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LISTE DES ABREVIATIONS 

AH A Antihémophilique A 
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FVIII Facteur antihémophilique A 

FVIII/vWf : Complexe formé des facteurs VIII et von Willebrand 
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T· S 
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Chlorhydrate de guanidine 

Partie du FVIII/vWf, de masse moléculaire élevée, dissociée en 
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Temps de saignement 
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VIIIR:Ag, VIIIRRCo, VIII:CAg 

U anti-VIII:C : 1 Unité Bethesda inhibe 0,5 U de FVIII:C en 2h a 37° C 

vo 

V H M W 
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Volume d'exclusion ou volume mort des colonnes de tam1sage moléculaire 

Formes très polymérisées du FvWf 

Maladie de Willebrand. 
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1 N T R 0 D U C T 1 0 N 

• • • • • • • • • 

Des progrès considérables ont été réalisés ces vingt 

dernières années dans 1 a connaissance des mécanismes physi opathol ogi ques 

de l!hêmostase*. Ainsi, de nombreux facteurs de coagulation ont pu 

être identifiés d'abord par leur activité coagulante, puis ultérieurement 

par leurs propriétés antigéniques, et plus récemment encore, par leur 

composition et structure biochimique. Parmi 1 es facteurs ainsi étudiés, 

le facteur VIII est celui qui a posé, et continue à poser, les problèmes 

les plus complexe\. Or son importance en pathologie est considérable 

~uisque son déficit conditionne tout à la fois cette redoutable affection 

qu'est l'hémophilie A, la plus fréquente et la plus grave des maladies 

hémorragiques génotypiques, et la maladie de Willebrand plus récemment 
connue. 

* L'hé~ostase désigne l'ensemble des phénomènes physiologiques qui per~etten} l'arrêt 

des h~morragies survenant l la suite d'une lésion de l'endothélium vasculaire. Elle comprend 

plusieurs étapes qui s'imbriquent les unes les autres : 

- 11hésostase pri1aire (ou temps vasculo-plaquettaire) qui aboutit 

l la formation d'un thrombus au niveau de la brêche vasculaire. 

- la coagulation sanguine (ou te1ps plas1atique) qui donne lieu 

l la forution d'un rheau de fibrineq~~ renforcer eonsidérable•ent le thrombus primitif. 

Ce •éeanine qui aboutit l la transforution du fibrinogène, protéine soluble, en fibrine 

insoluble, est très complexe et 1et en jeu de nombreux facteurs de coagulation qui sont 

soit des enzy1es, soit des cofacteurs. 

L 'hé11ostase est suivie de la fibrinolyse qui va faire disparaître 

le caillot en 1ême temps que l'on assiste l la reconstitution de la paroi vasculaire. 
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L'étude de ces affections a semblé montrer que le facteur VIII est 
synthétisé sous la dépendance d'au moins deux gènes, 1 'un situé sur 
le chromosome X, l'autre sur un autosome, qu'il joue un rôle fondamental 
non seulement dans la coagulation sanguine mais également dans 1 'hémostase 
primaire, au niveau de 1 'interaction plaquettes/paroi vasculaire et 
que ses propriétés antigéniques sont différentes suivant que l'on 
s'adresse à un système homologue ou hétérologue. En fait, les travaux 
de ces dernières années ont permis de 1 ev er en partie ces apparentes 
contradictions en montrant que le facteur VIII du plasma, responsable 
de l'activité coagulante, est associé à une autre molécule, de poids 
moléculaire élevé le facteur Willebrand (F vWf) intervenant dans 
l'hémostase primaire. C'est à l'étude de ce complexe F VIII/vWf que 
nous nous sommes attachés. 

Ce mémoire rapporte l'essentiel des travaux que, 
sous la direction du Professeur M. GOUDEMAND, nous avons effectué 
depuis 10 ans dans 1 e Laboratoire d'Hémostase du Centre Régi on a 1 de 
Transfusion Sanguine de Lille. Ils s'inscrivent dans la ligne des 
recherches·, poursuivies depuis une vingtaine d'années dans ce laboratoire, 
et consacrées aux problèmes théoriques et pratiques de 1 'hémophilie 
et de la maladie de Willebrand. Elles avaient permis, entre autres 
résultats, d'apporter une des premières démonstrations des propriétés 
antigéniques du facteur VIII jusqu'alors défini uniquement par son 
activité coagulante. C'est ainsi que nous avons pu bénéficier de l'expé
rience acquise, dans les diverses techniques d'identififcation du 
facteur VIII et du facteur Willebrand,par Madame le Docteur A. PARQUET
GERNEZ et Madame A. MOURIER-FECELLE. Nous avons également eu la 
possibilité d'étudier de très nombreux échantillons de sang pathologiques, 
grâce à la très active consultation des maladies hémorragiques fonction
nant dans le cadre même du Centre de Transfusion. 

La tâche majeure qui nous a été confiée, et dont 
nous ne dissimulons pas le caractère très ambitieux, était de préciser 
la composition biochimique du complexe F VIII/vWf et de déterminP.r 
les relations existant entre sa structure et ses diverses activités 
physiologiques. Dans un premier temps, nous avons poursuivi les travaux 
du laboratoire en améliorant les techniques immunologiques de dosage 
du F vWf et en procédant à 1' étude comparée de 1' action des anticorps 
hétérologues et homologues sur le F VIII et F vWf. Parallélement, 
nous nous sommes attachés au problème de l'isolement du F VIII/vWf 
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et du contrôle de la pureté et de 1•activité biologique des préparations 
obtenues. Ces travaux étaient un préalable nécessaire à l•étude biochimi
que de ces molécules et ils ont, en outre, permis la mise au point 
d•un procédé de fabrication des fractions thérapeut~~ues destinées 
aux . hémophi 1 es A et aux patients atteints de ma 1 a die de Wi 11 ebrand. 
Enfin, nous avons, dans le cadre d•un travail fait en collaboration 
avec le laboratoire de Chimie Biologique de 1•université des Sciences 
et Techniques de Li 11 e I, sous 1 a direction du Professeur J. MONTREUIL, 
contribué à l•étude de la composition chimique et de la structure 
de la copule glycannique"du F VIII/vWf. 

L•exposé de nos travaux personnels consacrés au F 
VIII/vWf qui ont fait l 1 objet de 14 publications (p.l02), comportera 
donc deux parties : 1•une d•orientation immunologique, 1•autre plus 
biochimique. Il est précédé d•un chapitre dans lequel nous rappelerons 
tout d•abord 1 •état actuel des connaissances sur le F VIII/vWf, le 
F vWf et le F VIII. Celles-ci ayant progressé rapidement au cours 
de ces dernières années, nous indiquerons au passage les problèmes 
qui se posaient au moment où nous avons entrepris nos recherches. 

\ 
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G E N E R A L 1 T E S 

• • • • • • • • 

HISTORIQUE 

Les premières observations concernant des sujets atteints 
de désordres hémorragiques qu'on peut, a posteriori, attribuer à un 
déficit en facteur VIII, sont retrouvées dans le Talmud (V siècle) et 
les écrits des rabbins (1) qui signalent des hémorragies fatales lor~ 
de la circoncision de certains jeunes garçons apparentés. Le terme d'hémo
philie, employé la première fois en 1828, par HOPFF (2) désigne alors 
une maladie hémorragique congénitale qui atteint les sujets de · sexe 
masculin mais est transmise par 1 es femmes. Cette ma 1 a die est mi se en 
évidence par WRIG'HT (3) en 1893 qui met au point le premier test biolog.i
que explorant l'hémostase : le temps de coagulation. ADDIS (4) qui démontre, 
en 1911, la correction "in vitro" de ce temps de coagulation par addition 
de plasma normal, et PATEK et STETSON (5) qui, plus tard, constatent 
que le temps de coagulation de 1 'hémophile se raccourcit après transfusion 
avec du sang de donneur sain, font 1 a preuve que l' hémophi 1 i e est due 
à un déficit d'un facteur plasmatique. En 1937, PATEK et TAYLOR (6) 
mettent en évidence le caractère euglobulinique de ce facteur et l'appel
lent AHG (Antihemophilic Globulin). 

Dans les années 50, PAVLOVSKY (7) fait la preuve qu'il 
existe en fait deux types différents d'hémophiles, et AGGELER et al. 
(8) montrent que le sang ou le plasma des uns peut corriger les anomalies 
de coagulation des autres. L 1 hém~philie classique, la plus fréquente, 
appelée ultérieurement hémophilie A, est due au déficit en AHG qui est 
appelé également facteur antihémophilique A (AHFf puis, à partir de 
l'établissement en 1959 de la nomenclature internationale des facteurs 
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de coagulation, facteur VIII. L'autre type d'hémophilie, appelée également 
"Christmas di sease" est de type B ; e 11 e est due à un déficit d • un autre 
facteur de coagula ti on, se distinguant du facteur VIII par 1 e fait qu • i 1 
est absorbab 1 e sur sul fa te de baryum et que sa synthèse dépend de 1 a. 
vitamine K. 
PTC (Plasma 
IX. 

Ce facteur antihémophilique B s'est appelé successivement 
Thromboplastin Component), facteur Christmas et facteur 

En 1953, ALEXANDER et GOLDSTE IN ( 9), LARRIEU et SOULIER 
(10), QUICK et HUSSEY (11) publient les observations de malades chez 
qui, à une diminution du facteur antihémophilique A, est associé un 
a11 ongement du temps de saignement. Cette maladie qui s • avère i den ti que 
à ce 11 e décri te une vingtaine_ d • années auparavant par Eric Von Wi 11 ebrand 
est alors appelée maladie de Willebrand (vWD). 

En effet., dès 1926. Von Willebrand (12) avait rapporté 
l'observation d'une maladie hémorragique qu'il avait appelée "pseudo
hémophilie" qui se distinguait des autres maladies hémorragiques déjà 
connues de par son caractère congénital affectant les deux sexes, le 
type de syndrome hémorragique et 1 'allongement du temps de saignement. 
malgré une numération des plaquettes et une rétraction du caillot normales. 
Cette maladie affectant 23 des 66 membres de la famille d'une jeuna 

• fille de 1 'fle A land qui fut le cas princeps, avait été attribuée, à 

la suite d'une étude faite plus tard en collaboration par Von WILLEBRAND 
et JURGENS (13), à une thrombopathie constitutionnelle. 

Dans la période qui suivit (1955-1970) s'établit plus 
précisément le diagnostic différentiel entre hémophilie A et maladie 
de Wi11ebrand (Tableau I p. 5) : le déficit en facteur VIII est vérifié 
chez les patients de l'fle ~land par NILSSON et al. (14) et JURGENS 
et a 1 • ( 15) ; 1 a ma 1 a die de Wi 11 ebrand est observée dans de nombreux 
pays et on montre qu • e 11 e est caractérisée éga 1 ement par un défaut de 
l'adhésion des plaquettes "in vivo" aux lèvres de la plaie (BORCHGREVINK 
16) et "in vitro" aux billes de verre (SALZMAN : 17). Les différentes 
anomalies biologiques observées dans cette maladie sont corrigées, du 
moins transitoirement, par l'injection de plasma normal (ou même d'hémophi
leA) qui apporte à la fois le facteur VIIJiet le facteur ayant un rôle 
dans 1 'hémostase primaire et qu•on dénomme facteur Willebrand (F vWf). 
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TABLEAU I 
PRINCIPALES CARACTERISTIQUES, CONNUES EN 1970, de l'HEMOPHILIE A 

MAJEURE ET DE LA MALADIE DE VON WILLEBRAND SEVERE. 

1 
MALADIE DE IIILLEBRAND (viiD) 1 HEMOPHILIE A (HA) 1 

1 1 
----------------1--------1 

Trannission 

Ano•alies biologiques 

- te•ps de coagulation 
- te•ps de saigne1ent 
- activit' coagulante 

li'e au facteur VIII 
- adh,sion des plaquet

tes 

Transfusions 

1 1 
Autosoule 1 LiEe au chro1oso•e X 1 

1 1 
Hé1orragies spontanées, 1 H'•orragies provoqu,es, 1 

localisations cutan,o- 1 localisations 1usculaires 1 
1uqueuses. 1 articulaires. 1 

1 

norul 
allong' 

dilinuh 
di1inuée ou nulle 

Correction par injection de 
plas•a nor1al ou d'HA 

allong' 
norul 

absente 
no rule 

Correction par injection de 
plana norul uis pas d1 a
•élioration avec plas1a de 

viiD. 

----------~,----~--------------~------------~~ 
TABLEAU II 

ACTIVITES BIOLOGIQUES ET ANTIGENE LIES AU FACTEUR VIII DANS LA 
MALADIE DE WILLEBRAND ET L'HEMOPHILIE A 

1 1 
PLASMA NORMAL !PLASMA D'HEMOPHILIE Aj eLASMA DE MALADE 

1 MAJEURE 1 ATTEINT DE 
1 1 "IIILLEBRAND" SEVERE 
1 1 
1 1 

Activité coagulante 1 0 1 
+ 

+++ -
1 1 

1 Activit' llillebrand 1 +++ 1 +++ 1 0 1 

1 1 1 1 + 1 Antigène lié au F VIII 1 +++ 1 +++ 1 -
1 1 1 

1 1 1 1 
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C'est à partir de 1971, date à laquelle ZH1MERMAN 
et al. (18) réussissent à caractériser immunologiquement un antigène 
1 i é au facteur VI II et montrent qu'il existe en quanti té norma 1 e dans 
le plasma d'hémophile A mais est diminué dans le plasma de sujets atteints 
de la maladie de Willebrand (tableau II p. 5), que se dessine la notion 
de l'existence de deux facteurs différents : le facteur VIII et le facteur 
Willebrand. 

La théorie unitaire voulant qu'une seule molécule 
soit le support des activités attribuées à la fois au facteur VIII et 
au facteur vWf, a été défendue par plusieu~s équipes mais est, à l'hetire 
actuelle, battue en brèche. En effet, il semble maintenant bien établi, 
en particulier après les travaux de VEHAR et DAVIE (19) sur le plasma 
de boeuf, que 1 'activité coagulante attribuée au facteur VIII et l'activité 
Willebrand sont supportées par deux molécules différentes, néanmoins 
liées sous forme d'un complexe appelé F VIII/vWf. 

Ce sont 1 es propriétés de ce camp 1 exe que nous a 11 ons 
préciser dans le chapitre suivant avant d'envisager successivement les 
connaissances acquises sur le facteur Willebrand et sur le facteur VIII. 
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LE COMPLEXE FACTEUR- VIII/vWF 

Le complexe plasmatique appelé F VIII/vWf est, par 
définition, le support moléculaire des activités biologiques attribuées 
au facteur VIII et au facteur Willebrand; nous envisagerons donc tout 
d'abord le rôle biologique de ce complexe. Nous résumerons ensuite les 
travaux concernant son isolement puis les données acquises sur ses propri
étés biochimiques et immunologiques. La synthèse et les techniques de 
dosage de ce complexe seront envisagés dans les chapitres suivants consacrés 
au facteur Willebrand puis au facteur VIII. Pour plus de clarté, nous 
avons rassemblé dans le tableau III (p 8 ), la nomenclature définissant 
les différentes activités biologiques et entités moléculaires, détectées 
immunologiquement, liées au complexe F VIII/vWf. 
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TABLEAU III 

TERMINOLOGIE CONCERNANT LE FACTEUR VIII ET LE FACTEUR WILLEBRAND 

1 
1 
1 VIII:C 
1 
1 
1 
1 VIII R:Ag 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 VIII R:RCo 
1 
1 
1 
1 

® 
1 VIII R:vWf 
1 
1 
1 
1 
1 
i VI II :CAg 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 
1 

' 

activité coagulante du facteur VIII mesurée par 
dosage chronométrique (cf p .93). 

antigène dit "lié au facteur VIIIU,en fait lié au 
facteur Willebrand. Cet antigène est détecté et 
dosé par diverses techniques immunologiques (cf 
p. 56) grâcé à des anticorps hétérologues anti-vWf 
(cf p. 38). 

activité cofacteur de la ristocétine, supportée 
par le facteur Willebrand et nécessaire à 1 •agré
gation de plaquettes humaines en présence àe ri stcr

1 
cétine (cf p. 5~. 1 

1 

1 
activité physiologique du facteur Willebrand, assU1 
rant 1•adhésion des plaquettes au sous-endothéliumi 
détectée "in vivo" par la mesure du temps de sai- 1 

gnement. 1 

1 
antigène support de 1•activité VIII : C, détecté 1 

et dosé par des techniques immunologiques à 1•aidel 
d•anticorps homologues anti-VIII (cf p. 95). 1 

1 
1 --------------~----------------------------------------------------------' 
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I ROLE-BIOLOGIQUE·DU F VIII/vWF 

L'activité biologique du complexe F VIII/.vWf s'exerce 

à la fois au niveau de la coagulation et de 1 'hémostase primaire. 

