Google Forms.

Ce contenu n'est ni rédigé, ni cautionné par Google. Signaler un cas d'utilisation abusive - Conditions d'utilisation -
Régles de confidentialité /

- Google Forms

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse 8/9



02/06/2022 21:31 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse 9/9
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02/06/2022 21:33 Questionnaire sur les risques en santé publique des substituts sanguins érythrocytaires d'origine artificielle

J L Université
ufrls .. & golers

Questionnaire sur les risques en santé publique des

substituts sanguins érythrocytaires d'origine
artificielle

@ simon.klinnik@gmail.com (non partagé) Changer de compte

&)

PARTIE 4 : Commentaires additionnels

J'espeére que cette enquéte vous a intéressé et qu'elle a pu vous renseigner sur les produits sanguins
artificiels. N'hésitez pas a faire part de vos remarques, vos interrogations ou toute information vous
semblant utile dans I'espace ci-dessous. Merci encore pour votre participation.

Commentaires

Votre réponse

G  Page 4 sur 4

Retour Effacer le formulaire

N'envoyez jamais de mots de passe via Google Forms.

Ce contenu n'est ni rédigé, ni cautionné par Google. Signaler un cas d'utilisation abusive - Conditions d'utilisation -
Regles de confidentialité

Google Forms

4
B ,

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSNBLF-CltvfcZZInNzRmza_94dgWfDs6TaE02tSol5do9akQ/formResponse n



Les sujets n°1 a 44 ont répondu au questionnaire sous format électronique.

Les sujets n°45 a 63 ont répondu au questionnaire sous format papier.

Dans un souci de lisibilité, I'intitulé des questions n’a pas été repris dans l'affichage
des données brutes. Chaque question est représentée par un numéro de 1 a 29. La
correspondance des nombres et des questions est disponible en Annexe 1:
Questionnaire papier.

Question n°4 : il manque des données pour les sujets 1 a 44. Cela s’explique par le
fait que la question n°4 (« Combien de fois avez-vous déja donné votre sang (dons de
sang total sur les 5 dernieres années) ? ») a été oubliée lors de la création du
questionnaire électronique : les répondants du questionnaire électronique n’ont pas pu
répondre a cette question.

Questions n°20 a 28 : le sujet n°63 n’a pas répondu a ces questions.