A- ROLE DANS LA COAGULATION -L'ACTIVITE VIII : C 

L'intervention du F VIII/vWf dans la coagulation se 

situe dans l'étape de thromboplastinoformation endogène comme nous le 

précisons ci-dessous, mais elle exige la présence préalable de traces 

de thrombine qui ont le pouvoir d'"activer" le facteur VIII en le transfor

mant en F V III a se 1 on un processus que nous envisagerons dans un second 
temps. 

Contrairement aux autres facteurs de coagulation qui ,.. 
sont des serine-protéases, le facteur VIlla ainsi que le Va d'ailleurs, 

agit en temps que cofacteur de réactions enzymatiques. En effet, ainsi 

que l'indique la fig. 1 (p. 10) le facteur VIlla se lie au facteur IXa, 

aux phospholipides et aux ions Ca++ (HOUGIE et al. : 20) pour transformer. 

le facteur X en Xa,tout comme le Va, les phospholipides et le Ca++ sont 

des cofacteurs du Xa dans l'activation de la proth.rombine en thrombine. 

Ce rôle de éofacte\Jr du VIIIa, déjà pressenti par BARROW et GRAHAM (21) 

en analysant les résultats antérieurs, est confirmé par les éléments 

suivants : le IXa seul active très faiblement le X par une réaction 

qui, selon certains auteurs, est calcium dépendante (NEAL et CHAVIN: 

22), la présence de phospholipides diminue nettement le Km de la réaction 

(NEAL et CHAVIN : 22, Van DIEIJEN et al. : 23) mais il est net que c'est 

l'addition de VIlla qui, d'une part abolit la phase de latence de la 

réaction (22) et, d'autre part, augmente considérablement sa vitesse 

(22, 23 et HULTIN et NEMERSON: 24) alors que le VIlla seul n'a aucune 

action sur le X (22, 24, OSTERUD et RAPAPORT : 25, SUOMELA et BLOMBACK: 
26). 

Si pour certains auteurs le trai~ement préalable du 

F VIII par la thrombine n'est pas nécessaire pour que le F VIII joue 

son rôle dans la coagulation (22, 26 et VARADI et HEMKER : 27), l'activation 
du F VIII par des traces de thrombine (générée soit par la voie exogène 

de la coagulation, soit par un processus très lent de la voie endogène 

ayant lieu même, en absence de F VIlla) est une étape essentielle puisqu.•-



(phase "contact" de la 

voi~ endogène) XIA 

{facteur a nt i hêmophi 1 1 que B) IX l 
~ 

~ 

(facteur stuart) X 
:--

~ 

(prothrombine) Il 

~ 
~ 

VII lA 

IXA 

PHOSPHOLIPIDES 

c ++ A . 

VA 

-XA 
> 

PHOSPHOLIPIDES 

CA++ 

FIGURE 1 

VIII {facteur antihémophilique A) 
p • 

1 

V {proaccêlêrine) 

liA { thrombine) 

SCHEMA MONTRANT L'INTERACTION DU FACTEUR VIII AVEC LES AUTRES FACTEURS DE LA COAGULATION ET . 
SON ANALOGIE AVEC CELLE DU FACTEUR V 

-0 



- 11 -

elle augmente de 55 (23) à 200 000 (24) fois la vitesse d'activation du facteur 

X en Xa. ELODI et VARADI (28,29) pensent que la vitesse de formation 
du complexe IXa-VIII à la surface de la plaquette est influencée par 
la fixation du F VIII sur celle-ci et que la thrombine induit un changement 
de conformation du VIII qui permet sa fixation sur la membrane plaquettaire. 
Cette hypothèse est confirmée par les résultats récents de ANDERSSON 
et BROWN (30) qui mettent en évidence, par des expériences d'ultracentrifu
gation, l'action de la thrombine : elle permet de séparer du complexe 
F VIII/vWf une fraction (VIlla), de faible masse moléculaire, capable 
de se fixer ensuite aux vésicules phospholipidiques selon le schéma 
suivant 

VIII/vWf + thrombine----~vWf + VIlla 
+ plaquettes "agrégées" plaquettes-VIlla 
+ IXa + Ca++ complexe activateur du X 

Cette fixation du VIlla au niveau des phospholipides 
"libérés" par les plaquettes se traduit par une concentration. localisée 
de substrat (X), de 1 'enzyme (IXa) et de ses cofacteurs (VIlla, phospholipi
des et Ca++) et par une protection vis à vis des inhibiteurs de coagulation 
(VARADI et ELODI : 31) et des protéases granulocytaires (VARADI et ELODI: 
32) qui peuvent expliquer l'augmentation de la réaction enzymatique. 
A l'heure actuelle le site d'action de la thrombine, induisant l'activation 
du F VIII, sur 1~ F VIII/vWf n'est pas encore élucidé (cf p 82) mais 
il semble néanmoins être en relation avec un clivage protéolytique (COCKBURN 
et al. : 33, HOYER et TRABOLD : 34) qui pourrait aboutir à la libération 
de F VIlla se dissociant du F vWf. 

Des travaux récemment publiés de MERTENS et BERTINA 
(35) et de HULTIN (36) montrent que l'activation du VIII en VIlla peut 
se faire également grâce au facteur Xa. HULTIN (36) précise que ce phénomène 
de feed-back constaté "in vitro" explique la disparition de la phase 
de latence de la t~ansformation du X en Xa en présence de VIII non activé 
et qu'elle se traduit par une amplification de 56 fois du Vmax et une 
diminution de 6 fois de son Km qui devieni alors de 0.14 M, valeur proche 
de la concentration plasmatique du X. 
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Si, nous l'avons vu, la plupart des auteurs pensent 
que le VIlla, comme le Va, est un cofacteur se distiguant donc de 
1 a plupart des autres facteurs de coagula ti on qui sont des enzymes, 
ces notions doivent cependant être tempérées par les résultats de 
VEHAR et DAVIE (36') qui montrent que le facteur VIlla est inhibê 
par le DFP, un inhibiteur des serine-estérases, et pourrait donc, 
lui aussi, agir en tant qu'enzyme dans le mécanisme de la coagulation. 

B - ROLE DANS L'HEMOSTASE PRIMAIRE 

De plus en plus d'éléments permettent de dire que 
le F VIII/vWf joue un rôle important dans 1 'hémostase primaire, en 
tant que médiateur de l'interaction plaquettes/sous-endothélium vasculai
re. Il servirait à ancrer le clou hémostatique au niveau de la lésion 
vasculaire; ce qui est capital dans l'arrêt des hémorragies et explique 

l'allongement du temps de saignement chez les malades vWD ayant un 

déficit quantitatif ou qualitatif en F VIII/vWf. 

L'interaction des plaquettes avec le sous-endothélium 
se traduit par l'adhésion des plaquettes aux microfibrilles, aux membranes 
basales et au collagène, qui constitue 1 'étape préalable nécessaire 
à l'agrégation des plaquettes. Le rôle du F VIII/vWf dans cette interac
tion a été étudié surtout grâce à la technique de BAUMGARTNER (37) 
qui a mis au point une chambre de. perfusion cylindrique, traversée 
en son centre par une baguette sur laquelle est retourné en doigt 
de gant un segment d'artère aortique de lapin dépourvu d'endothélium; 
on fait circuler le sang à étudier dans 1 'espace compris entre les 
parois de la chambre et le sous-endothélium mis à nu. Grâce à ce système 
TSCHOPP et al. (38) puis WEISS et al. (39) montrent qu'il existe une 
légère diminution de l'adhésion des plaq~ettes lorsqu'on analyse du 
sang de vWD sévères. BARNHART (40) ajoute que cette anomalie quantitative 
de l'adhésion s'accompa~ne ~·une anomalie qualitùti\a puisqu~, chez 
les vWD, il y a formation des pseudopodes anormaux et absence d'étalement 
des plaquettes. L'anomalie de l'adhésion est accentuée lorsque le 
sang contient des quantités élevées de citrate (WEISS et al. : 41) 
ou lorsque la vitesse de passage, donc les forces de cisaillement 
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du sang, sont augmentées (FUSTER et al. : 42, WEISS ET AL. : 43). 

Les preuves directes de 1 'intervention du F VIII/vWf 
dans 1 'adhésion des plaquettes dans ce système expérimental sont les 
suivantes BOLHUIS (44) et SAKARIASSEN (45) et al. utilisant des 
artères rénales humaines, prouvent que le F VIII/vWf est la seule 
protéine plasmatique impliquée dans l'adhésion. BAUMGARTNER et al. 
(46), à l'aide d'anticorps anti-VIII/vWf, montrent que, à vitesse 
lente de passage du sang, l'adhésion des plaquettes n'est pas dépendante 
du F VIII/vWf alors que si les forces de cisaillement sont augmentées 
de façon à reproduire les conditions de circulation du sang dans les 
artères et artèri o 1 es, l'adhésion est a 1 ors dépendante de 1 a présence 
et de la concentration en F VIII/vWf plasmatique. Enfin, BOLHUIS~ 

~ (47) distinguent deux étapes dans le mécanisme d'interaction plaquet
tes/sous-endothélium : dans un premier temps il y a une fixation du 
F VIII/vWf au sous-endothélium qu'ils évaluent à 6 x lo-4u de F VIII/vWf/ 
cm

2
, puis ensuite, il y a fixation et étalement des plaquettes sur 

le sous-endothélium. Se fondant sur une MM de 2.2 x 106 pour le VIII/vWf, 
BOLHUIS et al. (47) estiment que 250 molécules du F VIII/vWf peuvent 
se fixer par plaquette et on peut donc imaginer que le F VIII/vWf 
sert de "colle" entre le sous-endothélium et les plaquettes tout comme 
la fibronectine sert d'intermédiaire entre la laminine et les fibroblastes 
(KLEINMAN et al.\: 48). Deux phénomènes doivent donc être considérés: 
d'une part 1 a fi x a ti on du F VII I/vWf aux différentes substances consti
tuant le sous-endothélium d'autre part la fixation du F VIII/vWf 
aux plaquettes. 

2) Fixation du F VIII/vWf au sous-endothélium 
------------------------------------------

Une première séri~ de travaux a été effectuée afin 
de déterminer si le F VIII/vWf du plasma est capable de se fixer au 
collagène (NYMAN : 49,50,. BAUGH et al. : 51, LEGRAND et al. : 52, 
SANTORO : 53,54) en étudiant, par exemple, le taux de VIII R:Ag dans 
les surnageants d'incubation de plasma pauvre cr: plaqt:ettes additionné 
de collagène. Il y a en fait une adsorption du VIII R:Ag, notamment 
sur le collagène de type III mais non sur le type I (CAEN et al.- : 
55). Cette adsorption du VIII R:Ag ne semble pas se faire par l'intermé-
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di ai re d • une autre protéine car SCOTT et al . (56) constatent que du 
· F VIII/vWf purifié, marqué à l' 125 I, est capable de se fixer, lentement 

néanmtiins, sur du plastique recouvert de différents types (I, III, 

IV, V) de collagène et SANTORO et COWAN (54) trouvent que le F VIII/vWf pu
rifié se fixe au collagéne fibrillaire. 

D'après 1' hypothèse de CAEN et LEVY- TOLEDANO (55) 
il existe, à côté du co 11 a gène, d • autres substances du sous -endothé 1 i um 
capables de faire adhérer les plaquettes et d'induire indirectement 
leur agrégation la membrane basale ou les microfibrilles. Cette 
dernière possibilité est d~ailleurs confirmée par les résultats de 
LEGRAND et al. (57) montrant qu)à vitesse de cisaillement élevée, 
1 es p 1 aquettes adhérent aux mi crofi bri 11 es si on est en présence de 
F VIII/vWf. Il serait donc intéressant d'étudier les possibilités 
de fixation du F VIII/vWf sur ces microfibrilles. 

a) sur des plaquettes "natives" 

Jusqu'à récemment il n'existait pas de modèle expérimen
tal qui puisse, sans équivoque, prouver que le F VIII/vWf se fixe 
aux plaquettes, ou vice versa, bien que cette dernière étape soit un 
maillon essentiel pour expliquer 1 'interaction plaquette/sous-endothélium. 
Des expéri ment at ions ont cependant cherché à mettre en évi denee cette 
fixation en utilisant du F VIII/vWf marqué à l' 125 I et des plaquettes 
lavées, fraîches ou formolées, mais le pourcentage de radioactivité 
se fixant aux plaquettes est pratiquement nul (KAO et al.: 58) ou 
très faible : de 4 % à 8 % (MORISATO et GRALNICK : 59 et RUAN et al.: 
60). 

b) en présence de ristocétine 

Cependant, si au système F VIII/vWf purifié et plaquettes 
on ajoute de la ristocétine, un antibiotique qui agrége les plaquettes 
d'un plasma riche en plaquettes (PRP) normal mais n'a aucune action 
sur les plaquettes d'un. PRP de vWD sévère (HOWARD et FIRKIN : 61), 
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il y a alors une fixation importante du 125 I - F VIII/vWf (58-60, 
SCHNEIDER-TRIP et al. : 62, MOAKE et al. : 63) comme 1•avaient montré 

auparavant GREEN et al. (64,65) en utilisant un anticorps fluorescent 

anti-vWf. Cette fixation que KAO et al. (58) estiment à 31000 molécules 

de F VIII/vWf par plaquette) à une concentration de ristocétine de 
1 mg/ml, a permis à ces auteurs (66) de quantifier par un dosage radiolo

gique le F Vlii/vWf plasmatique. Dans certaines conditions, 1 •interaction 

F VIII/vWf/plaquettes en présence de ristocétine entraîne une agrégation 

des plaquettes (HOWARD et FIRKIN : 61) dont 1 a vitesse dépend de 1 a 

concentration en F VIII/vWf dans- le milieu ce qui a permis de _mettre 

au point un dosage de 1 •activité cofacteur de la ristocétine (VIII 
R:RCo) associée au taux de VIII/vWf (SARJI et al. 67) (cf ~59). 

En fait, le mécanisme de l 1 interaction plaquettes/ 
ri stocét i ne/F V III /vWf n • est pas camp 1 étement é 1 uci dé ma 1 gré de nombreux 
travaux consacrés à ce sujet ( JENKINS et a 1. : 68, 69, ZUCKER et 

!!.:_: 70, KIRBY: 71, MOAKE et al.: 72, SUZUKI et al.: 73) puisque 
certains auteurs pensent que la ristocétine agit d•abord sur le F 

VIII/vWf (FLOYD et al. : 74) alors que, pour d•autres, la ristocétine 

se fixe d•abord aux plaquettes et, en modifiant leurs charges, permet 

l•accessibilité de leurs récepteurs membranaires au F VIII/vWf plasmatique 
(KOUTTS et al. : 75, MURAKI et al. : 76, COLLER : 77 et al. : 78). 

Bien qu•on soit 'dans des conditions non physiologiques, la fixation 

du F VIII/vWf aux plaquettes ou 1•agrégation de celles-ci en présence 

de ristocétine, restent des moyens d 1 approche trés intéressants pour 
étudier 1 •interaction F VIII/vWf/vaisseau. En effet : 

- il ~xiste en général une b6nne corrélation entre 
1 e dosage 11 i n vi tro 11 de l'activité cofacteur de 1 a ri stocét i ne (VI II 

R:RCo) du plasma d'un malade et son activité Willebrand estimée par 

le syndrome hémorragique et le temps de saignement (WEISS et al. : · 
79). 

- KAO et a 1 . ( 79' ) ont montré qu' i 1 existe éga 1 efTlent 
une bonne carré 1 a ti on entre 1 e VIII R: RCo et 1 e taux de F VI II/vWf 
capable de ~e fixer aux plaquettes en présence de ristocétine. 
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- DOUCET-DEBRUINE et al. (80) et d'autres (GRALNICK 
et a 1. : 81, FUR LAN et a 1 . : 82) ont noté que ce sont seulement 1 es 
formes très polymérisées du F VIII/vWf qui se fixent aux plaquettes 
en présence de ristocétine, et ces formes sont justement celles qui 
sont di mi nuées dans 1 e p 1 as ma de vWO de type II (RUGGER I et a 1 . : 
83). 

- différentes expérimentations (ZUCKER et al. : 83', 
MOAKE et a 1 . : 84, RUAN et a 1 . : 85) ont prouvé que 1 es p 1 aquettes 
de malades atteints de dystrophie hémorragique de Bernard-Soulier, 
caractérisée par un déficit en glycoprotéine membranaire de type GPib 
(NURDEN et al. : 86, JENKINS et al. : 87, COOPER et al. : 88), fixent 
mal le F VIII/vWf en présence de ristocétine alors qu'on sait qu'il 
existe une anomalie importante de l'adhésion plaquettaire dans ce 
type d'affection. 

- enfin, deux des anticorps monoclonaux anti-VIII/vWf 
obtenus par MEYER et al. : (89) inhibent à la fois l'interaction plaquet
tes/sous-endothélium (BAUMGARTNER et al. : 90) et la fixation du F 
VIII/vWf en présence de ristocétine, sans toutefois inhiber l'agrégation 
à la ristocétine. 

c) sur des plaquettes activées 

Récemment LAHAV et HYNES (91) ont montré, par une 
technique immunoenzymatique, que le F VIII/vWf plasmatique peut se 
fixer sur des plaquettes préalablement étalées sur une surface plastique. 
Ce résultat vient d'être confirmé par les travaux de FUJIMOTO et al. 
(92) qui montrent une liaison spécifique de 125 I-F VIII/vWf sur des pla
quettes préalablement stimulées par des traces de thrombine (0,008 
à 0,05 U/ml). Cette liaison fait certainement intervenir le métabolisme 
plaquettaire car elle ne se produit pas sur des plaquettes fixées 
à la glutaraldehyde, contrairement à la liaison du VIII/vWf en présence 
de ristocétine,. et, de plus, requiert la présence d'ions Ca++. Cette 
liaison du F VIII/vWf aux plaquettes, obtenue grâce à des co~centrat1ons 

de thrombine qui peuvent être générées physiologiquement, serait un 
élément fondamental pour expliquer l'arrimage électif, au niveau de 
la brèche vasculaire, du clou plaquettaire et des fibres de fibrine 
qui vont constituer le caillot définitif. 
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II PURIFICATION DU F-VIII/vWF 

Le facteur VIII/vWf se trouve dans le plasma à un 
taux faible, de l'ordre de 5 à 10 mg/1. Il s'agit par ailleurs d'un 
facteur labile, tout au moins si on tient compte de son activité coagu
lante VIII:C, sensible à la chaleur et aux enzymes protéolytiques. 
Pour ces raisons sa purification est très délicate et il y a lieu 
de distinguer 

- la préparation de fractions destinées à un usage 
thérapeutique pour corriger les anomalies de l'hémostase des hémophiles 
A et des malades atteints de vWD. Dans ce cas, il est essentiel d'obtenir 
un rendement correct, de conserver au maximum toutes les activités 
biologiques du F VIII/vWf, mais la purification complète de celui-ci 
n'est pas nécessaire. 

- 1 a purification poussée du F VII 1/vWf dans 1 e but 
d'étudier ses caractéristiques biochimiques. La question de rendement 
intervient beaucoup moins mais le degré de purification est essentiel. 
En outre, il est bien souvent nécessaire de conserver les activités 
biologiques du complexe moléculaire car elles permettent de détecter 
et de doser relativement facilement le F VIII/vWf au cours de la purifica-
tion. \ 

Nous envisageons tout d'abord les principaux principes 
de préparation des fractions thérapeutiques riches en F VIII/vWf qui 
sont généralement appliqués lors des premières étapes de purification 
de ce complexe. 

A - PREPARATION DE FRACTIONS THERAPEUTIQUES "ENRICHIES" en F VIII/vWf 

Dans le schéma de fractionnement éthanolique à froid 
du plasma mis au point par COHN et al. (93), c'est la fraction I qui 
contient la plupa~t cu F VIII/vWf et pratiquemcn: tou: 1~ f~brincgène. 
BLOMBACK et BLOMBACK (94) emploient le glycocolle,· l'éthanol et des 
tampons citratês pour éliminer une partie des contaminants du F VIII/vWf 
de cette fraction et appellent le produit thérapeutique ainsi obtenu 
fraction I.O. SIMONETTI et al. (95), eux, en éliminant le fibrinogène 
persistant dans cette fraction 1.0., par précipitation à l'acide tannique, 
obtiennent un produit dénommé FI-O-Ta. 
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Néanmoins, ac tue 11 ement, 1 e moyen 1 e p 1 us uti 1 i sé 

pour obtenir une fraction, 5 à 10 fois plus concentrée que le plasma 

en F VIII/vWf, est la cryoprécipitation. Ce procédé dont l'intérêt 

a été m.is en valeur par les travaux de POOL et SHANNON (96) consiste 

à décongeler du plasma frais congelé, à une température comprise entre 

2 et 4°C ; dans ces conditions une partie des protéines précipite, 

elle peut être recueillie par centrifugation à froid, mise en solution 

avec un dixième du volume du plasma de départ de tampon et constitue 

alors le 11 Cryoprécipité 11
• Dans le surnageant, on retrouve 20 à 40 

p.lOO du VIII:C et du VIII R:Ag du plasma de départ mais pratiquement 

plus de VIII R:RCo (OVER et al. : 97). Le cryoprécipité contient des 

quantités importantes de fibrinogène (8 à 15 g/1) et de fibronectine 

(2 à 6 g/1), mais aussi beaucoup d'autres protéines plasmatiques et, 

tout au plus,o,s p.lOO de F VIII/vWf. 

Pour obtenir des fractions plus concentrées en F 
VIII/vWf, il s'avère nécessaire d'éliminer au préalable au moins une 

partie des contami nants, en parti cu 1 i er 1 e fibrinogène. Di vers procédés 

sont employés, certains font l'objet de brevets de firmes commerciales 

préparant des fractions antihémophiliques thérapeutiques, d'autres 

ont été pub 1 i és. I 1 s sont fondés sur l' emp 1 ai du PEG et du glycoco 11 e 

dans 1 a méthode IV de WEBSTER et a 1. ( 98), du PEG et de l'éthane 1 

ou du PEG seul dans 1 es protoco 1 es de JOHNSON ( 99) et NEWMAN ( 100) 

et a 1., ou encore d • une étape de préci pi tati on à frài d en milieu de 

force ionique faible (HERSHGOLD et al. :lOO'). Bien que les concentrés 

ainsi obtenus contiennent au moins 25 U/ml de VIII:C et de VIII R:Ag 

soit 1 à 3 p.lOO de F VIII/vWf purifié environ 70 à 200 fois par rapport 

au plasma, ils contiennent peu d'activité VIII R:RCo (ALLAIN et al.: 

101) et, de façon plus générale, d'activité Willebrand (SMITH et al.: 

102, BARROWCLIFFE et al. : 103, Mc CUE et al. : 104, BLATT et al.: 

105). 

B - ISOLEMENT DE F VIII/vWf HAUTEMENT PURIFIE 

Les travaux de RATNOFF et al. (106), PAULSSEN et 

al. (107) et Van MOURIK et MOCHTAR (108) ont démontré que le moyen 

le plus rapide et le plus efficace de séparer le F VIII/vWf de la 

p 1 upart de ses contami nants, notamment du fibrinogène, est 1 e tamisage 

moléculaire. En effet, du fait de sa très ·grande masse moléculaire 

(cf p. 20 ), le F VIII/vWf est exclu de la plupart des gels d'agarose 
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et se trouve purifié 5000 à 10000 fois, par rapport au plasma de départ, 
dans la fraction correspondant au volume mort des colonnes de chromatogra
phie. 

Cette fraction, qui peut être contaminée par la présence 
de chylomicrons, peut paraître ne contenir que du F VIII/vWf, lorsqu'elle 
n'est pas analysée par des techniques immunologiques relativement 
sensibles. Néanmoins, et ce problème a été discuté dans l'un de nos 
articles (cf p. 154), elle contient encore de nombreux contaminants 
puisque, comme l'ont montré de nombreux auteurs (RATNOFF et al. 
109, HERSGOLD et al. : llO, MARCHES! et al. : lll, BENNETT et al.: 
112, RICK et HOYER : 113, SHAPIRO et al. : 114), lorsqu'elle est injectée 
chez un animal, elle induit non seulement des anticorps anti-VIII/vWf 
mais également des anticorps dirigés contre des contaminants du VIII/vWf 
z lipoprotéine, fibrinogène, IgM, IgG, fibronectine, albumine •.• 

Afin d'éliminer ces contaminants et de concentrer, 
dans une étape finale, le F VIII/vWf, diverses techniques sont employées 
= précipitation à la a-alanine, à la concanavalline A, au sulfate 
d'ammonium, au PEG ••• Néanmoins, à notre connaissance, peu de procédés 
aboutissent à une préparation de F VIII/vWf suffisamment pure pour 
n'induire que des anticorps monospécifiques hétérologues. Parmi ceux
ci, celui de MADARAS et al. (115) qui effectuent une précipitation 
à la B-alanine, un tamisage moléculaire et une chromatographie d'affinité 
sur héparine insolubilisée aboutit à une préparation n'ayant qu'une 
faible activité coagulante alors que celui que nous avons mis au point 
(cf P · 18 4 ) est fondé, quant à 1 ui , sur l'adsorption des contami nants 
et ne présente pas cet inconvénient. 
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III PROPRIETES-BIOCHIMIQUtS DU-F-VIII/vWF 

On · ne possède, à l'heure actue 11 e, que peu d • é 1 éments 

concernant la structure du F VIII/vWf. Cette êtude nécessite li connais

sance de la masse moléculair.e de ce complexe et de ses sous-unités. 
La détermination de la masse moléculaire du F VIII/vWf a fa:it l'objet 
de nombreuses études dans les années 65-75. Les résultats obtenus 

par tamisage moléculaire, ultracentrifugation, "disc-electrophoresis" 

et microscopie électronique, ont paru décevants, parfois déroutants, 

mais des travaux récents permettent, maintenant, de les expliquer. 

Néanmoins, nous verrons ci-dessous que si le problème de la masse 
moléculaire du F VIII/vWf purifié semble résolu, ~e nombreuses controver

ses subsistent en ce qui concerne la masse moléculaire du F VIII/vWf 
natif. 

A - MASSE MOLECULAIRE DU F VIII/vWf PURIFIE 

Des ge 1 s de po rosi té croissante ont été utilisés 

pour estimer la MM du F VIII/vWf d'après son volume d'élution : JOHNSON 

et a 1. ( 116), PAULSSEN et a 1. ( 117), RATNOFF et a 1. ( 118), CASIU.AS 

et a 1. ( 119) , Mc KEE ( 120) , HERSHGOLD et a 1. ( 121 ) , WEISS et a 1. ( 122) , 

SHAPIRO et al. (123) montrent successivement que le F VIII/vWf humain 

est exclu de G 200, de Sepharose 68, 48, 28 et de Biogel A-5 M et 

A-1.5 M. Les conclusions ne sont guère satisfaisantes puisqu'elles 

permettent seulement d'estimer que la MM du F VIII/vWf est supérieure 

à 0, 5 ou 1 , 5 x 10 6 da 1 tons. Cependant, un peu p 1 us tard, HERSHGOLD 

et al. (124) utilisant un gel d'agarose à 2,5 p.lOO arrivent à "retarder" 

les. molécules de F VIII/vWf et évaluent ainsi leur rayon de Stokes 
0 

·à 390 A et, à partir d'un coefficient de sédimentation (18 S) et d'un 

volume spécifique partiel déterminés antérieurement, leur masse moléculai

re à 2,8 x 10 6 daltons. Cette valeur est revue un oeu plus tard par 

ces mêmes auteurs ( 125) : sur 1 es bases d • un nouveau coefficient de 

sédimentation (26.1 S) ils estiment la MM • 4,5 x 106• 
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a) Ultracentrifugation en gradient de densité 

Les études par ultracentrifugation en gradient de saccha

rose débutent, elles aussi, en 1967 date à laquelle JOHNSON et al. 
(126) constatent que la constante de sédimentation du F VIII/vWf est 

su péri eure à ce 11 e du fi bri no gène, HERSHGOLD et a 1. ( 127) précisant 

sa valeur : 18S. D'autres valeurs de S ont été annoncées successivement·· 

gràce à cette technique : 40S, 26S, 30S, 26,.1S, 215 par RATNOFF et 

al. (128), HERSHGOLDet al. (129), BENNETT et al. (130), HERSHGOLD(131), 
MONTGOMERY et ZIMMERMAN (132). 

b) Ultracentrifugation analytique 

Cette technique n'a été que peu employée et peu de valeurs 

de constante de sédimentation ont été publiées. La première valeur calculée 

(16.3S) est celle de HERSHGOLD et al. (129) qui emploient un milieu 

6 M en GuHCl pour ti vi ter 1 a forma ti on d'agrégats, 1 a deuxième est 

est celle de LEGAZ et al. (133): 23,7 -t.O,SS qui concluent, après 

une ultracentrifugation à l'équilibre, que la masse moléculaire du 

F VIII/vWf humain est de 1,12 + 0 098 x 10 6 daltons. Notre étude, 
\\ - ' 

elle (cf p.161),est"en faveur d'unS 
2
1
0
•5 mg/ml = 20,5, alors que BOUMA et 
' tp . 

~ (134) obtiennent une valeur deSode 27 et que BOLHUIS et al. (135) 
d ~t . 0 6 e erm1nent un S 20 ,w = 29, compatible avec une MM de 2,2 x 10 daltons. 

Les molécules de F VIII/vWf n'entrent pas dans les 

gels classiques de polyacrylamide à 7,5, 5 et 3 p.lOO (PASQUIN! et 

HERSHGOLD : 136, MARCHES I et a 1 • : 137 et HERSHGOLD et a 1 • : 138) et 
ceci mème si, comme SHAP IRQ et a 1. ( 139), 'on ajoute 2 p. 100 de SOS 

et de l'urée ou de 1 a GuHCl 6 M dans 1 es échant i 11 ons. Van MOUiUK 

et al. (140) réussissent cependant à faire migrer les molécules de 

F VIII/vWf, puis à ~réciser (141) que celles-ci se répartissent en 
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plusieurs bandes,en utilisant un gel de polyacrylamide à 4,35 p.lOO 

avec un faible degré de réticulation= 0,67 p.lOO. Cette polydispersité 
du F VIII/vWf est en accord avec des résultats antérieurs obtenus 

avec des techniques cependant moins résolutives : tamisage moléculaire 

(WEISS et al. : 142), chromatographie d'échange d'ions (LUNDBLAD et 

al. 143), ultracentrifugation et électrophorèse bidimensionnelle 
. (ZIMMERMAN et al. : 144, SULTAN et al. : 145). D'autres auteurs (COUNTS 
et al. : 146, GRALNICK et al. : 147, PERRET et al. : 148, MARTIN et 

al. : 149, BECKet al. : 150, HOYER et al. : 151) ont confirmé l'existence 

de plusieurs bandes après "disc-electrophoresis" de F VIII/vWf purifié 

en utilisant des gels différents. COUNTS et al. (146), grâce à un gel 

d'acrylamide 2 p.lOO - agarose 0,5 p.lOO, précisent que la majorité 
des bandes se situent dans une zone de migration compatible avec des 
MM variant entre 3,6 et 5·,6 x 10 6 daltons, la bande la plus lointaine 

du dépôt étant due à une molécule de MM = 1.4 x 10 6 • Ce résultat est 

vérifié par GRALNICK et al. (147) qui calculent la répartition des 

molécules entre les 8 bandes observées : 47 % ont une MM de 4,2 et 

5,6 x 106 , 34 % sont des bandes légères de 1,6 et 2,8 x 10 6 , et 19% 

des molécules très lourdes de 6,8 à 10,2 x 106 daltons. La polydispersité 

du F VIII/vWf est observée également après électrophorèse dans des 

gels d'agarose à 1 p.lOO par BECKet al. [150) et PERRET et al. (148), 

et dans un gel composé d' agarose et de g~yoxyl-agarose par HOYER et 

SHAINOFF (151) qui concluent que les MM se situent entre 0,85 et 12 

x 106 daltons. 