Sujet |1 2 |3 5 6 7 8 9 10 (11 |12 {13 |14
1 Femme |28 |BAC +2/+3 Oui |Oui [Oui [Non |Oui |1 (4 |6 |6 |3
2 Femme |49 |BAC +4/+5 Oui |Oui [Oui [Oui |Oui |3 [6 |5 |4 |3
3 Femme |48 |BAC +2/+3 Oui |Oui |Oui [Oui |Oui |2 |5 |6 |7 |2
4 Femme |26 |BAC +4/+5 Oui |Oui [Oui [Oui |Non |6 (4 |3 |3 |4
5 Femme |27 |BAC +2/+3 Oui |Oui [Oui [Non [Non |2 |3 |2 |2 |2
6 Femme |32 |>BAC +5 Oui |Oui |Oui [Oui |Oui |3 [3 |3 |3 |2
7 Homme |22 |BAC +4/+5 Oui |Oui [Oui [Oui |Non |5 (2 |5 |7 |6
8 Femme |23 |[BAC +2/+3 Oui |Oui [Oui [Oui |Non |3 (4 |6 |6 |4
9 Homme |20 |[BAC +2/+3 Non |[Oui |Oui |Non |Non |2 |4 |4 |6 |4
10 |Homme |25 |>BAC +5 Oui |Oui [Oui [Oui |Non |2 (4 |4 |4 |4
11 |Femme |47 |BAC Non |Oui |Oui |Oui |[Non |5 |5 |5 |5 |5
12 |Femme |45 |BAC Oui |Oui |[Oui [Non [Non |4 |4 |4 |4 |5
13 |(Femme |52 [BAC +4/+5 Oui |Oui [Oui [Oui |Non |3 [3 |6 |4 |1
14 |Homme |39 |[>BAC +5 Oui |Oui [Oui [Oui |Non |5 [6 |7 |5 |5
15 |(Homme |44 |>BAC +5 Oui |Oui [Oui [Oui |Oui |2 [3 |2 |5 |1
16 |(Femme |20 |[BAC +2/+3 Oui |Oui |[Non [Non [Non |2 |4 |5 |6 |3
17 |Femme |42 |Brevet Non |Oui |Oui |Oui |Oui (4 |4 |5 |4 |4
18 |Femme |46 |BAC QOui |Oui [Oui [Oui |Non |2 [6 |6 |6 |6
19 |(Homme |26 |[BAC +4/+5 QOui |Oui [Non [Oui |Non |1 (3 |3 |3 |2
20 |Femme |33 |>BAC +5 Oui |Oui |[Oui [Oui [Non |2 |3 |2 |4 |2
21 |Homme |36 |BAC +4/+5 QOui |Oui [Oui [Oui |Oui |3 |5 |2 |2 |2
22 |Homme |34 |BAC +4/+5 Oui |Oui [Oui [Oui |Oui |3 |5 |5 |3 |1
23 |Homme |33 |BAC +4/+5 Oui |Oui |[Oui [Oui [Non |1 |5 |3 |5 |2
24 |Femme |50 |CAP/BEP Oui |Oui |Oui [Oui [Oui |4 |5 |6 |5 |5
25 |Femme |40 |BAC Non |Oui |Non |{Non |{Non |3 |3 |3 [3 |3
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Sujet |1 2 |3 4 5 6 7 8 9 10 (11 |12 |13 |14
26 |Homme |29 |BAC +4/+5 Oui |Oui [Oui |Oui |Oui |3 |3 |3 |3 |3
27 |Femme |29 |>BAC +5 Oui |Oui [Oui |Oui |Oui |1 |4 |6 |3 |5
28 |Femme |21 |BAC Non |Oui [Non [Non |[Non |2 |6 |5 |4 |3
29 |Homme |33 |BAC +2/+3 Oui |Oui [Oui |Oui |[Non |2 |2 |2 |2 |2
30 |Femme |42 |BAC +2/+3 Oui |Oui [Oui |Oui |[Non |2 |6 |7 |6 |2
31 |Femme |27 |BAC +2/+3 Oui [Oui [Oui |Oui [Oui |2 |6 |6 |3 |2
32 |Femme |31 |BAC +4/+5 Oui [Oui [Oui |Oui [Non |2 |5 |5 |3 |2
33 |Femme |45 |>BAC +5 Oui |Oui [Oui |Non|Non |1 |1 |5 |5 |1
34 |Femme |27 |BAC +4/+5 Oui |Oui [Oui |Oui |Oui (2 |4 |4 |4 |3
35 |Femme |42 |BAC +4/+5 Oui [Oui [Oui |Oui |[Oui (4 |6 |6 |6 |4
36 |Femme |39 |BAC +4/+5 Oui [Oui [Oui |Oui [Non |5 |6 |6 |6 |2
37 |Femme |34 |BAC Oui [Oui [Oui |Oui [Oui |3 |4 |5 |5 |2
38 |Femme |41 |CAP/BEP Non [Non [Non [Non [Non |5 |5 |5 |4 |4
39 |Femme |28 |BAC +4/+5 Oui [Oui [Oui |Oui [Oui |2 |2 |1 |3 |2
40 |Homme |28 |BAC Non | Oui [Non [Non |[Non |3 |3 |3 |4 |3
41 |Femme |40 |BAC Oui [Oui [Oui |Oui [Oui |2 |5 |5 |3 |2
42 |Femme |34 |>BAC +5 Oui |Oui [Oui |Non|Non |2 |5 |4 |3 |2
43 |Homme |30 |[BAC +4/+5 Oui [Oui [Oui |Oui [Non |1 |3 |5 |6 |3
44 |Femme |28 |>BAC +5 Oui [Oui [Oui |Oui |Oui |2 |3 |6 |6 |3
45 |Homme |43 |BAC +4/+5 ;ﬁj 205 U\ oui | oui [oui |Non oui 3 |7 |7 |6 |5
46 |Homme |25 |BAC +4/+5 |Jamais Oui [Oui [Oui |Oui |[Oui |3 |4 |3 |3 |4
47 |Femme |29 |[BAC+4/+5 |6 a10fois |Oui |Oui |Oui [Non |Oui |2 |3 (4 |3 |2
48 |Homme |30 |[BAC +4/+5 |6a10fois |Oui |Oui |{Oui [Oui |[Non |1 |3 |1 |1 |1
49 |Homme |70 |>BAC +5 ;ﬁj 205 U\ oui | oui [oui |oui [Non |1 |4 |4 |4 |a
50 |Femme |27 |BAC+4/+5 |2a5fois |Oui [Oui [Oui |Oui [Non |3 |6 |3 |6 |3
51 |Femme |60 |>BAC +5 Jamais Oui |Oui [Oui |Oui |Oui |2 |1 |2 |2 |2
52 |Homme |25 |BAC +4/+5 ;ﬁj 208 U oui | oui |oui |oui [Non |2 |3 |5 |5 |2
53 |Femme |24 |BAC+4/+5 |6a10fois |Oui [Oui [Oui |[Oui {Non |2 |4 (3 |3 |2
54 |Femme |51 |Sans diplébme |2 a5 fois |Oui |[Oui [Non |[Non |Non (2 |4 (4 |2 |2
55 |Femme |21 |BAC+2/+3 |2a5fois |Oui [Oui [Oui |Non|Non |1 |5 |5 |5 |5
56 |Homme |27 |BAC+4/+5 |6a10fois |{Oui [Oui [Oui |Non |[Oui |2 |2 |3 |4 |4
57 |Femme |48 |BAC 6 a 10 fois |Oui |Oui [Non [Non |[Non |1 |3 (3 |3 |1
58 |Femme |53 |CAP/BEP 6 a 10 fois |Oui [Oui |Oui [Oui [Non |2 |4 |3 |4 |2
59 |Femme |49 |CAP/BEP 2a5fois |[Oui [Oui |[Non [Oui [Non |4 |4 |4 |4 |4
60 |Homme |39 |BAC+4/+5 |6a10fois |{Oui [Oui [Oui |Oui [Non |2 |4 |3 |2 |3
61 |Femme |47 |BAC 2a5fois [Oui [Oui |Oui [Non |[Oui |2 |4 |2 |4 |4
62 |Homme (40 |BAC +2/+3 |6a10fois |Oui |Oui [Oui {Non|Non |1 |3 |5 |5 |3
63 |Homme |75 |BAC 2a5fois |[Non [Oui |Oui [Non|[Non |4 |4 |4 |4 |4
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Sujet |15]16 |17 (18(19(20(21|22|23|24|25 (26 |27 |28 |29
Trés intéressant comme
réflexions.
Propositions :
1. Ajouts du domaine de
formation des participants
dans la partie 1 (réponses
peuvent étre axées selon
leurs connaissances propres
dans le domaine).
2. Peut-étre demander aux
participants une justification
des réponses notamment

44 |7 |6 |5 |5 |6 |7 |6 |5 |3 |6 |oui |Oui |oui |oui |POUrles guestions de la page
3 : notation peut étre
influencer par la fagcon de voir
les choses.
Exemple efficacité
d'utilisation d'un substitut pour
synthétiser I'hémoglobine -->
le rapport temps/quantité
d'haemoglobine produite par
chacun des substituts peut
impacter la décision de la
notation de [lalternative vs
l'efficacité propre/biologique
de cette alternative.

45 |7 |4 |4 |4 |5 |6 |4 |4 |4 |4 |Non|Non|Non|Non

46 |7 |5 |5 |5 |4 |7 |5 |3 |4 |4 |Oui |Non|Non|Non

47 |7 |5 |4 |6 |6 |7 |2 |3 |5 |6 [Non|Oui |Oui |Non

48 |7 |6 |7 |7 |7 |7 |6 |7 |7 |7 |Non|Oui |Oui |Oui

49 |7 |4 |4 |4 |4 |7 |4 |4 |4 |4 |Non|Non|Non|Oui

50 |7 |5 |5 |5 |6 |7 |6 [6 |5 |7 |Non|Oui |Non|OQui

51 |7 |6 |6 |6 |7 |7 |7 (7 |7 |7 |Oui |Oui |Oui |Oui |Merci SIMON !