HERSHGOLD (152) est le premier à observer,dans une prépara

tion de F. VIII/vWf ombrée au carbone-platine, des filaments de taille 

variable. A partir de telles observations, il est possible de calculer 

approximativement la MM des molécules observées. MARDER et al. (153) 

après coloration négative distinguent à côté des filaments, des formes 

rondes de 11 & 33 nm, des formes circulaires de 54,5 nm et des ellipses 
de 7?., 5 x 34 ,fi l'lm et concluent à une MM voi ~i ne de 3 x 106 • TAN et 

ANDERSEN (154) observent, eux, des baguettes de 22 x 42 nm (MM égale 

ou supérieure à 8,5 x 10 6 ) et des formes sphérique~ de 10 à 50 nm 

(MM de 1 à 20 x 106 ). Enfin,plus récemment, BECKet al. {155) distinguent· 
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des filaments formés de structures fibrillaires plus petites pouvant 
avoir une MM camp ri se entre 0, 6 et 6 x 10 6 et des agrégats dont 1 a 
MM avoisine 10 à 20 x 106 daltons. 

B - MASSE MOLECULAIRE DU F VIII/vWf NATIF 

Tous les résultats résumés ci -dessus, qui sont en 
accord avec l'existence de molécules de MM supérieure à 0,5 x 10 6 

daltons, ont été obtenus grâce à l' a ppl ic~tion de différentes techniques 

analytiques à des préparations purifiées de F VIII/vWf humain. Ces 

formes moléculaires pouvant aller jusque 20 x 10 6 daltons existent
elles dans le sang circulant ? Certains le pensent et nous verrons 
sur que 1 s arguments i 1 s se fondent, a 1 ors que d'autres semb 1 ent prouver 

que ces formes hautement polymérisées peuvent être des artefacts. 

De nombreux auteurs ont analysé du plasma citraté, 
sans étape de concentration préalable du F VIII/vWf, par tamisage 

moléculaire : CASILLAS et al. (156), Mc KEE (157), WEISS et HOYER 

(158) montrent qu'après chromatographie, l'activité VIII:C et le VIII 

R:Ag se retrouvent dans les fractions éluées au volume mort de colonnes 
d'agarose ASM, d'agarose à 4 p. 100 et de Biogel SM. On peut donc supposer 

que, dans 1 e p 1 a sm a ci traté, 1 e camp 1 exe F V II I/vWf a une MM supérieure 
à 0,5 x 106 daltons. 

L'application de l'ultracentrifugation en gradient 
de saccharoseàdu plasma humain citraté a· été réalisée tout d'abord 

par WEISS et KOCHWA (159). Plus récemment, ZIMMERMAN et al. (160) 

ont ul tracent ri fugé bri évement du p 1 asma conservé depuis 1 e pré 1 èvement 

du sang à 37° et calculent la constante de sédimentation du F VIII/vWf: 
elle serait comprise entre 15 et 18 S et ces auteurs en concluent 

que. les formes de MM élevée du F VIII/vWf purifié existent in vivo. 
Grâce à l'utilisation d'anticorps hétérologues. anti-VIII/vWf marqués 

125 . 
A 1' IJMEYER et al. (161) et PIETU et al. (162) ont mis en évidence, 

après "disc-electrophoresis"en gel de porosité suffisante, le F VIII/vWf 
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isolé en une seule étape à partir du plasma : il se répartit en plusieurs 

bandes migrant au même niveau que le F VIII/vWf purifié. De plus, 

RUGGER! et ZIMMERMAN (163) et HOYER et SHAINOFF (164) ont montré qu'il 

existe la même répartition multimérique du F VIII/vWf dans du plasma 

frais sans anticoagulant, le plasma citraté ou hépariné et le plasma 

congelé et conservé plusieurs mois. Enfin PERRET et al. (165) ont 

précisé, en faisant mi gr er du p 1 as ma dans de l' acryl ami de ! 2 p. 100 

sans addition de SOS, que les différentes bandes obtenues étaient 

à la fois support du VIII:C, VIII R:Ag et VIII R:RCo et qu'elles sont 

bien dues à la présence de complexes moléculaires F VIII/vWf. Ces 

différents résultats sont en contradiction avec ceux présentés ci

dessous qui tendent à montrer que la polymérisation du F VIII/vWf 

est du~ à un artefact lors de sa purification. 

NEWMAN et al. (166) ont analysé le comportement du 

VIII:C .et du VIII R:Rco lors de l'ultrafiltration de plasma sur XM 

lOO : si le passage est mpide les deux activités traversent la membrane 

et sont donc supportées par des molécules de MM inférieure à 0,3 x 

106 alors que si le passage est lent, le F VIII/vWf est retenu et 

semble avoir une MM supérieure à 0,6 x 10 6 • SEGHATC~IAN (167)~ lui, 

chromatographie le plasma obtenu sans addition d'anticoagulant, incoagu-

1 ab 1 e car préparé à partir de sang pré 1 evé chez un hémophile B avec 

inhibiteur, et retrouve le VIII:C, le VIII R:Ag et le VIII R:RCo dans 

les fractions ~!luées avec des molécules de MM comprise entre 0,2 et 

0,5 x 106 daltons. Par contre, le fait de congeler préalablement ce 
même p 1 as ma ou de 1 ui ajouter un chél ateur du Ca ++ , par exemp 1 e du 

citrate, provoque un déplacement de toutes ces activités dans les 

fractions éluées au volume mort de la même colonne. Ces résultats 

font penser que les résultats antérieurs en· faveur d'une MM élevée 

peuvent être dus à une polymérisation du F VIII/vWf natif lors du 

prélèvement sur citrate ou lors de la congélation. Enfin, ROCK et 

al. (168) montr~nt 3 par tami~age moléculaire, que les formes légères 

support de l'activité VIII:C, qu'ils avaient précédemment mises en 

évidence dans du plasma hépariné, s'agrègent et sont de ce fait exclues 

des colonnes de chromatographie lorsque le plasma est préalablement 

additionné de chélateurs de calcium, congelé, ou traité au PEG. 
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Ainsi le problème de la masse moléculaire du F VIII/vWf 
se heurte-t-il toujours, à l 1 heure actuelle, au phénomène de polymérisa
tion de cette molécule. Les MM les plus petites annoncées sont néanmoins 
de l•ordre de 2 x 105 et le fait qu•on n•ait pas, jusqu•à présent, 
isolé de cellules humaines de RNA messager de taille suffisante pour 
conduire à la synthèse de chaînes peptidiques de plus de mille AA, 
soit supérieures à 100 000 daltons, laisse à penser que la forme protomé
rique du F VIII/vWf doit être formée par 1•assemblage de plusieurs 
sous-unités. Plusieurs procédés ont été utilisés pour dissocier le 
F VIII/vWf en sous-unités : les agents réducteurs sont utilisés afin 
de réduire les cystine pouvant servir de ponts inter-chaines, alors 
que des milieux de force ionique élevée ou faible le sont afin de 
rompre des liaisons qui seraient, elles, de type non-covalent. 

C - SOUS-UNITES OBTENUES EN MILIEU REDUCTEUR 

Dès 1970 Mc KEE (169) a mené des expérimentations 
de 11 disc-electrophoresis 11 en acrylamide sur des préparations de F 
VIII/vWf réduites par le B-mercapto-éthanol ; elles ont montré 1 •existence 
de sous-unités, de masse moléculaire bien inférieure à celle du F 
VIII/vWf non réduit, migrant dans de 1 •acrylamide à 5 p.lOO. Dans 
le tableau IV (p.26) sont reportées les conditions de réduction, les 
caractéristiques~. des gels et les· estimations de masse moléculaire 
de différents auteurs. Il apparait que le F VIII/vWf réduit donne 
une seule bande ou une bande majeure dont la MM se situe entre 0,195 
et 0,270 x 10 6 daltons, résultat en bon accord avec ceux que SHAPIRO 
et al. (170) et AUSTEN et al. (171) ont obtenu respectivement par 
ultracentrifugation et tamisage moléculaire. Les discordances de valeur 
peuvent s•expliquer en partie par le comportement des so~s-unités 

dans des gels de porosités différentes puisque, selon FURLAN et al. 
(172) la MM semble être de 0,25 x 106 en acrylamide à 5 p.lOO mais 
de 0,34 x 10 6 en acrylamide à 3 p.lOO ; de plus,les MM avancées peuvent 
être un peu sur-estimées car les sous-unités, comme le témoigne leur 
coloration au ble•J de Coomassie Pt au réactif de Schiff, sont de nature 
glycoprotêinique. Certains auteurs ont montré la présence d•une ou plusieurs 
bandes mineures migrant plus loin que la bande de MM voisine de 0,2 x 106; 
elles peuvent être dues soit à la présence de contaminants ou de produits de 
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TABLEAU IV 

ESTIMATIONS PAR 11 DISC-ELECTROPHORESIS 11 DE LA MASSE MOLECULAIRE DES 
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PU Ill CA Tl 01 J COIOITIOIS D( I(OUCTIOIJ '(L U'LOU 
l&toot, c ... cootratloo latvro, Coocootratlto 
1 
1 

le ur (ml lt70 1 l-lo 
1 
1 
1 

I&ICH(SI ot ol. (17l)lt7~ on 
- 1 

1 
1 
1 

IUI(Tiot ol.(I7S)It7J J l-lo 
- 1 

1 
l[G&l tt ol. (171) lt73 1 l-lo " 

-- OTT 

0,1 • &crylaol4t • •• 
lo 

' •• 100 

l •• 100 &cryhtl4t ••• 

•·• &cryho14t 5 ,,100 
1 
1 

I(SULI&l 

1 ~oo4o ujouro • 
llO 000 • 7 hodn 
eintltll 

1 hodt ujuro • 
2'0 000 • 2 ~ .. d .. 
... ,,.. 10 000 ,, 

160000 

1 ttuh ••flldt • 
197 000 • liS 000 

1 aoult ~••dt •llO oool 
1 

SIIUUO~(I77)1t73 l-lo 0,11 J &cryhtUt 
...... O,l 1 • SOS 2,.11111 

1 ,.100 J 1 ho4t ujturt • 
1 us 000, 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

IOUlA !.!...!!..! (171) 1171 ..... tl 
OTI 

J FUIUI !!..!!.:,(UI)It77 l-lo 

DI.SDI !.!...!!..! (llO) 1177 l-It 

• '-ol~Cl • •1 1 
1 

•·•1 &cryhol4t 
1 

••• 1 
1 
1 

1 ,,100 1 &cryhtl4t 2 ,,100 
1 &cryhtldt 1 ,,100 

1 
1 

•·•1 &crylool4t 5 ,.100 
1 
1 

1 
1 o .. lt hodt • J.O ooq 
1 hule hodt •llO ooo; 

1 
1 

l ..... hodt • 230 ooq 
1 
1 

GOIRll t" ol. (Ill) lt7~ DU ot olkylotl .. •·•1 &cryhtl4t ••• l ~ao4t ujturt • 1 
- 1 1 200 000, l ~ •• d.. 1 

1 1 
1 1 

olo .. rn totrt llO 000 
tt IID 000, J ~ .. du 

1 1 tloourn ootro 30 DOO 
1 J tt lOD 000 

1 1 . 1 
&IICH&UU&RI ot Il. J OTT 0,1 ,.100 J.&cryhtl4t 5 ,.100 J 1 ~todt • liS 000 • 

(112) 117-.- 1 1 1 , .. ,.lo ~ .. d ... , .... 
1 1 1 '" (<s,.loo) 
1 1 1 

Yll 11011111 ·tt al (IUII DTT 1 ,.100 1 &cryhol4t l,l5 ,.100 1 1 aulo ho4o 
117-.- 1 1 1 

1 1 1 
1 I(CI ot tl. (11•1 1171 J l-lo 1 ,.100 J &cryhol4t 5 ,.100 J 1 bodo •lOO 000 
1- 1 1 1 
J COUliS ot ol. (lU) lt71J(I-Io 0,005. 0,5 f.looj J 
1 -- 1 llt<O,I,.Jool lthodtujturt>'5DOaxj 

@ 
1 0,01 <lit , 0,5 ,.1001 &cryhol4c/ z,.J00/11 ~oodc ujturlldltlrlopl 

) 

1 lit > 0,5 ,.1001 &tar•ot 0,5,.100 Il• bodo dt HO ooo 1 
! 1 lapporalt 1 

••• ·5 ,.100 1 11 ~••dt uJturo .z,ooool 
OTI Uol tt olkyhtltol Il Otuh hodt • l'O 000) 

LAI( !.!...!!..! (116) lt7t ·-·· 

1&1 1 Il !!..!!.:, (117) 1110 OTI 

IIIGGUI ~ (lll)ltiO Ott 

UALilCI tt tl. (111) 
liil 

OTT 

..... 

GUI& !.!...!!..! (llO) ltiZ Ofl 

1 1 1 
0,2 ,.100)lcrylool4t 5 •· 10011 baodt uJ•••• totrt 1 

1 1112 000 tt 230 OOD • 1 
J J7 hodn (30 000, 1 
1 157 000. 12 ""OOo;""" 15 000 1 
1 1111 000. "'iii 000. 1 
1 1110 000) 1 
1 1 1 

•·• l&cryholdt/ Z ,,100/ll ~oodt oajturt•ZOO 0001 
1 &taroot 0,5 ,.lOD 1 1 
l&crylooldt ,..odloot 4t Ja hodo ujturt•ZOI OOOI 
1 5 • 15 ,.100 l• J bo4n tloturta • 1 
1 )lt7 000, 174 000, 1 

1 liS' 000. 1 
I,OS • O,hll! Ja,arolt oot bodt dt J 

• luo ooo, 1 
'"'1 Jt ..... ho4t 4t uoo!Q 

1 1 1 
0,01 ,,1110 1 1 la oaoto io ,lut "lltir11 

1 1· l soo 000 1 
O,l ,,lOI 1 Jla ~ao4t la '''" •Uth~ 

1· llO 000 1 
1 1 1 

1S tl l&crylMI4o/ 2,2 ,,100/JJl toult hodo • ZlD oool
1 Ja1ornt 1 ,.100 

on to •• 1 1 la oftt hodo • l•O oool 
,. ,rluoct SOS lO,.looj J 1 

tt ••• ,,t • •1 1 1 
1 1 1 



- 27 -

dégradation du F VI II/vWf, comme le pensent VAN MOURIK et al. ( 191), 
·soit â l'hétérogénéité "naturelle" du F VIII/vWf ainsi que le préconisent 

MARTIN et al. (192). Selon LANE et al. (193), ces bandes mineure~ 

parmi lesquelles se trouvent des sous-unités capables de fixer les 

anticorps anti-VIII:C homologues;pourraient être dues aux formes réduites 
du facteur VIII alors que la bande de 0,20 x 10 6, qui est retrouvée 

à partir de F vWf dépourvu de VIII:C, purifié sur DEAE cellulose (OLSON 

et al. : 194) ou à partir d'hémophile (BENNETT et al. : 195, SHAPIRO 

et al. : 196), serait dérivée du facteur Willebrand. L'incertitude 

qui existe encore quant à la MM exacte des sous-unités et de la molécule 
protomérique du F VIII/vWf explique qu'on ne sache pas précisément 

de combien de sous-unités est constituée une molécule de F VIII/vWf. 

Bien que plusieurs auteursJnotamment SHAPIRO et al. (196) et récemment 

GIRMA et al. (197)J aient employé des concentrations élevées d'agent 
réducteur (B-mercapto-éthanol 0,4 M ou OTT 90 mM) en milieu dissociant 
(GuHCl 6M ou urée 8M), ils n'ont pas réussi à obtenir de sous-unité 

·de MM inférieure à 0,2 x 10 6 daltons. Il semble néanmoins, et cela 

apparaissait déjà dans l'étude de PEAKE et BLOOM (198), qu'il existe 

deux types de liaisons s-s reliant ces sous-unités. Les unes sont 

fa ci 1 ement réduites, en présence de B-mercapto-éthano 1 0, 01 p. 100 
(COUNTS et al. : 199), de dithiotreitol (OTT) O,OSmM à O,SmM, ou même 
de cystéine 0,01 M (FURLAN : 200) alors que d'autres, elles,nécessitent 

pour être coupée~ des con di ti ons pl us réductrices : B-mercapto-éthano 1 

0,1 p.lOO ou OTT ~mM. Pour COUNTS et al. (199) le protomêre du F VIII/vWf 

est formé d'un dimère de la sous-u~ité obtenue en milieu fortement 
réducteur, alors que pour RUGGER! et ZIMMERMAN (201), le protomère 
aurait une MM voisine de 0,86 x 106 et serait formé de 4 sous-unités liées 

deux à deux par des ponts di sul fu re stab 1 es en mi 1 i eu peu réducteur, 

et,entre ellesJpar des ponts disulfure déjà réduits dans ces conditions. 

Les résultats de GRALNICK et· al. (202) qui montrent que la réduction 

ménagée par le B-mercapto-éthanol à 0,01 p.lOO entraîne une disparition 
des formes hautement polymérisées de MM= 8,0, 9,1 et 10,2 x 10 6 daltons 

mais pas d • a pp a ri ti on de nouve 11 e bande de MM inférieure à 1, 5 x 1 o6 

daltons alors que le B-mercapto-éthanol à 0,1 p.lOO fait apparaître 

des formes rédu1 tes de 0, 26, 0, 51 et 1,1 x 10 6 da 1 tons ne s oot cependant 
pas en accord total avec les deux hypothêses précédentes. 
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D - SOUS-UNITES OBTENUES EN MILIEU DE FORCE IONIQUE ELEVEE 

A 1 ors que, dans 
tamisage moléculaire de plasma on 

·fois l'activité VIII:C et le VIII 

les conditions isotoniques, après 

retrouve , au Vo des co 1 onnes, à 1 a 
R:RCo donc le complexe F VIII/vWf, 

WEISS et al. (203,204) ont montré qu'il en est différemment en milieu 

de force ionique élevée. En effet, en présence de Nacl lM, si l'activité 

VIII R:RCo demeure avec le VIII R:Ag dans la fraction exclue donc 

de masse moléculaire élevée (fraction HMW : "High Molecular Weight"), 
1 •activité VIII:C, elle, est éluée dans des fractions retardées, au 
moins autant que le fibrjnogène, ce qui correspond à une MM aux environs 
de 0,2 x 10 6 daltons, appelées "LMW". Ces résultats sont vérifiés 

par tamisage moléculaire en présence de CaC1 2 0,25 M par RICK et HOYER 

( 205) qui, en outre, confirment 1 a présence de deux formes mo 1 éculai res 

de MM différente par des expériences d • ultracentrifugation en gradient 
de saccharose. COOPER et a 1. ( 206) ajoutent qu • i 1 peut y avoir, après 

dialyse, incubation des HMW et LMW et nouvelle chromatographie, réappari
tion de l'activité VIII:C au niveau du Vo. Cet ensemble de résultats 

permet de penser, qu'en milieu de force ionique élevée, il y a dissocia

tion entre le facteur Willebrand ~t le facteur VIII et qu'une réassocia
tion est possible. 

Cependant cette dissocia ti on est encore sujet à contro

verse. En effet, Mc KEE et a 1 • ( 207) et SW ITZER et a 1 • ( 208) ne sont 

pas parvenus à la reproduire) en NaCl lM; avec du F VIII/vWf purifié 
et ont rencontré des difficultés en utilisant du Cacl 2 0,25 M. Ces 
difficultés pourraient s •expliquer J selon SUSSMAN et al. (209), par 

le fait que la concentration protéique est un élément déterminant 

de cette dissociation. Pour Mc KEE et al. (207), il se pourrait que 

cette apparente dissociation soit due en fait à une dégradation du 
F VII I/vWf et à 1 a formation de produits de dégradation, encore doués 

d'activité coagulante, qui seraient adsorbés non spécifiquement sur 

les gels. BECK et al. (210) qui rapportent que la dissociation est 

évitée par addition de Trasylol*, un agent anti-f1br1nolyt1que, semblent 

confirmer cette hypothèse, néanmoins SUSSMAN et al. (211 ,212) et POON 

et RATNOFF (213) obtiennent une dissociation du VIII:C et du VIII 
R:Ag à partir de F VIII/vWf humain toujours maintenu en présence 
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d'un mélange d'inhibiteurs de protéases de spectre large. 

Pour résumer, il semble que la majorité des travaux 
tendent à prouver que le facteur VIII, de relative faible masse moléculai
re, est associé au facteur Willebrand, de MM importante et de structure 
multimérique (FASS et al. : 214), par un mécanisme faisant intervenir 
des forces électrostatiques pouvant se rompre soit en milieu de force 
ionique élevée (cf ci-dessus), soit en milieu de force ionique faible 
(Van MOURIK et al. : 215) ou encore lors de chromatographie d'échange~ 

d'ions (BAUGH et al.: 216). 

E - AUTRES PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DU F VIII/vWf 

Alors que de nombreux travaux ont été consacrés à 

la détermination de la MM du F Vlii/vWf, ses autres propriétés physicochi
miques ont été peu étudiées. La plupart des éléments apportés ci-dessous 
sont déroutants. Les discordances peuvent s'expliquer. en. partie par 
le fait que ces résultats datent d'une époque où les préparations 
êt~ient plus ou moins purifiées, et avant qu'on ne connaisse l'existence 
d'un complexe F VIII/vWf et ses conditions de dissociation ; elles 
ont néanmoins le mérite de montrer la complexité des problèmes que 
présente ce genre d'étude appliquée au F VIII/vWf. 

,, ,, 

Le tableau V p.30 montre les conclusions 
d'études él ectrophoréti ques effectuées sur différents supports et 
en détectant le complexe F VIII/vWf par son activité VIII:C. Les discor
dances peuvent s'expliquer du fait de l'interférence possible de chylomi
crons qui empêchent la mig·r·ation du F VIII (PAULSSEN : 217),' ou de 
la dissociation possible entre le F VIII et le F vWf dans certains 

· tampons de migration. 

2) Absorption en lumière ultra-violette 
------------------------------------

En 1966, VEDER (218) montre qu'une préparation de F VIII/ 
vWf humain purifié n'a pas de pic d'absorption â 280 nm, néanmoins, en urée, 
la densité optique augmente â cette longueur d'onde (VEDER : 219). JOHNSON 
et al. (220), HER~HGOLDet al. (221) confirment qu'il n'y a pas de maximum 
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d·a~orption â 280 nm mais une dispersion ("scattering") de la lumière en

tre 300 et 400 nm qui diminue d•ailleurs lorsque les préparations 

de F V II I/vWf sont dé 1 i pi dé es (HERSHGOLD : 221 ) • A 1• heure ac tue 11 e, 

connaissant la faible concentration plasmatique de ce complexe et 

1 a difficulté de 1• obtenir parfaitement pur, on peut mettre en doute 

ces résultats obtenus certainement sur des préparations trop di 1 uées 

et contâ11inées. 

TABLEAU V 
MOBILITE ELECTROPHORETIQUE DU F VIII/vWf HUMAIN 

1 AUTEURS 
1 

1 BARKHAN et al. (222) 

~OWELL et al. (223) 
1 
1 
IHERSHGOLD et SPRAWLS 
1 (224) 
1 
1 MEYER et al. (225) 
1 

1 
IHERSHGOLD et a 1 • ( 226) 
1 

1 
1 PAULSSEN et al. (227) 
1 

1 

SUPPORT ZONE DE MIGRATION 

ami don de pomme a 2 
de terre une partie jusque a 1 

- en veine 1 i qui de entre A 1 b et a 1 
+ une partie en a 2 

non précisé entre a 2 et B 1 

acétate de ce 11 ul ose a 2 
ou entre a2 et B 

acétate origine 

agarose0,7p.100 entre a2etB 

sur papi er et acétate 1 Y 
1 

1 



- 31 -

F - COMPOSITION CHIMIQUE DU F VIII/vWf 

Bien que la faible absorption à 280 nm du F VIII/vWf 

ait amené BARROW et GRAHAM ( 228) à douter de sa nature protéique, 

il est maintenant admis que ce complexe est formé en partie de protéines. 

Nous avons reporté dans le tableau VI (p. 32) les différentes composi

tions en acides aminés publiées. Les valeurs obtenues par les différents 

auteurs, recalculées pour être exprimées en nombre de résidus par 

mg de protéine, afin de ne pas faire intervenir la MM de la sous

unité, seront données à titre comparatif dans le chapitre "résultats 

personnel sn (p. 196 ). Plusieurs auteurs soulignent la faible proportion 

de résidus Méthionine, Tyrosine, Tryptophane (SHAPIRO et al. : 229, 

LE GAZ et a 1 . : 230), et 1• absence de groupements SH 1 i bres (HERSHGOLD 

et al. : 231, MARCHES! et al. : 232, LEGAZ et al. : 230) .HOLMBERG 

et al. (233) ont étudié les fragments obtenus par coupure trypsique 

ou au BrCN. NACHMAN et al. (234) ont établi -les cartes peptidiques 
de fragments trypsiques marqués à 1 •125 I. 

't.•existence d•une copule glycannique dans la molécule 

de F VIII/vWf est présumée dès 1967-69 grâce aux travaux de HERSHGOLD 
et al. (235) et KASS et al. (236) qui montrent respectivement que 

cette molécule se colore au réactif à 1•acide périodique de Schiff 

(PAS) et réagit avec la Concanavaline A. La nature glycoproteinique_ 

du F VIII/vWf est désormais indiscutable mais les études précises 
de la composition glycan~ique du F VIII/vWf humain sont rares. Nous 

avons résumé dans le tableau VII et VIII (p. 33 et 34) les résultats 

publiés, ils proviennent essentiellement des équipes de GRALNICK 

et de Mc KEE. Nous comparerons ultérieurement 1 eurs résultats à ceux 
que nous avons étab 1 is durant 1 a même péri ode (p. 208 ,. 209). 

~RSHGOLD et al. (237) sont les premiers â mettre 
en évidence des lipides dans des préparations de. F VIII/vWf. Ils 

estiment a 11 p.lOO leur proportion dans cette molécule (avec 76 
p.lOO d•acides aminés et 11 p.lOO de monosaccharides), la moitié 



TABLEAU VI 
OMPOSITION EN ACIDES AMINES DU F VIII/vWf HUMAIN 

PUBLICATIONS IHERSGOLD et al. 1971Mm<CHESI et al. 1972ISHAPIRO et al. 1973 1 LEGAZ et al. 1973 IHOLMBERG et al.l975tASILLAS et al.l976 
1 (231) 1 (232) 1 (229) 1 (230) 1 (233) 1 (23"81 
1 1 1 1 1 1 

Mode d'expression 1 # 1 ~ lnombre de résidus~nombre de résidus lnombre de résidus !nombre de résidus 
des résultats mmoles/mg proteine mmoles/mg proteinelsous-unité de MM= lpour 100 OOOg de pour 180 OOOg de pour 100 OOOg de 

1 1 1 195 000 1 protéine 1 protéine 1 protéine 
. 

Lys 0,508 1 0,437 95,94 39,9 88,8 44,3 

His 0,173 1 - 53,04 22,5 40' 1 20,2 
1 

Arg 0,436 0,358 94,38 39,9 70,7 47,1 

Asp 0,791 1,03 162,63 85,4 137,9 69,8 

Thr 0,508 0,461 99,65 60,1 89,1 47,4 lt!; 

Ser 0,630 0,700 129,87 70,8 157,9 84,5 1~ 
• 1 

Glu 1,032 0,946 224,06 89,9 204,5 113,0 

Pro 0,521 0,644 117,00 61,2 96,2 66,0 
1 

Gly 0,660 0,772 131,63 62,9 156,5 78,0 

A la 0,543 0,506 96,92 43,8 95,7 49,5 

~ Cys 0,235 . - 120,71 65,7 109,5 57,7 

Val 0,596 0,639 151,71 75,8 126,1 68,7 

Met 0,099 0,087 24,77 8,4 22,9 25,1 

Ile 0,317 0,345 62,21 33,7 56,1 31,7 

Leu 0,684 0,488 134,36 65,2 113,2 72,2 

Tyr 0,230 0,193 34,71 20,2 32,3 22,5 

Phe 0,265 0,253 49,34 27,0 43,2 24,6 

Trp - - - 24,7 29,5 



1 
1 
1 

COMPOSITION CENTESIMALE DES MONOSACCHARIDES OU F VIII/vWt 

,--~ 1 
1 1 MONOSACCHARIDES TOTAUX 1 OSAMINES 1 ACIDE SIALIQUE 1 MONOSACCHARIDES NEUTRES 1 
1 1 1 1 1 1 
1 . 
1 Mc KEE 1970 { 239) 1 1 1 1 5 p. 1 00 
1 
1 1 1 ·.~ 
1 HERSGOLD et al. 1971 (240) 1 11 p. lOO 
1 
1 
1 MARCHES! et al. 1972 (241) 1 1 GleNAc = 2, 7 p. 100 
1 1 1 Ga 1 NAc = 0, 17 p. 1 00 
t 

LEGAZ et al. 1973 (242) 

PAULSSEN et al. 1974 (243) 

GRALNICK et al. 1977 {244) 

SODETZ et al. 1977 (245) 

GRALNICK 1978 {246) 

SODETZ et a 1. 1979 (247) 1 
1 
1 
1 

{: 6 p. lOO) 

30 à 40 p. lOO 
20 à 30 p.lOO 

15 p.lOO 

2,7 p.lOO 

4 à 6 p. lOO 
3 à 5 p. lOO 

.GleNAc= 4 p.lOO 
GalNAc = 0,7 p.lOO 

0,9 à 1,2 p.lOO 

1 à 2 p.lOO 
0 à l p. lOO 

::1,5 p.lOO 

:: 5 p. lOO 

=.3,3 p.100 

3, 7 p.lOO 

2,2 p.lOO 

Fuc = 1 à 3 p.lOO 
1 à 2 p. lOO 

Man= 3,2 p.lOO 
Gal = 2,4 p. lOO 
Fuc= 1,0 p. lOO 

1 ROSENFELO et KIRBY 1979 
1 
1 
1 
1 

4 p.lOO 
1 1 (248) 
1 

1 
(..o.J 
(..o.J 
1 



TABLEAU VIII 
COMPOSITION EN MONOSACCHARIDES, EXPRIMEE EN NANOMOLES PAR MG DE PROTEINE, DU F Vlll/vWf 

~- l OSES, NEUTRES l 1 1 1 
1 1 OSAMINES 1 ACIDE SIALIQUE 1 * : hydrolyse acide 1 
1 1 1 1 - oxydés par 1 a ga 1 actose-oxi -

1 1 1 * : hydrolyse acide 1 * : hydrolyse acide 1 dase avant ( 0 )et après'·'( 00 ) l 
1 1 · 1 . 1 désialylation 

1 
1 1 + : N Ac glucosaminidase 1 + : neuramlnidase 1 - libérés par la B-galactosi- · 
~ 1 1 1

1 
dase, avant (+) et après{++)j 

1 1 1 l dêsialylation · 

GRALNICK et al. 1977 (244) 1 1 38,3 ± 7 ,9nM* 

SODETZ et al. 1977 (245) 

GRALNICK 1978 {246) 

SODETZ et al. 1978 (249) 

SODETZ et al. 1979 (250) 

KAO et al. 1980 (251) 

MORISATO et GRALNICK 1980 (252) 

DE MARCO et SHAPIRO 1981 (253) 

GRALNICK et al. 1932 (254) 

GleNAc = 181 ± 18nM * 
GalNAc = 33 ± 4nM * 

GleNAc = 163 ± 30nM+ 

154 ± 15nM* 
160 ± 15nM+ 

107,9 ±8,7rM* 
112 , 6 ± 1 0, 3nM+ 

120 '!: 12nM* 
114nM+ 

120± 12nM 

115,4±1,4nM* 

109,6± 9,0nM 

131 ± 16nM* 

145 ± 14nM* 

Ga 1 *= 135 '!: 13nM 
Ga 1. ++ = 84nM 

Gal*= 135 ± 13nM 
Man = 175 ± 25nM 
Fuc = 59± 6nM 

Gal*= 165,3 ± 14,8nM 
+ 

(

Gal 0 =73,2 + 6, lnM 
Gal 0 0 = 173 - 10,4 nM 
Gal += 0 
Ga 1 ++= 111 ± 9, 2nf~ 

( 

Gal*= 165± 18nM 
Gal++= 143± 12nM 

Fuc = 54nM 

GRALNICK et al. 1982 (255) . 1 GleNAc = 151nM+ 1 152 à 163nM+ 1 Gal++= 152nM+ 

1 
w 
.p. 