52 |7 |6 (4 (4 |7 |7 |7 |7 |7 |7 |Oui |Oui |Oui |Oui

53 |6 |4 |5 |5 |7 |7 |7 |7 |7 |7 |Oui |Oui |Oui |Oui

54 |4 |4 |4 |4 |4 |2 |2 |2 |2 |2 |Oui [Oui |Oui |Oui

55 |7 |6 |6 |6 |6 |7 |7 (7 |7 |7 |Oui |Oui |Oui |Oui
Dans l'idée je suis pour tout

56 |7 |4 (4 |4 |4 |7 |4 |4 |3 |6 |Oui|Oui [Oui |Oui |type de transfusion tant que
les produits ont été approuvés

57 |7 |4 |4 |4 |7 |6 |6 [6 [4 |6 |Oui |Oui |Non|Oui

58 |7 |6 |6 |4 |6 |6 |6 [6 [4 |6 |Oui |Oui |Non|OQui

59 |7 |4 |4 |4 |4 |4 |4 |4 |4 |4 |Oui |Oui |Non|Oui

60 |7 |4 |4 |6 |4 |7 |4 |4 |6 |5 |Non|Non|Oui |Oui

61 |6 |4 |4 |4 |4 |6 |4 |4 |5 |5 [Non|Non|Non |Oui

62 |7 |6 |6 |3 |7 |7 |5 |2 |3 |7 [Oui [Non|Non |Oui

63 |6 |6 |6 |6 |6 Je fais confiance au médecin.
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Partie 1 — Informations de I’échantillon étudié

L’ensemble des résultats de la partie statistique descriptive est disponible dans le
Tableau 4 (voir section 4.2.1).

Aucune statistique inférentielle n’est faite dans la partie 1.

Partie 2 — Evaluation du niveau de connaissance général
Problématigue

2 variables qualitatives sont évaluées {études supérieures ; niveau de connaissance}.

Chaque variable comporte 2 modalités : pour les études supérieures {oui ; non} et
pour le niveau de connaissance {faible ; important}. Des regroupements ont été faits
pour les 2 variables. Concernant la variable « études supérieures»: 2
groupes composeés de : ceux ayant fait des études supérieures {BAC +2 / +3 ; BAC +4
/ +5 ; >BAC +5} et ceux n’ayant pas fait d’études supérieures {Sans dipléme, Brevet ;
CAP / BEP ; BAC}. Concernant la variable « niveau de connaissance » : 2 groupes
composés de : ceux ayant un niveau de connaissance important {3 ; 4 ; 5} et ceux
ayant un niveau de connaissance faible {0 ; 1 ; 2}.

1 échantillon de_63 individus (n = 63). La répatrtition des effectifs est disponible dans
le Tableau 6 (voir section 4.2.2).

Objectif : démontrer que le niveau d’études a un impact sur le niveau de connaissance
du sujet pour lequel les répondants sont interrogés.

Hypothése de départ

Hypothése nulle (Ho) : Les deux variables qualitatives sont indépendantes, c’est-a-dire
que le niveau de connaissance est indépendant de la réalisation d’études supérieures.
En d’autres termes, la proportion de répondants ayant un niveau de connaissance
important du sujet d’étude est la méme quel que soit le niveau d’études.

Hypothése alternative (H1) : Les deux variables qualitatives dépendent 'une de I'autre,
c’est-a-dire que le niveau de connaissance dépend de la réalisation d’études
supérieures. En d’autres termes, la proportion de répondants ayant un niveau de
connaissance important du sujet d’étude est plus élevée chez les individus ayant fait
des études supérieures (hypothése unilatérale).

Utilisation du test d’indépendance du Khi? pour répondre a I'hypothése.

Conditions du test d’indépendance du Khi?

La statistique x? suit la loi du Khi? avec v = 1 ddl, ot v = (nombre de colonnes - 1) x
(nombre de lignes - 1), si les conditions suivantes sont remplies :

1/ L’échantillon doit étre suffisamment grand (n = 30) : I'échantillon est de taille n = 63.

2/ 80% au moins des effectifs théoriques doivent étre = 5 et aucun effectif théorique
ne doit étre < 1 (106) : . Cependant,
aucun effectif théorique n'est < 1 et la valeur 75% est proche des 80% admis. Par
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conséquent, on considére cette condition comme remplie, sous réserve de I'application
d’une correction de continuité du Khi? et de la réalisation d’un test exact de Fisher pour
comparer la statistique x? obtenue.

Test d’indépendance du Khi?

Les valeurs de x? sont positives ou nulles. Plus la valeur est grande et plus I'écart a
I'indépendance observé sur I'échantillon est important.

Test d’indépendance du Khi?

Valeur P-value Taille de I'effet Valeur
x? de Pearson 13,75 < 0,001*** Coefficient @ 0,47
Correction de continuité du x? 10,91 < 0,001*** V de Cramer 0,47
Test exact de Fisher (unilatéral) < 0,001***

Légende : *** = test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001.

Le test d’'indépendance du Khi? est significatif (p < 0,05) : il y a une relation entre le
niveau d’études et le niveau de connaissance des répondants concernant le sujet
d’étude. Cette relation est modérée a forte (0,30 <V < 0,50).

Partie 3 — Evaluation de la perception du risque, de I'efficacité théorique et de
I’éthique
Problématigue

3 facteurs (Type de perceptions) sont évalués {Risque ; Efficacité théorique ; Ethique}.

5 modalités (5 types de produits sanguins) {Sang issu de don ; Perfluorocarbone ;
Culture bactérienne ; Ver marin ; Cellule souche} (k = 5).

1 échantillon de 63 individus (échantillon apparié avec mesures répétées) (n = 63*).

Variable de réponse : Score (donnée ordinale) évaluée par une échelle de Likert a 7
niveaux.

(SID) Sang (PFC) (CB) Culture (VM) Ver (CS) Cellule
issu de don Perfluorocarbone | bactérienne marin souche
Risque Score:{1;2;3;4;5;6;7}
(n =63) 1 = « Pas risqué du tout » ; 7 = « Extrémement risqué »
Eff|ce_10|te Score:{1;2;3;4;5;6;7}
théorique
(n = 63) 1 = « Inefficace » ; 7 = « Tres efficace »
Ethique Score:{1;2;3;4;5;6;7}
(n =62)* 1 = « Pas du tout éthique » ; 7 = « Extrémement éthique »

* 1 sujet n'a pas évalué I'éthique des produits sanguins.