1 

~------------------------~--.. --~--~----~------~--~--~~~Sn~~*~.-~----~----------------------~--
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d'entre eux étant constituée de phospholipides, 1 'autre de lipides 

neutres. Ces auteurs pensent que ces 1 i pi des font partie intégrante 

de la molécule de F VIII/vWf car ils ont montré ~ERSHGOLD et al.; 

256) que la phospholipase D active le VIII:C alors que cette activité 

est détruite par 1 a phospho 1 i pa se C. D'autres auteurs (GREEN : 257, 

MARCHES! et al. 257' ), au contraire, pensent que le F VIII/vWf 

humain ne renferme pas de 1 i pi des et pensent ( 257') que 1 e peu de 

lipides ( ~ 5 p. lOO) présent dans les préparations est dû à la présence 

de contaminant, en particulier de chylomicrons. PAULSSEN et al., 

un peu plus tard, ont d'ailleurs démontré la possibilité d'association 

entre le F VIII/vWf et des chylomicrons (258'). 

\ 
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IV-IMMUNOLOGIE DU-F-VIII/vWF 

Les méthodes immunologiques ont beaucoup apporté 
à l'étude du complexe F VIII/vWf. Contrairement aux techniques fondées 
sur des tests de coagulation, elles sont capables de détecter les 
molécules même non fonctionnelles et ceci est particulièrement intéres
sant pour ana lyser 1 e facteur VIII qui est un facteur 1 a bi 1 e. D'autre 
part, elles ont l'avantage, sur les techniques biochimiques, de ne 
nécessiter que de petites quantités de produit. 

Deux types d'anticorps ont été utilisés pour étudier 
le F VIII/vWf. Dans le tableau IX (p. 37) , nous avons résumé leurs 
propriétés. 

Les anticorps hétérologues, développés par des animaux 
immunisés avec des préparations de ·F VIII/vWf humain purifié sont, 
si ils sont polyclonaux, essentiellement dirigés~ contre le F vWf et 

, présentent parfois, une activité anti -VI II :C. Les antico.rps obtenus 
par 1 a technique des hybri dames sont eux é 1 ect i vement dirigés contre 
des épitopes du F VIII/vWf situés soit sur le F vWf, soit sur le F 
VIII. 

Les anticorps homologues, c'est-à-dire apparus chez 
l'homme soit spontanément (auto-anticorps) soit, p 1 us souvent, au 
cours d'un processus d'immunisation (allo-anticorps) déclenché chez 
l' hémophi 1 e ou 1 e sujet vWD par des injections répétées de fractions 
thérapeutiques enrichies en. F VIII/vWf, peuvent, eux, être classés 
en 2 catégories: Les allo-anticorps de 1 'hémophile et les auto-anticorps 
sont essentiellement dirigés contre le F VIII, ils sont appelés anticoa
gulants anti-VIII:C. Les allo-anticorps du vWD sévère et les auto
anticorps de certains sujets ayant développé une maladie de Willebrand 
dite "acquise" sont, eux, dirigés contre le F vWf. 

Nous n'envisagerons donc ci-dessous que les anticorps 
hétérologues et traiterons dans les chapitres suivants, consacrés 

au F vWf et au F VIII, le cas des anticorps homologues essentiellement 

anti-F vWf (p.54) ou anti-F V III (p.84). 
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TABLEAU IX 
PRINCIPALES PROPRIETES DES DIFFERENTS ANTICORPS LIES AU F VIII/vWf 

FVIII.( vWf 
'ANTICORPS HETEROLOGUEs} 

polyclonaux 

certains ont une activité anti-VIII:C 
1 

souvent faible et variable 
1 . • 

d'autres n'inhibent pas ~e VIII:C 

tous précipitent le F vWf:anti-VIII R: 
Ag, ils ont une activité 
anti-VIII R:RCo, ils inhibent générale
ment l'adhésion des plaquettes aux bil
les de verre et l'interaction plaquet
tes/sous-endothélium = anti-VIII R:vWf 

monoc anaux 

certains inhibent spécifiquement 
1 'activité coagulante = anti-VIII:C 

• 

d'autres inhibent l'agrégation à la 
ristocétine = anti-VIII R:RCo, en 

1 · précipitant parfois le F vWf = anti-
VIII R:Ag -

• 

,ANTICORPS HOMOLOGUES' 
• 

\ 1 

fiiù\. 
~ 

alloanticorps 

développés par les patients vWD homozygotes 
~ertains ont une 
>auvent faible 

activité anti-VIII:C, ~ tous inhibent l'agrégation â la risto-
1 · cétine = anti-VIII R:RCo, certains 
• 1 

1 1 précipitent le F vWf = anti-VIII R:Ag 
• 
1 

1 

développés par les hémophiles A 
·ou 1 • ~ s nhibent le F VIII coagulant • · 1 certains auraient une activité anti-
~nti-VIII:c,· ils se lient plus ou moins i vWf 
:u F VIII,(quelques uns précipitent en i 
1rêsence de F VIII): anti-VIII:CAg ; 

autoanticorps 
~Veloppés par des personnes n'ayant aUcUne Maladie hémorragique congénitale 

·ert i , a ns inhibent essentiellement le 1 d'autres agissent essentiellement sur ; v • 
; III coagulant (anti-VIII:C) ils induii le F vWf(anti-VIII R:vWf) , ils cons-
~nt une "hémophilie A acquise" i tituent l'une des causes de la "mala-

• 
1 die de Willebrand acquise" 
• 
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A - OBTENTION DES ANTICORPS HETEROLOGUES 

la première immunisation de lapin avec du F VIII/vWf 
semi-purifié est rapportée, en 1957, par SHANBERGE et GORE (258). 
L • an ti sérum qu • i 1 s obtiennent empêche 1 a coagula ti on d • un sang norma 1 
et cet effet anticoagulant (anti-VIII:C) peut être inhibé non seulement 
par un plasma normal, mai~ également par un~ plasma d'hémophile A. 
Ces résultats qui impliquent que le plasma d'hémophile A contient 
une molécule qui, comme celle du plasma normal, neutralise l'antisérum, 
font penser â l'époque que l'antisérum de SMANBERGE et GORE n'est 
en réalité pas dirigé contre le facteur VIII puisque le dogme,alors 
en vigueur, est que c'est justement l'absence de facteur VIII qui 
caractérise 1 'hémophilie A. 

En fait, une quinzaine d'années plus tard, ZIMMERMAN 
et al. (259), publient le protocole de préparation d'un antisérum 
hétéro 1 ogue préparé chez 1 e 1 api n immunisé avec une préparation di te 
hautement purifiée ; cet antisérum neutralise 1 'activité coagulante 
du VIII et précipite pour ne donner, lorsqu'il est convenablement 
absorbé, quUn seul arc en présence de plasma normal ou d'hémophile A 
alors qu'il ne réagit pas en présence de plasma de vWD sévère. 

A partir de 1971, s'inspirant des travaux de ZIMMERMAN 
et a 1. ( 259) , dans de nombreux 1 aboratoi res on s • attache â préparer 
son propre antisérum, mais les divers antisérums obtenus doivent 
être, eux aussi, épuisés pour ne donner qu'un seul arc contre le plasma 
normal. Des techniques de chromatographie d'affinité décrites plus 
récemment (MADARAS et a 1. : 260 ), permettent néanmoins d • obtenir des 
préparations de F VIII/vWf suffisamment pures pour n'induire chez 
le lapin, que des anticorps dirigés contre le F VIII/vWf. 

Enfin, au cours de ces dernières années, plusieurs 
équipes appliquent, afin de préparer des anticorps monoclonaux, la 
technique des hybridomes â partir de lymphocytes isolés des rates 
de souris Balb/c hyper-immunisées avec du F VIII/vWf. Les premiers 
résultats sont publiés par MEYER et al. (261) et SOLA et al. (262). 
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B - PROPRIETES DES ANTICORPS HETEROLOGUES 

Les divers anticorps monoclonàux qui ont en commun 
le pouvoir de se fixer au F VIII/vWf sont dirigés contre un seul 
de ses déterminants antigéniques ; de ce fait, ils inhibent spécifique
ment l'activité biologique supportée par la fraction moléculaire 
où se situe ce déterminant. C'est 1 ainsi que certains d'entre eux 
inhibent partiellement l'agrégation a la ristocétine et précipitent 
parfois en présence de VIII R:Ag (GOODVALL et al. : 263), alors que 
d'autres neutralisent l'activité coagulante VIII:C (SOLA et al. 
262). 

Les antisérums hétérologues obtenus par technique 
d'immunisation classique avec du F VIII/vWf contiennent, eux, des 
anticorps polyclonaux dirigés contre plusieurs fractions antigéniques 
du complexe moléculaire F VIII/vWf et, en particuli~r, â la fois 
contre celle qui supporte 1 •a~tivité coagulante VIII:C et celle responsa
ble de 1 'activité VIIJ R:vWf. Néanmoins, comme ces antisérums sont 
obtenus avec des préparations de F VII I/vWf p 1 us ou moins purifiées, 
plus ou moins dénaturées, avec des protocoles d'immunisation variable, 
chez différentes races ou espèces d'animaux et qu'ils sont, de plus, 
épuisés avec des matériels divers (surnageant de cryoprécipité, plasma 
du vWD sévère) i 1 s n • inter-agissent pas tous de 1 a même façon avec 
les nombreux sites antigéniques du F VIII/vWf. 

a) anticorps contre le F VIII 

L'activité anticoagulante anti-VIII:C des antisérums 
hétëro 1 ogues, est rapportée pour 1 a première fois en 1957 ( SHANBERGE 
et GORE : 264). Cette activité neutralisante obtenue après immunisation 
avec du F VIII/vWf est variable et son mécanisme, si on sait qu'il 
se traduit par une diminution ou même une disparition de l'activité 
coagulante VIII:C, n'est pas encore élucidé. 
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ot.Variabilité 

La variabilité de l'activité neutralisante d'un antisérum, 
qui s'exprime par son titre d'activité anticoagulante,est très grande 
puisque certains antisérums, tels ceux obtenus par JOSHUA et al. 
(265) chez la souris, ont des titres élevés comparables à ceux développés 
par certains hémophiles A dits "hauts répondeurs" (p .84 ), alors que 
d'autres,tels ceux de SHEARN et al. (266), GUDE et al. (267) et HOUGIE 
et al. (268), ne sont pas neutralisants. Néanmoins, il faut noter 
que ces derniers auteurs obtiennent une activité neutralisante en 
concentrant leur antisérum. 

L'origine de cette variabilité est multiple : 

- L'animal immunisé : 1 'espèce à laquelle appartient 
cet animal entre en ligne de compte puisque JOSHUA et al. (265) montrent 
que la souris Balb/c donne un antisérum lOO fois plus puissant que 
celui obtenu chez le lapin immunisé avec la même préparation. D'un 
animal à l'autre la réponse diffère également puisque 6 souris de 
1 a même souche, immunisées avec 1 a même préparation, donnent des sérums 
de titre variant de 35 à 185 (265) et que BOBROW et al. (269) obtiennent~ 

chez la souris C57BL/6J, un antisérum essentiellement dirigé contre 
le VIII R:Ag et n'ayant qu'une activité anti-VIII:C de 1 à 2 unités 
Bethesda. 

- Le protocole d'immunisation : ainsi BOUMA et al. 
(270) remarquent que les prélèvements de lapins immunisés depuis 
peu sont peu ou pas inhibiteurs du VIII:C et que les anticorps anti
VIII:C apparaissent plus tardivement au cours de 1 'immunisation. 

- La préparation injectée : KERNOFF et RIZZA (271) 
font la relation entre 1•existence de VIII "détectable par les tests 
de coagulation" (VIII:C), dans la préparation immunisante et l•appari
tion d1 anticorps, non précipitant mais neutralisant, dans le sérum 
du lapin utilisé. En particulier, l•injection de cryoprécipitê provenant 
de plasma d 1 hêmophiles A majeur n•induit pas la remontée du titre 
d•anticorps neutralisant anti-VIII:C chez un lapin précédemment immunisé 
avec du cryoprécipité normal. ,• 
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B.Spécificité 

Pour déterminer vers quelle fraction de la molécule 
du F VIII/vWf est dirigé ce type d'anticorps hétérologues, on a étudié 

l'effet, sur leur activité anticoagulante, de leur incubation préalable 
avec des p 1 as mas normaux et de ma 1 a des.. Comme on peut s'y attendre, 
les plasmas normaux doués d'activité VIII:C inhibent l'activité anti

coagulante de ces antisérums mais de plus, plusieurs auteurs constatent 

que le plasma de la majorité des hémophiles A, comme le plasma normal, 

a la capacité de neutraliser l'effet anticoagulant des anticorps 
de lapin (SHANBERGE et GORE : 272, PIPER et SCHREIER : 273, BERGLUND : 
274,- BENNETT et HUEHNS : 275, ZIMMERMAN et al. : 276). Ceci semble 
montrer qu' i 1 existe , dans 1 e p 1 as ma de 1 a majorité des hémophi 1 es 

AJ une molécule présentant des sites antigéniques liés au VIII:C mais 

dépourvue d'activité coagulante. Néanmoins, comme le montrent BIGGS 

!_t al. (277), ces résultats (qui sont en contradiction avec ceux 
de KERNOFF et RIZZA (271) montrant qu';ucun des plasmas des 5 hémophiles 
A étudiés ne possède de site antigénique capable d'induire la stimula

tion de la synthèse d'anticorps neutralisants le VIII:C par un lapin) 

doivent être interprétés avec prudence car la cinétique d'action 

de ces antisérums hétérologues est complexe du fait qu'ils sont consti
tués d'~n mélange d'ant~corps anti-VIII:C et anti-VIII R:Ag. 

b) anticorps dirigés contre le F vWf 

oc,:Spécifi cité : 

L'animal immunisé avec le complexe F VIII/vWf réagit 
souvent facilement contre 1 e F vWf, ce qui est faci 1 ement concevab 1 e 

puisque celui-ci représente plus de 99 p.lOO du complexe F VIII/vWf. 
Plusieurs publications déjà anciennes (BERGLUND : 278, VAINER et 

CAEN : 279, USZYNSKI : 280), font état de 1 'obtention d'anticorps 

hétérologues précipitants obtenus après immunisation avec de la fraction 

I-ode COHN en particulier. Parmi celles-ci, celle de USZYNSKI (280) 

qui rapporte la présenée d'un arc de précipitation, sous le puits 
de d- • epot en irnmunoélectrophorèse, lorsqu'il analyse des plasmas normaux 
et ·sa plasmas d'hémophiles A, arc par ailleurs très faible pour 6/8 
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plasmas de vWD, est très intéressante car elle évoque déjà, dans 

sa discussion, la coexistence de deux types d'anticorps dans les 

antisérums hétérologues : l'un, précipitant, dirigé contre une "sous

unité" de la globuline antihémophilique (AHG) absente dans la maladie 

de Willebrand mais normale dans 1 'hémophilie et 1 'autre~ détecté par 

les tests de coagulation, non précipitant,dirigé contre l'autre "sous

unité" anormale, elle, dans l'hémophilie A. En 1971, ZIMMERMAN, RATNOFF 

et POWELL (281) mettent en évidence des anticorps neutralisants et 

précipitants dans le sérum de lapins inununisés avec une préparation 

qui, selon eux, est du facteur VIII hautement purifié mais qui contient, 

en fait, le complexe F VIII/vWf. Ces anticorps précipitent avec un antigé

ne, présent au même taux dans 1 es précipités éthano 1 i ques de p 1 as mas 

normaux ou de 22 hémophiles A, mais.diminué dans les précipités préparés 

à partir du p 1 as ma de 11 ma 1 a des vWD. Ces auteurs cane 1 uent que 1 a 

ma 1 adi e de Wi 11 ebrand est caractérisée par un déficit vrai en facteur 

VIII alors que, dans 1 'hémophilie, il y a synthèse d'une forme non 

fonctionnelle de ce facteur qu'ils appellent "AHF-like material". 