Objectif : démontrer que le type de produit sanguin a un impact sur le risque, I'efficacité
théorique et I'éthique pergus par les répondants.
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Statistigue descriptive

Perception du Risque

Risque N Médiane | Moyenne | SD SEM 1C95
Bl BS
(SID) Sang issu de don 63 2 2,5 1,2 0,2 2,2 2,8
(PFC) Perfluorocarbone 63 4 4,0 1,3 0,2 3,7 4.4
(CB) Culture bactérienne | 63 4 4,2 15 0,2 3,8 4,6
(VM) Ver marin 63 4 4,1 1,4 0,2 3,8 4,5
(CS) Cellule souche 63 3 3,0 1,3 0,2 2,7 3,3

Légende : N = taille de I'’échantillon ; SD = écart-type ; SEM = erreur standard a la moyenne ; IC95 =
intervalle de confiance a 95% ; Bl = borne inférieure ; BS = borne supérieure.

Les sujets ont une perception du risque moins élevée pour le sang issu de don (x =
2,5 £ 1,2) et pour les globules rouges issus de cellules souches (x = 3,0 = 1,3).
Cependant, ils ont une perception du risque plus élevée pour les perfluorocarbones (x
= 4,0 £ 1,3), 'hémoglobine issue de ver marin (x = 4,1 £ 1,4) et pour 'hémoglobine
issue de la culture bactérienne (x = 4,2 + 1,5).
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Figure 26 : Représentation graphique de I'évaluation du risque associé aux produits sanguins

Légende : SID = sang issu de don ; PFC = perfluorocarbone ; CB = culture bactérienne ; VM = ver marin
; CS = cellule souche. Les barres d’erreur correspondent a + 2 SEM (erreur standard a la moyenne). N
=63. Un score de 1 correspond a « pas risqué du tout » et un score de 7 correspond a « extrémement
risqué ».
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Perception de I’Efficacité théorique

Efficacité théorique N Médiane | Moyenne | SD SEM 1C95
BI BS
(SID) Sang issu de don 63 7 6,3 11 0,1 6,1 6,6
(PFC) Perfluorocarbone 63 5 4.9 1,1 0,1 4,6 52
(CB) Culture bactérienne | 63 5 4,8 1,1 0,1 4,5 51
(VM) Ver marin 63 4 4,6 1,2 0,2 4,3 4.9
(CS) Cellule souche 63 6 5,5 1,4 0,2 51 5,8

Légende : N = taille de I'échantillon ; SD = écart-type ; SEM = erreur standard & la moyenne ; IC95 =
intervalle de confiance a 95% ; Bl = borne inférieure ; BS = borne supérieure.

Les sujets ont une perception de I'efficacité théorique plus élevée pour le sang issu de
don (x = 6,3+ 1,1) en comparaison avec les globules rouges issus de cellules souches
percus comme plus faible (x = 5,5 + 1,1), tout comme les perfluorocarbones (x = 4,9 £
1,1), 'hémoglobine issue de ver marin (x = 4,8 £ 1,1) et 'hémoglobine issue de la
culture bactérienne (x = 4,6 £ 1,2) également percus comme moins efficaces.

Efficacité théorique

Score

SID PFC CB
Produit sanguin

<
<
0
(0]

Figure 27 : Représentation graphique de I'évaluation de [l'efficacité théorique associée aux produits
sanguins

Légende : SID = sang issu de don ; PFC = perfluorocarbone ; CB = culture bactérienne ; VM = ver marin

; CS = cellule souche. Les barres d’erreur correspondent a + 2 SEM (erreur standard a la moyenne). N
=63. Un score de 1 correspond & « inefficace » et un score de 7 correspond a « trés efficace ».
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Perception de I’Ethique

Ethique N Médiane | Moyenne | SD SEM €95
BI BS
(SID) Sang issu de don 62 7 6,1 1.4 0,2 57 6,4
(PFC) Perfluorocarbone 62 5 51 15 0,2 4,8 55
(CB) Culture bactérienne | 62 5 51 1.4 0,2 4,8 55
(VM) Ver marin 62 5 4,7 1,6 0,2 4,3 51
(CS) Cellule souche 62 6 5,6 1,3 0,2 53 59

Légende : N = taille de I'échantillon ; SD = écart-type ; SEM = erreur standard a la moyenne ; IC95 =
intervalle de confiance a 95% ; Bl = borne inférieure ; BS = borne supérieure.

Les sujets ont une perception de I'éthique plus élevée pour le sang issu de don (x =
6,1 = 1,4) par rapport aux perfluorocarbones (x = 5,1 £ 1,5), a 'hémoglobine issue de
ver marin (x = 4,7 £ 1,6) et a 'hémoglobine issue de la culture bactérienne (x = 5,1 +
1,4). La perception de I'éthique n’est pas différente entre le sang issu du don de sang
et les globules rouges issus de cellules souches (x = 5,6 + 1,3) tout comme avec les
perfluorocarbones et I'hémoglobine issue de la culture bactérienne. Seule
I’'hnémoglobine issue de ver marin est pergue comme moins éthique que les globules
rouges issus de cellules souches.

Ethique

.

6 6,1
(O]
= 5,6
O
n

5.1 5,1
5
4,7
4
SID PFC CB VM @S

Produit sanguin

Figure 28 : Représentation graphique de I'évaluation de I'éthique associée aux produits sanguins

Légende : SID = sang issu de don ; PFC = perfluorocarbone ; CB = culture bactérienne ; VM = ver marin
; CS = cellule souche. Les barres d’erreur correspondent a £ 2 SEM (erreur standard a la moyenne). N
=62. Un score de 1 correspond a « pas du tout éthique » et un score de 7 correspond a « extrémement
éthique ».

Conclusion

Bien que les observations faites dans cette section fassent émerger plusieurs
tendances dans la perception des produits sanguins érythrocytaires d’origine
artificielle, la partie suivante vise a confirmer statistiguement les observations.
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Statistique inférentielle

Objectif : pour chaque facteur (Risque, Efficacité théorique, Ethique) : démontrer qu’il
y a une différence dans le score moyen associé a chaque produit sanguin.

Perception du Risque

Hypothése de départ

Variables de réponse : score moyen de la perception du risque en population :
v UsD;MPFc;HcB; VM ; HcCs

Hypothese :
— Ho : la condition p sip =l pPrc = Y cB = M vMm = [ cs est vraie.
— Hai:la condition g sip =l Prc = Y cB = H vMm = [ cs N'est pas vraie.

Utilisation de ANOVA (comparaison de variances) pour répondre a I'hypothése :
ANOVA a un facteur pour mesures appariées.

Conditions de test ANOVA
3 conditions sont nécessaires pour la réalisation du test :

1/ Les k = 5 échantillons comparés sont indépendants : N/A car |'étude se fait en
échantillon apparié donc pas de variabilité inter-échantillon.

2/ Les variables quantitatives étudiées suivent une distribution normale dans les k=5
populations comparées : prenant I'nypothése selon laquelle le score (variable étudiée)
est assimilé a une variable quantitative, OK car N so =Nprc=Ncs=Nwvm =N cs =63
qui est 2 30, donc pas de besoin d'utiliser le test de Shapiro-Wilk sur les résidus.

Pour information, la représentation graphique des résidus standardisés :

Graphe Q-Q (Risque)

Résidus standardisés

-3 -2 -1 0 1 2 3
Quantiles théoriques
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3/ Les k = 5 populations comparés ont la méme variance (homoscédasticité) : N/A car
I'étude se fait en échantillon apparié (méme variance), de plus comme il n’y a pas de
facteurs inter-sujet spécifié, la condition est toujours respectée, pas de besoin d’utiliser
le test de Levene.

Cependant, I'étude se faisant sur un échantillon apparié, I'’hypothése de la sphéricité
doit étre vérifiée (c’est-a-dire : égalité des variances des différences entre les niveaux
des facteurs de mesures répétes) : utilisation du test de Mauchly sur la sphéricité.

Test de Mauchly (sphéricité)

W (Mauchly) P-value Greenhouse-Geisser € Huynh-Feldt €
Risque 0,708 0,013* 0,853 0,909
Légende : * = test significatif sur a = 0,05 mais pas sur a = 0,01 ou a = 0,001.

Le test de Mauchly est significatif (p < 0,05) : il y a des différences significatives entre
les variances des différences, I’exigence de sphéricité n’est pas respectée.

Par conséquent : application de la correction de Huynh-Feldt a la valeur F obtenue
dans l'analyse ANOVA a un facteur (section suivante) parce que la valeur
Greenhouse-Geisser € est > 0,75 (0,853).

Test de Fisher - Snédécor sur échantillons appariés

Effets intra-sujets
g;r:geri%tiitoén Sst DF MS F p-value n?

) Aucune 150,2 4 37,5 31,819 < 0,001 0,208
Risque Huynh-Feldt | 150,2 3,6 41,3 31,819 | <0,001*** | 0,208
Résidus Aucune 292,6 248 1,2

Huynh-Feldt | 292,6 2255 1.3
Effets inter-sujets
Résidus 2780 |62 45

Légende : SS = somme des carrés ; DF = degré de liberté ; MS = carrés moyens ; *** = test significatif
sura =0,05sura=0,01etsura=0,001;!Somme des carrés de type 3.

L’analyse ANOVA a un facteur (avec ajustement du F-ratio avec la correction de
Huynh-Feldt) démontre un effet significatif du type de produit sanguin sur la perception
du risque associée : F (3,636 ; 225,457) = 31,819 (p < 0,001).

Une analysis post-hoc est requise : comparaison des moyennes une a une.
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Analyse post-hoc

i, (W0 [sew [or [ [pue |Pke [pute
PFC -1,5 0,2 62 -7,861 < 0,001 <0,001*** | <0,001
CB -1,7 0,2 62 -7,636 < 0,001 <0,001*** | <0,001
=ID VM -1,6 0,2 62 -7,483 < 0,001 <0,001*** | <0,001
CS -0,5 0,2 62 -2,699 0,009 0,066 NS 0,036
CB -0,2 0,2 62 -1,009 0,317 0,851 Ns 0,951
PFC VM -0,1 0,2 62 -0,545 0,588 0,982 Ns 1,000
CS 1,0 0,2 62 5,331 < 0,001 <0,001** | < 0,001
VM 0,1 0,2 62 0,397 0,692 0,995 Ns 1,000
cB CS 1,2 0,2 62 5,985 < 0,001 <0,001** | < 0,001
VM CS 1,2 0,2 62 6,111 < 0,001 < 0,001** | < 0,001

Légende : MD = différence moyenne ; SEM = erreur standard a la moyenne ; DF = degré de liberté ;
NS = test non significatif ; *** = test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001.

L’analyse post-hoc (avec ajustement de la p-value avec la correction de Tukey)
confirme que le sang issu de donneur et les globules rouges issus de cellules souches
sont percus comme significativement moins risqués que les perfluorocarbones (pour
SID : p < 0,001 et pour CS : p <0,001), 'hémoglobine issue de la culture bactérienne
(pour SID : p < 0,001 et pour CS : p <0,001) et 'hnémoglobine issue de ver marin (pour
SID : p < 0,001 et pour CS : p < 0,001). Cependant, il n’'y a pas de différence de
perception du risque pour le sang issu de donneur et les globules rouges issus de
cellules souches (p > 0,05).

Enfin, il n’y a pas de différence de perception du risque entre les perfluorocarbones et
I’'hnémoglobine issue de la culture bactérienne (p > 0,05) ou ’'hnémoglobine issue de ver
marin (p > 0,05), ainsi qu’entre 'hémoglobine issue de la culture bactérienne et
I’'hémoglobine issue de ver marin (p > 0,05).

Perception de I’Efficacité théorique

Hypothése de départ

Variables de réponse : score moyen de la perception de l'efficacité théorique en
population :

v Us;HUPFc; HcB; UvM; Hcs
Hypothese :
— Ho : la condition psip = 4 prc = Y cB = L vM = M cs €est vraie.
— Hai:lacondition psip = 4 prc = Y cB = L vM = W cs n'est pas vraie.

Utilisation de ANOVA (comparaison de variances) pour répondre a I'hypothése :
ANOVA a un facteur pour mesures appariées.

Conditions de test ANOVA

3 conditions sont nécessaires pour la réalisation du test :

1/ Les k = 5 échantillons comparés sont indépendants : N/A car I'étude se fait en
échantillon apparié donc pas de variabilité inter-échantillon.
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2/ Les variables quantitatives étudiées suivent une distribution normale dans les k =5
populations comparées : prenant 'nypothése selon laquelle le score (variable etudiée)
est assimilé a une variable quantitative, OK car N so=Nprc=Ncs=Nwvm =N cs =63
qui est = 30, donc pas de besoin d’utiliser le test de Shapiro-Wilk sur les résidus.

Pour information, la représentation graphique des résidus standardisés :

Résidus standardisés

-3 -2 -1 0 1 2 3
Quantiles théoriques

3/ Les k = 5 populations comparées ont la méme variance (homoscédasticité) : N/A
car I'étude se fait en échantillon apparié (méme variance), de plus comme il n'y a pas
de facteurs inter-sujet spécifié, la condition est toujours respectée, pas de besoin
d’utiliser le test de Levene.