Peu après, à partir d'antisérums similaires, c'est à dire contenant 

des anticorps précipitant le "AHF"et neutralisant son activité coagu-. 

1 ante, MUNTZ et a 1 . ( 282) et SHEARN et a 1 • ( 283) font 1 a preuve que 

les anticorps précipitant ne sont pas dirigés contre le VIII:C car 

i 1 s sont absorbés spécifiquement avec du p 1 asma d'hémophile A majeur 

{282) ou avec la fraction de masse moléculaire élevée, HMW, dissociée 

du complexe F VIII/vWf (283), sans que l'activité neutralisante de 

1 'antisérum ne soit diminuée. 

En fait, maintenant que la théorie bimoléculaire 

du F VIII/vWf est établie, on peut dire que ces anticorps dirigés 

contre l'antig~ne "AHF-like" appelé par la suite "factor VIII-related 

antigen" ou F VIII R:Ag, sont en fait spécifiques du support moléculaire, 

antigénique, du F vWf comme le pensaient déjà HOLMBERG et NILSSON 

en 1972 ( 284). 

B.Propri étés 

Les an ti corps hétéro 1 ogues sont préci pi tants ; ce 

caractère permet de détecter et de doser le VIII R:Ag par différentes 

techniques immunologiques {voir p. 56 ). L'action des anticorps se 

traduit également par une activité anti-VIII R:vWf c'est ! dire par 
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1' i nhi bi ti on de certaines propriétés du F vWf : ces anticorps inhibent 

l'adhésion des plaquettes aux billes de verre (BOUMA et al. : 285), 

l'agrégation d'un PRP normal en présence de· ristocétine (MEYER et 

~ : 286) sauf s'ils ont été préalablement absorbés avec du cryoprécipi

té d'hémophile A (MEYER et al.: 287), et l'interaction plaquettes/ 

sous-endothélium lors du passage du sang à des vitesses de cisaillement 
élevées, soit supérieures à 500 s-1 (BAUMGARTNER et al. : 288), en 

diminuant à la fois l'adhésion des plaquettes et l'agrégation induite 

par ce 11 e-ci. 

. \ 
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LE FACTEUR WILLEBRAND 

Le terme facteur Willebrand (F vWf) s'adresse à la partie 
du complexe moléculaire F VIII/vWf qui .est le support : 

- de l'ensemble des activités biologiques intervenant 
au niveau de l'hémostase primaire (p.l2 à 16), 

-de l'activité cofacteur de la ristocétine, 
des sites antigéniques reconnus par les anticorps 

hétérologues précipitants anti-F VIII/vWf (p.38 ). 

Ces différentes activités appelées respectivement VIII 
R:vWf, VIII R:RCo et VIII R:Ag sont, malgré leur abréviation équivoque, 
supportées par une molécule distincte du facteur VIIIJ car dépourvue 
d'activité coagulante (VIII:C) et non reconnue par les anticorps homologues 
anti-VIII C:Ag (p.41 à43). 

Nous envisagerons sucees si vement 1 a synthèse, l'iso 1 ement, 
les propriétés biochimiques, et les techniques de dosage propres à ce 
facteur Willebrand avant d'aborder le problème des relations existant 
entre sa structure et son activité biologique. 
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I-SYNTHESE-DU-F-vWF 

La synthèse du F vWf qui est sous le contrôle d'un autosome, 
pu; sque 1 a forme sévère de 1 a ma 1 adi e de vWD, se caractérisant par un 
déficit de F vWf, se rencontre .dans 1 es deux sexes, peut se faire au 
niveau des cellules endothéliales et des mégacaryocytes (NACHMAN et 
!!.:_ : 289). Cependant, comme SUL TAN et a 1. ( 290) ont montré qu' i 1 ne 
semble pas y avoir d'échange entre le F vWf intra-plaquettaire et le 
F vWf plasmatique et que c'est seulement à ce dernier que se limite 
notre exposé, nous n'envisagerons que la synthèse par les cellules endothé
liales. 

~ LOCALISATION TISSULAIRE DU VIII R:Ag 

les techniques d'immunofluorescence avec des anticorps 
anti-VIII R:Ag ont permis, dès 1973, à BLOOM et al. (291) et HOYER et 
~ (292) de détecter le F vWf au niveau des cellules endothéliales 
de tous les artères, artérioles, capillaires et veines ; les seules 
autres cellules marquées étant les plaquettes et les mégacaryocytes. 
le marquage des cellules endothéliales est déjà visible sur l'endothélium 
Vasculaire d'un foetus de 8 semaines (TUDDENHAM et al.: 293), ce qui 
Prouve que la synthèse du F vWf se fait précocément au cours de l'embryogé
,èse. HOLMBERG et a 1 • ( 294) et POTTER et a 1 • ( 295) ont montré l'absence de 
VIII R:Ag au niveau des cellules endothéliales de malades ayant une 
forme sévère de vWD. La localisation du VIII R:Ag a été également confirmée 
~râce à des a nt; corps coup 1 és à 1 a ferri ti ne ( P IOVELLA et a 1 • : 296) 

)U à 1 a peroxydase (~IUKAI et a 1 • : 297) et précisée par microscopie 
~lectronique (RAND et al. : 298). 

Néanmoins, ces résultats ne suffisent pas pour conclure 
lUe le F vWf est synthétisé par les cellules endothéliales, ce facteur 
louvant être synthétisé par d'autres cellules puis stocké ou adsorbé 
lU niveau de l'endothélium, d'autant plus que WALL et al. : (299) et 
10NES et al. : (300) ont montré que le F VIII/vWf est capable de s'adsorber 
i la surface des cellules endothéliales. 

~YNTHESE DU F vWf PAR LES CELLULES ENDOTHELIALES EN CULTURE 

C'est grâce à des cultures de cellules endothéliales 
~rov enant de veine de cordon ombil ica 1 que JAFFE et a 1 • ont prouvé que 
e s Cellules synthétisent le F vWf. Ces auteurs montrent tout d'abord 
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que les milieux de culture renferment du VIII R:Ag, et que l'addition 
d'acides aminés radioactifs aux cultures est suivie de la ·présence de 
radioactivité au niveau des immuncomplexes formés par un anti-sérum 
anti-F VIII/vWf et ce milieu (301) ; ils ajoutent plus tard que le VIII 
R:Ag des surnageants de ëulture a une activité VIII R:RCo (302) et est 
composé, tout comme le F vWf plasmatique, de sous-unités de MM= 200 000 (303). 
JAFFE (304) et SHEARN et al. (305) qui précisent que le VIII R:Ag excrété 
par 1 es ce 11 ul es endothê 1 i a 1 es a une mo bi 1 i té é 1 ectrophorét i que augmentée 
par rapport au VIII R:Ag plasmatique, ne trouvent, par contre, aucune 
activité VIII:C dans leurs milieux de culture ; ce résultat a été confirmé 
par TUDDENHAM et al. (306) et PIOVELLA et al. (307) qui ont utilisé 
la technique, beaucoup plus sensible, de dosage du VIII:CAg. 

C - DEVENIR DU vWf SYNTHETISE PAR LES CELLULES ENDOTHELIALES 

La destination du F vWf synthétisé par les cellules 
endothéliales est schématisée dans la figure 2 (p. 47). Selon JAFFE 
et al. (304), le F vWf a une double destination après être excrété,dans 
la lumière des vaisseaux, dans le sang : 

il s'associe avec le facteur VIII, synthétisé par . 
d'autres cellules que les cellules endothéliales et qui ne sont pas 
encore identifiées (p. 77à80),pour former le complexe circulant F VIII/vWf 
intervenant notamment au niveau de la voie endogène de la coagulation, 

il s'adsorbe sur la membrane plaquettaire afin de 
permettre aux plaquettes de remplir leur rôle physiologique dans 1 'hémostase 
primaire (NACHMAN et JAFFE : 308). 

Enfin, pour RAND et al. (309), une partie du VIII R:Ag 
suit une voie tout a fait opposée, puisqu'elle serait déposée dans le 
sous-endothélium, au niveau de la membrane basale et peut-être associée 
au collagène. Ce VIII R:Ag sous-endothélial pourrait expliquer les résultats 
de SAKARIASSEN et al. (310), mettant en évidence, 11 in vitro .. , une adhésion 
plaquettaire au sous-endothélium désendothélialisé sans addition de 
VIII R:Ag exogène, et pourrait jouer un rôle ;•in vivo'? au site de la 
lésion vasculaire. 

r 
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D- REGULARISATION DE l'EXCRETION DU F vWf DANS LE SANG 

De nombreuses études ont montré que le taux plasmatique 

du F VIII/vWf et, en particulier du VIII R:Ag et du VIII R:Rco, peut 

augmenter rapidement mais transitoirement en réponse à divers stimuli 
physiologiques ou pharmacologiques et que, dans certaines maladies, 

11 existe des augmentations prolongées de ces activiŒs(cf revues générales 
de BROZOVIC = 311 et BLOOM • 312). MANNUCCI et al. (313), LUDLAM et 

!2.:_ (314), NILSSON et al. (315, 316) ont montré l'augmentation plasmatique 
associée du F VIII/vWf et de l'activateur du plasminogène après divers 

stimuli (=compression veineuse, adrénaline, acide nicotinique, vasopressine) 
et pensent que ce phénomène très ra pi de. n • est pas dû a une augmenta ti on 

de synthèse mais plutôt à une accélération de l'excrétion du F vWf et 
de l'activateur du plasminogène dans le sang. Néanmoins, les travaux 

récents de TUDDENHAM et al. (317) et de BOOYSE et al. (318), qui ne 

mettent en évidence aucune augmentation du VIII R:Ag et du VIII R:RCo 

dans les milieux de culture de cellules endothéliales "stimulées", ne 

permettent pas de confirmer cette hypothèse. 
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II BIOCHIMIE DU F vWF 

Comme le F vWf représente quantitativement • 99 p.lOO 
du complexe moléculaire F VIII/vWf, on conçoit aisément_ que la plupart 
des propriétés physico-chimiques du F VIII/vWf soient applicables au F 
VWf. Nous ne reviendrons donc pas sur ces données (p. 20 à 35) mais 
les camp 1 éterons simplement par 1 es résultats acquis sur des préparations 
de F vWf pur, ou tout au moins dépourvu de F VI II, obtenues se 1 on 1 es 
Principes rappelés ci-dessous. 

~-ISOLEMENT DE F vWf DEPOURVU DE F VIII 

Le moyen le plus simple d'obtenir du F vWf totalement 
dépourvu de F VIII est d'appliquer 1 •un des protocoles de préparation 
de F VIII/vWf à du plasma d'hémophile A majeur dépourvu de VIII:CAg. 
Ev; demment, ce procédé est 1 imité par 1 a quanti té de matéri e 1 de départ 
et les renseignements obtenus sur ce type de préparation, étudié la 
Première fois par BOUMA et al. (319), ne sont pas très détaillés. 

Les autres procédés d'isolement, à partir de plasma 
normal, où le F vWf est associé au VIII:CAg, nécessitent de pouvoir 
contrôler par une technique immunologique, l'absence de F VIII, dans 
les préparations finales. Da\s une première étape, on doit préalablement 
PUrifier le complexe F VIII/vWf puis, dans un second temps, dissocier 
le F VIII du F vWf et les séparer. Diverses conditions permettent de 
dissocier le F VIII du F vWf : les forces ioniques élevées (NaCl lM 
ou Cac1 2 0,25 M) comme nous l'avons vu précédemment (p.28), le mi.lieu 
de force ionique faible : VAN MOURIK et al. (320), 1 'échange d'ions 
: BAUGH et al. (321), la chromatographie sur hydroxyapatite (LIPTON 
et POOL : 322), l'anhydride succinique (BARROW et GRAHAM : 323), le 
Periodate de sodium (KAELIN : 324), les agents réducteurs faibles (AUSTEN 
: 325, BLOMBACK et al. : 326), les enzymes protéolytiques (WEISS et 
KOCHWA : 327, ANDERSON et Mc KEE : 328) et en particulier la thrombine 
(COOPER et al. : 329). Cependart, il est très probable que r;es derf'liers 
Procédés modifient la structure et les propriétés des molécules dissociées 
et comme, d'autre part, ils se réfèrent à des travaux assez anciens 
on ne peut savoir s'ils permettent d'obtenir un F vWf complétement dépourvu 
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de VIII:CAg. En fait, c•est une préparation de F vWf dépourvue de VIII:C 

obtenue par échange d 1 ions de la fraction F VIII/vWf, éluée au Vo 

d•une colonne de tamisage moléculaire chargée avec un cryoprécipité 
éthanolique ,qui a été 1 •objet de 1 •étude biochimique la plus complète· 

( OLSON et al. : 330 ) • 

B - STRUCTURE DU F vWf 

c•est en 1973 que débutent les premiers travaux effectués, 
à 1•époque, dans le but de comparer le 11 facteur VIII normal du facteur 

VI II de 1• hémophil e11 et qui peuvent être interprétés, à 1• heure actue 11 e, 
vu 1 es protoco 1 es de purification adoptés, comme étant une comparai son 

du F VIII/vWf normal et du F vWf trouvé chez 1 •hémophile (avec bien . 
sûr 1•hypothêque concernant le F VIII:CAg associé au F vWf qui peut 

être présent, en petite quantité, dans le plasma d 1 hémophiles A même 
majeurs). BENNETT et a 1. ( 331) montrent que le F vWf i salé du pl as ma 

d•hémophile est, tout comme le F VIII/vWf, exclu lors des tamisages 

moléculaires, il a donc une MM supérieure à 500 000 ; ils précisent 

que le F vWf, aprês réduction, donne les mêmes sous-unités de 200 000, 
et en gradient de saccharose la même répartition, en faveur d•un S :o 

30, que le F VIII/vWf normal. SHAPIRO et al. (332) ajoutent que le F 

vWf est de nature glycoprotéi ni que puisque ses sous-uni tés sont col orées 

par le bleu de Coomassie et le PAS, qu•n ne se dissocie pas en GuHCl 

6M et SOS 1 p. 100 et qu • il présente 1 es mêmes bandes que 1 e F VI II /vWf 
normal aprês réduction, alkylation et isoélectrofocalisation en gel de 
polyacrylamide. GRALNICK et al. (333) montrent que le taux d•acide sialique 
du F vWf de deux hémophiles (37,5 et 42,1 nM/mg de protéine) se situe 

dans les limites (38 ± 7,9) trouvées à partir du F VIII/vWf isolé de 

si x p 1 as mas normaux •. HOLMBERG et a 1. ( 334) en 1975 s • attachent, eux J 

à rechercher une différence au niveau de la copule protéique du 11 VIII 
normal 11 (F VIII/vWf) et du 11 VIII d 1 hémophile .. (F vWf). Les cartes peptidi

ques des fragments trypsiques et les 16 bandes séparées en isoélectrofocali

sati on aprês coupure au CNBr sont identiques. OLSON et a 1 • ( 335) ont 

étudié des préparations de F vWf humain et porcin, certainement dépourvues 

de VIII:CAg car ne neutralisant pas des anticorps anti-VIII:C homologues. 
Les principaux renseignements fournis sont les suivants • une unitê 
de VIII R:RCo, qui' est par définition la quantité contenue dans 1 ml 

de p 1 as ma norma 1, correspond à 5, 5 f!J de protéine et a une absorbance 
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â 280 nm a 0,006 ; le taux de lipides du F vWf est d'environ 1,5 p.lOO, 
la majorité des lipides sont neutres (mono, di, triglycérides, cholestérol, 
esters de cholestérol et quelques acides gras libres) mais il existe 
un peu de phospholipides ; la composition en acides aminés est reportée 
dans le tabl~au X (p. 52), le calcul en nombre de résidus nous a permis 
de comparer 1 eurs va 1 eurs à ce 11 es rapportées pour 1 e F VII I/vWf. I 1 s 
ne détectent pas d'osamines mais, cependant, ils avouent que leur limite 
de détection ne permettrait de les doser que si ces monosaccharides 
représentaient plus de 12 p.lOO de la protéine. Enfin, plus récemment, 
le F vWf porcin préparé par FASS et al. (336) selon le protocole de 
OLSSON (335) permet de montrer que la répartition multimérique du F 
VWf est identique à celle du F VIII/vWf (p.21, 22) et que ,donc J le F 
VIII n'intervient certainement pas dans la 11 polymérisation" des sous
Unités du F vWf. 