Cependant, I'étude se faisant sur un échantillon apparié, I'hypothése de la sphéricité
doit étre vérifiée (c’est-a-dire : égalité des variances des différences entre les niveaux
des facteurs de mesures répétés) : utilisation du test de Mauchly sur la sphéricité.

Test de Mauchly (sphéricité)

W (Mauchly) P-value Greenhouse-Geisser € Huynh-Feldt €
Efficacite | 59 < 0,001%+ 0,806 0,855
théorique

Légende : *** = test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001.

Le test de Mauchly est significatif (p < 0,05) : il y a des différences significatives entre
les variances des différences, I’exigence de sphéricité n’est pas respectée.

Par conséquent, application de la correction de Huynh-Feldt a la valeur F obtenue
dans lanalyse ANOVA a un facteur (section suivante) parce que la valeur
Greenhouse-Geisser € est > 0,75 (0,806).
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Test de Fisher - Snédécor sur échantillons appariés

Effets intra-sujets

g;g;encél'toe” sst DF MS F pvalue | n?
Efficacite | Aucune 125,1 4 31,3 41,947 | <0,001 0,221
théorique | Huynh-Feldt | 125,1 3,4 36,7 41,947 | <0,001** | 0,221
P Aucune 184,9 248 0,7

Huynh-Feldt | 184,9 212,0 0,9
Effets inter-sujets
Résidus 256,1 62 41

Légende : SS = somme des carrés ; DF = degré de liberté ; MS = carrés moyens ; *** = test significatif
sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001 ; * Somme des carrés de type 3.

L’analyse ANOVA a un facteur (avec ajustement du F-ratio avec la correction de
Huynh-Feldt) démontre un effet significatif du type de produit sanguin sur la perception
de l'efficacité associée : F (3,420 ; 212,030) = 41,947 (p < 0,001).

Une analysis post-hoc est requise : comparaison des moyennes une a une.

Analyse post-hoc

C‘IJE”T"F\’?SraIiESTO : MD |SEM |DF |t p-value %"kae";e ﬂ'(‘)’lf_‘*“e
PFC |14 |02 |62 [9140 <0001 |<0,001%* |<0,001
CB |16 |02 |62 [8913 |<0001 |[<0,001%* | <0,001
SIP VM |17 |02 |62 |[9512 |<0001 |<0,001*** | <0,001
csS |09 |02 |62 |5476 |<0001 |<0,001%* | <0,001

cB |01 |01 |62 [1210 |0231 0,745Ns | 0,456

PFC VM |03 |02 |62 [1794 |0078 0,387Ns | 0,233
cs |06 |02 |62 |-3885 |<0001 |[0,002% |<0,001

VM |01 |01 |62 [1,218 |0,228 0,741Ns | 0,456
<8 cs |07 |02 |62 |-453 |<0001 |<0,001%* | <0,001
VM cs |09 |02 |62 |-5068 |<0001 |<0,001%* |<0,001

Légende : ET = efficacité théorique ; MD = différence moyenne ; SEM = erreur standard a la
moyenne ; DF = degré de liberté ; NS = test non significatif ; ** = test significatif sur a = 0,05 et a =
0,01 mais pas sur a = 0,001 ; *** = test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001.

L’analyse post-hoc (avec ajustement de la p-value avec la correction de Tukey)
confirme que le sang issu de donneur et les globules rouges issus de cellules souches
sont percus comme significativement plus efficaces que les perfluorocarbones (pour
SID : p < 0,001 et pour CS : p < 0,01), 'hémoglobine issue de la culture bactérienne
(pour SID : p < 0,001 et pour CS : p <0,001) et 'hnémoglobine issue de ver marin (pour
SID : p < 0,001 et pour CS : p < 0,001). De plus, le sang issu de donneur est pergu
comme significativement plus efficace que les globules rouges issus de cellules
souches (p < 0,001).

Cependant, il n'y a pas de différence de perception de [l'efficacité entre les
perfluorocarbones et 'hémoglobine issue de la culture bactérienne (p > 0,05) ou
I’'hnémoglobine issue de ver marin (p > 0,05), ainsi qu’entre 'hémoglobine issue de la
culture bactérienne et ’hémoglobine issue de ver marin (p > 0,05).
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Perception de I’Ethique

Hypothése de départ

Variables de réponse : score moyen de la perception de I'éthique en population :
v UsD;MPFC;HcB; VM ; HcCs

Hypothese :
— Ho: la condition @ sip =l pPrc = U cB = M vM = [ cs est vraie.
— Hai:la condition g sip = M Prc = YU cB = M vMm = [ cs N'est pas vraie.

Utilisation de ANOVA (comparaison de variances) pour répondre a I'hypothése :
ANOVA a un facteur pour mesures appariées.

Conditions de test ANOVA
3 conditions sont nécessaires pour la réalisation du test :

1/ Les k = 5 échantillons comparés sont indépendants : N/A car |'étude se fait en
échantillon apparié donc pas de variabilité inter-échantillon.

2/ Les variables quantitatives étudiées suivent une distribution normale dans les k=5
populations comparées : prenant I'nypothése selon laquelle le score (variable étudiée)
est assimilé a une variable quantitative, OK car N so =N prc =N cs=Nwvm =N cs =62
qui est 2 30, donc pas de besoin d'utiliser le test de Shapiro-Wilk sur les résidus.

Pour information, la représentation graphique des résidus standardisés :

Résidus standardisés
=)

-3 -2 -1 0 1 2 3
Quantiles théoriques

3/ Les k = 5 populations compares ont la méme variance (homosceédasticité) : N/A car
I'étude se fait en échantillon apparié (méme variance), de plus comme il n'y a pas de
facteurs inter-sujet spécifié, la condition est toujours respectée, pas de besoin d’utiliser
le test de Levene.

Cependant, I'étude se faisant sur un échantillon apparié, I'’hypothése de la sphéricité
doit étre vérifiée (c’est-a-dire : égalité des variances des différences entre les niveaux
des facteurs de mesures répétés) : utilisation du test de Mauchly sur la sphéricité.
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Test de Mauchly (sphéricité)

W (Mauchly) P-value Greenhouse-Geisser € Huynh-Feldt €
Ethique 0,489 < 0,001*** 0,742 0,784

Légende : *** = test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001.

Le test de Mauchly est significatif (p < 0,05) : il y a des différences significatives entre
les variances des différences, I’exigence de sphéricité n’est pas respectée.

Par conséquent, application de la correction de Greenhouse-Geisser a la valeur F
obtenue dans I'analyse ANOVA a un facteur (section suivante) parce que la valeur
Greenhouse-Geisser € est < 0,75 (0,742).

Test de Fisher - Snédécor sur échantillons appariés

Effets intra-sujets
CEMESEN | o DF MS F pvalue | n?
sphéricité
Aucune 64,6 4 16,2 16,110 < 0,001 0,093
Ethique -
gre.e”house 64,6 3,0 21,8 16,110 | <0,001** | 0,093
eisser
Aucune 244.6 244 1,0
Résidus -
Greenhouse- | 5146|1810 |14
Geisser
Effets inter-sujets
Résidus 387,2 61 6,3

Légende : SS = somme des carrés ; DF = degré de liberté ; MS = carrés moyens ; *** = test significatif
sur a = 0,05 sur a =0,01 et sura=0,001 ; * Somme des carrés de type 3.

L’analyse ANOVA a un facteur (avec ajustement du F-ratio avec la correction de
Greenhouse-Geisser) démontre un effet significatif du type de produit sanguin sur la
perception de I'éthique associée : F (2,967 ; 181,009) = 16,110 (p < 0,001).

Une analysis post-hoc est requise : comparaison des moyennes une a une.

Analyse post-hoc

Eihique v Ehigue | MO | SEM_|OF |t puave | 0G| Fom
PFC 0,9 0,2 61 4,231 < 0,001 <0,001*** | <0,001
S5 CB 0,9 0,2 61 4,581 < 0,001 <0,001*** | < 0,001
VM 1,3 0,2 61 5,710 < 0,001 <0,001*** | < 0,001
CS 0,5 0,2 61 3,111 0,003 0,023* 0,017
CB 0,0 0,1 61 0,115 0,909 1,000 NS 0,909
PFC VM 0,4 0,2 61 2,156 0,035 0,210 Ns 0,070
CS -0,4 0,2 61 -2,716 0,009 0,063 NS 0,034
- VM 0,4 0,1 61 2,723 0,008 0,062 NS 0,034
CS -0,5 0,1 61 -3,079 0,003 0,025* 0,017
VM CS -0,9 0,2 61 -5,066 < 0,001 <0,001*** | <0,001

Légende : MD = différence moyenne ; SEM = erreur standard a la moyenne ; DF = degré de liberté ;
NS = test non significatif ; * = test significatif sur a = 0,05 mais pas sur a = 0,01 ou a = 0,001 ; *** =
test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sur a = 0,001.
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L’analyse post-hoc (avec ajustement de la p-value avec la correction de Tukey)
confirme que le sang issu de donneur est pergcu comme significativement plus éthique
que les perfluorocarbones (p < 0,001), ’'hémoglobine issue de la culture bactérienne
(p < 0,001), 'hémoglobine issue de ver marin (p < 0,001) et les globules rouges issus
de cellules souches (p < 0,05).

Bien que pergcus comme moins éthiques que le sang issu de donneur, les globules
rouges issus de cellules souches sont percus comme significativement plus éthiques
que I'hémoglobine issue de la culture bactérienne (p < 0,05) et ’'hémoglobine issue de
ver marin (p < 0,001). Cependant, il n'y a pas de différence de perception de I'éthique
entre les globules rouges issus de cellules souches et les perfluorocarbones (p > 0,05).

Enfin, il n’y a pas de différence de perception de I'éthique entre les perfluorocarbones
et I’'hémoglobine issue de la culture bactérienne (p > 0,05) ou 'hémoglobine issue de
ver marin (p > 0,05), ainsi qu’entre I’hémoglobine issue de la culture bactérienne et
I’'hnémoglobine issue de ver marin (p > 0,05).

Partie 4 — Evaluation de I’acceptance globale
Problématique

Variable : « Accepter l'utilisation du produit sanguin dans un contexte de transfusion
en urgence » qualitative binomiale : {Oui ; Non}.

1 échantillon de 62 individus (4 échantillons appariés) (n = 62).

Les probabilités d’accepter chaque produit sanguin sont notées respectivement mpg,
Tcg, Tym, Tcs SUr 'échantillon et sont estimées par les paramétres suivants : ppge, Pes,
Pvm: Pcs-

La conception de I'étude et les résultats obtenus sont repris dans la Figure 15 (voir
section 4.1.2.4).

Objectif : démontrer que I'acceptation globale des répondants est différente entre les
types de produits sanguins d’origine artificielle.

Hypothése de départ

Hypothese :

— Ho:m =m,;avecn, etm, = Mppc Tcp Mym Tcs Selon le test réalisé, c'est-a-
dire que les probabilités d’accepter chaque produit sanguin ne sont pas
significativement différentes. En d’autres termes : les différences observées
entre les fréquences ne sont dues qu'au hasard.

- Hi:m #m,;avecn, etm, = Mppc Mcp Mym Tcs S€lON le test réalisé, c'est-a-
dire que les probabilités d'accepter chaque produit sanguin sont

significativement différentes. En d’autres termes : les différences observées
entre les fréquences ne sont pas dues au hasard.

Pour répondre a la problématique, le test de fréquence sur deux échantillons appariés
est utilisé : le test du Khi? de Mc Nemar.
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Conditions du test du Khi?2 de Mc Nemar

La variable étudiée suit une loi du y? avec v = 1 ddl. Une condition a vérifier pour la
réalisation du test de Mc Nemar est : total des couples discordants (c’est-a-dire :
n(ouiProduitl n NOnProduit 2) U n(NonProduitl n OuiProduit 2) :n' 210

1.

2
3.
4

5.
6.

Cellules souches VS Perfluorocarbones : OKcarn’'=15+2 =17
Cellules souches VS Culture bactérienne : OKcarn' =15+2 =17
Cellules souches VS Ver marin : OKcarn’'=19 + 2 = 21

Perfluorocarbones VS Culture bactérienne : mais comme les
fréquences d’acceptation sont les mémes pour les 2 produits sanguins, aucune
différence significative ne peut étre mise en évidence lors de l'utilisation du test.

Perfluorocarbones VS Ver marin : OKcarn"=10+6 =16
Culture bactérienne VS Ver marin : OKcarn' =9+5=14

La condition est respectée pour 'ensemble des configurations hormis celle comparant
les perfluorocarbones a la culture bactérienne.

Les tableaux de contingence ci-dessous détaillent les réponses des participants pour
chacune des comparaisons.

Tableau 8: Tableau de contingence de [lacceptation globale des cellules souches et des
perfluorocarbones

Perfluorocarbones
Cellules souches ;
Non Oui Total
Non 9 2 11
Oui 15 36 51
Total 24 38 62

Tableau 9 : Tableau de contingence de l'acceptation globale des cellules souches et de la culture

bactérienne

Culture bactérienne
Cellules souches :
Non Oui Total
Non 9 2 11
Oui 15 36 51
Total 24 38 62

Tableau 10 : Tableau de contingence de l'acceptation globale des cellules souches et du ver marin

Ver marin
Cellules souches :
Non Oui Total
Non 9 2 11
Oui 19 32 51
Total 28 34 62
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Tableau 11 : Tableau de contingence de I'acceptation globale des perfluorocarbones et de la culture
bactérienne

Culture bactérienne
Perfluorocarbones ;
Non Oui Total
Non 20 4 24
Oui 4 34 38
Total 24 38 62

Tableau 12 : Tableau de contingence de l'acceptation globale des perfluorocarbones et du ver marin

Ver marin
Perfluorocarbones -
Non Oui Total
Non 18 6 24
Oui 10 28 38
Total 28 34 62

Tableau 13 : Tableau de contingence de l'acceptation globale de la culture bactérienne et du ver marin

- Ver marin
Culture bactérienne :
Non Oui Total
Non 19 5 24
Oui 9 29 28
Total 28 34 62

Test du Khi?2 de Mc Nemar

Tableau 14 : Résultat du test Khi2 de Mc Nemar - Cellules souches VS Perfluorocarbones

Test de Mc Nemar

Comparaison CS / PFC Valeur DF p-value
x? 9,941 1 0,002**
Correction de continuité du x? 8,471 1 0,004**
N 62

Légende : DF = degré de liberté ; PFC = perfluorocarbone ; CS = cellule souche ; ** = test
significatif sur a = 0,05 et a = 0,01 mais pas sur a = 0,001.

Le test de Mc Nemar (avec ajustement de la p-value avec la correction de Yates)
confirme que l'acceptation globale des répondants pour les globules rouges issus de
cellules souches est significativement plus importante que pour les perfluorocarbones
(p <0,01).
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Tableau 15 : Résultat du test Khi2 de Mc Nemar - Cellules souches VS Culture bactérienne

Test de Mc Nemar

Comparaison CS / CB Valeur DF p-value
x* 9,941 1 0,002**
Correction de continuité du x? 8,471 1 0,004**
N 62

Légende : DF = degré de liberté ; CB = culture bactérienne ; CS = cellule souche ; ** = test
significatif sur a = 0,05 et a = 0,01 mais pas sur a = 0,001.

Le test de Mc Nemar (avec ajustement de la p-value avec la correction de Yates)
confirme que l'acceptation globale des répondants pour les globules rouges issus de
cellules souches est significativement plus importante que pour ’'hémoglobine issue
de la culture bactérienne (p < 0,01).

Tableau 16 : Résultat du test Khi2 de Mc Nemar - Cellules souches VS Ver marin

Test de Mc Nemar

Comparaison CS / VM Valeur DF p-value
x? 13,762 1 < 0,001***
Correction de continuité du x? 12,190 1 0,001**

N 62

Légende : DF = degré de liberté ; VM = ver marin ; CS = cellule souche ; ** = test significatif sur a =
0,05 et a = 0,01 mais pas sur a = 0,001 ; *** = test significatif sur a = 0,05 sur a = 0,01 et sura =
0,001.

Le test de Mc Nemar (avec ajustement de la p-value avec la correction de Yates)
confirme que l'acceptation globale des répondants pour les globules rouges issus de
cellules souches est significativement plus importante que pour ’'hémoglobine issue
de ver marin (p < 0,01).

Tableau 17 : Résultat du test Khi2 de Mc Nemar - Perfluorocarbones VS Culture bactérienne

Test de Mc Nemar

Comparaison PFC / CB Valeur DF p-value
x° 0,000 1 1,000 NS
Correction de continuité du x? 0,000 1 1,000 NS
N 62

Légende : DF = degré de liberté ; PFC = perfluorocarbone ; CB = culture bactérienne ; NS = test
non significatif.

Le test de Mc Nemar (avec ajustement de la p-value avec la correction de Yates) ne
démontre pas une différence significative de I'acceptation globale des répondants pour
les perfluorocarbones et ’'hémoglobine issue de la culture bactérienne (p > 0,05).
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Tableau 18 : Résultat du test Khi2 de Mc Nemar - Perfluorocarbones VS Ver marin

Test de Mc Nemar

Comparaison PFC / VM Valeur DF p-value
x* 1,000 1 0,317 Ns
Correction de continuité du x? 0,563 1 0,453 Ns
N 62

Légende : DF = degré de liberté ; PFC = perfluorocarbone ; VM = ver marin ; NS = test non
significatif.

Le test de Mc Nemar (avec ajustement de la p-value avec la correction de Yates) ne
démontre pas une différence significative de I'acceptation globale des répondants pour
les perfluorocarbones et ’lhémoglobine issue de ver marin (p > 0,05).

Tableau 19 : Résultat du test Khi2 de Mc Nemar - Culture bactérienne VS Ver marin

Test de Mc Nemar

Comparaison CB / VM Valeur DF p-value
X2 1,143 1 0,285Ns
Correction de continuité du x? 0,643 1 0,423 Ns
N 62

Légende : DF = degré de liberté ; CB = culture bactérienne ; VM = ver marin ; NS = test non
significatif.

Le test de Mc Nemar (avec ajustement de la p-value avec la correction de Yates) ne
démontre pas une différence significative de I'acceptation globale des répondants pour
I’'hnémoglobine issue de la culture bactérienne et 'hémoglobine issue de ver marin (p >
0,05).
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moins risqué, plus efficace et plus éthique que les autres solutions. Cependant les CS sont
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plus éthiqgues que CB, VM. En revanche pas de différence significative entre CS et PFC
concernant la perception de I'éthique. L’enquéte met en avant les CS mais la technologie de
production nécessite une amélioration du rendement pour une utilisation a grande échelle.
Ensuite I'utilisation de VM en thérapeutique a court terme est pertinente sous réserve d’essai
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