Comme le soulignent ces auteurs (336), il reste encore 
de nombreuses 1 neon nues cane ernant 1 a structure du F vWf : 1 a présence 
d'une molécule 11 de jonction•• entre les sous-unités ne peut pas être 
ëcartëe car, si elle est de faible MM, elle ne peut être mise en évidence. 
D'autre part, si on sait que le F vWf comporte une fraction glycannique, 
on ne cannait pas encore ne serait-ce que la composi~ion centésimale 
et molaire de ses différents monosaccharides. De plus, il faut ajouter 
que ~es renseignements conc~rnant la partie protéique du F vWf sont 
encore très incomplets = la composition des acides aminés n'a été précisée 
qu•une seule fois et, bien qu'on ait commencé d'établir des cartes peptidi
ques, la séquence de~ acides aminés est encore inconnue. 
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TABLEAU X 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DU F vWf HUMAIN,D'APRES OLSON 

ET AL. (335),EN COMPARAISON AVEC LA MOYENNE DE CELLES DU 

F VIII/vWf HUMAIN (TABLEAU VI P.32) 

1 F vWf 1 F VI II/vWf 
1 !Moyenne Extrêmes 
1 1 

1 Lys 47,74 46,2 39,9 à 50,8 
1 His 26,33 21,9 17,3 à 27,2 

~ 
Arg 34,14 42,3 35,8 à 48,2 
Asp 91,92 82,9 69,8 à 103 
Thr 53,31 50,8 49' 5 à 60,1 
Ser 85,42 73,8 63 à 87,7 
Glu 132' 14 104,8 89,9 à114,9 
Pro 42,80 59,5 52,1 â 66,0 
Gly 123,79 73,1 62,9 à 86,9 
Al a 72,68 50,2 43,8 à 54,3 
Val 62,83 69,3 59,6 à 77,8 
Met 12,04 12,9 8,4 à 25,1 
Ile 32,68 32,5 31,2 à 34,5 
Leu 62 '19 64,4 48,8 à 72,2 
Tyr 20' 16 20,1 17,8 à 23,0 
Phe 20,52 25,5 24,0 à 27,0 
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111-IMMUNOLOGIE-DY-F-vWF 

~- LES ANTICORPS HETEROLOGUES 

Nous avons vu précédemment, dans le chapitre concernant 
l'immunologie du F VIII/vWf (p.37 et 39), que les anticorps hétérologues 
Polyclonaux ont toujours une activité anti-VIII R:vWf, alors que, si 
ils sont monoclonaux, ils sont dirigés électivement tantôt contre la 
Partie F vWf tantôt contre la partie F VIII du complexe moléculaire 
antigénique. 

Certains auteurs ont tenté d'obtenir des anticorps hétérolo
gues polyclonaux spécifiquement dirigés contre le F vWf en injectant 
a l'animal du F vWf purifié, sans activité VIII:C, c'est à dire théorique
ment débanassé du F VIII par tamisage en mi 1 i eu de fore~ ionique é 1 evée 

ou par immunoadsorption sur anticorps anti-VIII:C homologues. Leurs 
rësul tats sont parfois décevants en ce sens que 1 es ant i sérums obtenus 
Présentent, en plus, d'une activité anti-vWf intéressante, une certaine 
activité anti-VIII:C qui peut-être attribuée : 

-soit à la contamination des préparations 
de F vWf injectées par des traces de F VIII:CAg, 

-soit a l'existence de déterminants 
antigëniques communs sur les ~olécules de F VIII et de F vWf (voir chapitre 
"résultats personnels" p. 115 à 125, 

- soit encore à l'inhibition non spécifique 
du VIII:C du complexe F VIII/vWf, consécutive à un réarrangement de la 
rnoëlcule lors de la fixation des anticorps sur la partie F vWf du complexe; 
dans ce cas 1 es an ti corps n'inhibe nt pas 1 e F VIII non camp 1 exé au F 
VWf (LMW). 

~S ANTICORPS HOMOLOGUES 

Il existe également des anticorps homologues dirigés 
contre le F vWf. ces anticorps peuvent apparaHre chez les malôdes viJO 
ho"'" "lVZYgotes polytransfusés ou spontanément chez certaines personnes 
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qui développent alors ce qu'on appelle une maladie de vWD acquise. 

On peut s'attendre à trouver des anticorps dirigés contre 

1 e F vWf chez 1 es patients atteints de vWD dont 1 e taux de F vWf est 

nul et qui ont du être transfusés fréquemment avec des fractions plasmati

ques. De tels malades n'ayant ni VIII R:Ag, ni VIII R:RCo, ni VIII:C 

sont très rares et sont en fait des homozygotes de cette maladie congénitale 

(p. 64). 

Le premier cas rapporté de vWD homozygote ayant déve 1 oppé 

un inhibiteur est celui de SARJI et al. (337) ; l'inhibiteur du malade 

bloque de façon immédiate l'agrégation à la ristocétine d'un PRP normal, 

mais ne neutralise pas alors l'activité VIII:C. Cependant,chez ce même mala

~e, après stimulation due à de nouvelles transfusions, apparait un inhibi

teur ayant la capacité de neutraliser en partie l'activité VIII:C alors 

que son taux d'anti-VIII R:RCo augmente (STRATTON et al.: 338). STRATTON 

et al. (338), montrent en outre que cet· inhibiteur qui n'est pas précipitant 

aurait un comportement, après transfusions, _simila-ire à celui des inhibi

teurs anti-VIII:C des hémophiles ec ce sens qu'il est d'abord neutralisé 

puis réapparai t 1 ors d'une réponse anamnesti que et qu' i 1 est de nature 

Ig G Kappa. 

D'autres cas d'an ti corps homo 1 ogues apparus chez des 

vWD homozygotes ont été rapportés par MANNUCCI et al. (339) et SHOA' I 

et al. (340} qui étudient des popùlations. de vWD du Sud de 1' Italie 

et d'Iran où 1 a découverte de cas d' homozygoti e est favori sée par 1 e 

degré de consanguinité. Dans les 4 cas rapportés (3 par MANNUCCI et 

1 par SHOA'I} il s'agit d'anticorps de type Ig G, inhibant surtout l'agréga

tion à la ristocétine, neutralisant faiblement le VIII:C (titre (lU 

Bethesda/ml}, mais capables de précipiter, tout comme les anticorps 

hétérologues, en présence de VIII R:Ag. L'inhibition du VIII:C, étant 

faible et n'augmentant pas après incubation à 37°C, semble être consécutive 

à un encombrement stêrique au n1veau du VIII:C après fixation des anticorps 

anti-vWf sur le complexe VIII/vWf plutôt qu'à l'existence d'anticorps 

spécifiques du VIII:C. Ceci est en accord avec les observations de STRATTON 
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et a 1. ( 341) qui montrent que 1 e sérum de 1 eur ma 1 ade, quand i 1 y a 
une faible action inhibitrice de l'activité coagulante du VIII/vWf, 
n'inhibe cependant pas celle du LMW. Lors d'une étude chez 10 vWD sévères, 
EGBERG et BLOMBACK (342) détectent 2 inhibiteurs, de type Ig G, de 1 'agréga
tion à la ristocétine dont l'un chez une malade, probablement homozygote, 
dont le plasma·· obtenu après de nouvelles transfusions a un effet anti
VIII R:RCo augmenté et une légère activité anti-VIII:C. 

I 1 ex·i ste de rares cas de personnes chez 1 es que 11 es 
les signes cliniques et ·biologiques de la maladie de Willebrand paraissent 
~acquis", les antécédents familiaux et personnels de ces malades permettant 
d'écarter le diagnostic de forme congénitale de cette anomalie. L'une 
des hypothèses pouvant expliquer la diminution des taux de VIII R:Ag 
et du VIII R:RCo chez ces malades est l'apparition d'inhibiteurs de 
type "anti-vWf" qui simuleraient une maladie de WillebrandJtout comme 
l'addition d'antisérum hétérologue anti-VIII/vWf à un sang normal reproduit 
expérimentalement les caractéristiques d'un sang de malade atteint de 
VWD (MEYER et al. : 343). 

Parmi la trentaine d'observations de maladie de Willebrand 
ac qui se retrouvées dans 1 a\ 1 i ttérature, 11 existe que 1 ques rares cas 
oQ une activité anti-VIII R:Ag (GAZENGEL et al. : 344), ou anti-VIII 
R:Rco (344 et HANDIN et al. : 345, MAZURIER et al. : p.l4~ a pu être 
mise en évidence. Les autres étiologies, non immunologiques, de cette 
forme acquise de la maladie de vWD seront envisagées, ultérieurement, 
dans le chapitre "résultats personnels" (p. 145 â 152). · 
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IV-TECHNIQUES DE DOSAGE DU F vWF 

A - DOSAGES IMMUNOLOGIQUES 

C'est grâce aux travaux de ZIMMERMAN et al. (347) qui 

ont décrit la préparation d'anticorps hétérologues capables de précipiter 

un antigène présent dans le plasma normal et d'hémophile A mais absent, 

ou tout au moins di mi nué, chez 1 es ma 1 a des ayant une forme typique de 
vWO, que les différentes techniques de dosage immunologique de ce qu'on 

appelle improprement le VIII R:Ag et qui est, en fait, la molécule antigéni

que liée au F vWf, ont pris leur essert. 

La prem1ere méthode décrite est celle de ZIMMERMAN et 
al. (347) qui ont appliqué la technique classique d'électroimmunodiffusion 

de LAURELL. Cette technique, bien que peu sensible, reste à 1 'heure 

actuelle la plus employée car elle est facile à mettre en oeuvre. Elle 

a été utilisée récemment au cours d'un échange de plasmas, au niveau 

Européen_, et a fait l'objet d'un rapport précisant les différentes variables 

influencant les résultats (NILSSON : 348). 

Depuis, d'autres techniques i rnmuno 1 ogi ques ont été adaptées 

au dosage de VIII R:Ag, les principales d'entre elles sont reportées 

dans le tableau XI (p. 57). Les techniques radioimmunologiques par RIA 
et IRMA sont les plus sensibles; les résultats obtenus inter-laboratoires 
semblent cependant assez variables (NILSSON et al. : 348) et HOWARD 

et a 1. ( 349) ont montré que 1 a technique IRMA en phase so 1 ide ne détecte . 
pas les formes peu polymérisées du F vWf. Ces techniques ont, tout comme 

le "Laurell sensibilisé "utilisé par ZIMMERMAN et al. (350) , le désavanta
ge de nécessiter l'équipement et l'agrément indispensables à l'utilisation 

de produits radioactifs et c'est pourquoi plusieurs auteurs ont travaillé 

sur des techniques analogues mais avec des anticorps anti-vWf ou du 

F vWf coup 1 és à un enzyme ( BARTLETT et a 1 • : 351 , NESS et a 1 • : 352, 

YORDE et al. : 353, FISHMAN et al. : 354) ou un produit fluorescent 

( RUDZKI et a 1. : 355, YODER et al. :356). Nous déve 1 opperons p 1 us loin .J 

dans un chapitre de nos travaux personne 1 s ( p • 135) , 1 e prob 1 ême du dosage 

immunoenzymatique du VIII R:Ag. 
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TABLEAU XI 

PRINCIPAUX TYPES DE TECHNIQUES. IMMUNOLOGIQUES DE DOSAGE 

DU FACTEUR WILLEBRAND (DOSAGE DU VIII R:Ag) 

AUTEURS PRINCIPE SENSIBILITE INCONVENIENT 
. 1 

1 ZIMMERMAN et al. 1 E1ectro-immuno- 1 • 0,1 U/m1 1 Erreur par excès 1 
1 (357) 1971 1 diffusion quanti-! 1 en cas d'augmen- 1 
1 1 tati ve 1 1 tati on de mobi 1 i -1 
1 . 1 1 1 té é 1 ectrophoré- 1 
1 1 1 JtiqueduVIII R:Agl 
1-----------------t-----------------t-----------------t-----------------J 
1
1 

STITES et al. 1 Inhibition d'hé- 1 > 0,1 U/ml 1 Semi-quantitativel 
(358) 1971 1 magg1ut1nation 1 1 1 

l-----------------t-----------------t-----------------t-----------------1 
IHOYERetal. (359)1 IRMA 1 1 1 
1 1972 1 avec anti-VIII/ 1 -3 .1 1 
1 1 vWf marqué,en phas;f 2 x 10 U/mlJ Mani pu1 a ti on 1 
1 1 liquide 1 1 d'éléments 1 
1-----------------t-----------------t-----------------l radioactifs 1 

: Il COUNTS et al. 1 IRMA 1 5 x 10 -4U/mll 1 

1 
(360} 1975 1 avec an ti -VI II/ 1 1 1 

l 1 vWf marqué, en 1 1 1 

. i·PAüLSSËN-;t-;ï:-t--~~:::Ril~!~:---t-----------------1 ~;!:;~~~~~~~ ~ 
1 (361) 1975 1 avec VI II/vWf 1 S w. 1o·'+ vf,..J. 1 ~ 
l ~ marqué, doub 1 e 1 1 

1 anticorps 1 1 -
1-----------------t-----------------t-----------------t-----------------l BARTLETT et al. 1 Technique 'immuno1 • 0,1 U/m1 1 Mesure au 

1 
(351) 1976 1 enzymatique 1 lspectrophotomètre 

1 "ELISA" 1 1 
:-----------------t-----------------t---------·-------t-----------------
1 ZIMMERMAN et al. 1 Radio électre- 1 1 x 10 - 2u/ml 1 Utilisation 
l (350) 1979 1 immunodiffusion 1 à 3 1 d'anticorps 
1--- 1 ·1 2 x 10- U/m1 1 radioactifs 
1 --------------t-----------------t-----------------t---------------~-
1 GIDDINGS et al. 1 Néphélémétrie 1 zl x 10- 3 u/ml 1 Mesure au 
1- 1979 (362) 1 1 1 néphé1émètre 
1 ----------------t-----------------t-----------------t-----------------
1 RUDZKI et al. 1 Dosage fluore- 1 2 x 10 - 2u/m1 1 Nécessité d'un 
1----(355) 1979 1 1mmunologique 1 1 fluoromè~re 
1 -------------t-----------------t-----------------t-----------------
1 ·CRANE (363) 1 Agglutination de 1 5 x 1o- 4 u/mll Mesure à l'agré-
1 1981 1 1 a tex 1 1 gomètre 

1 1 1 
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B - DOSAGES BIOLOGIQUES 

Les anomalies qualitatives du F vWf, dont le degré de 
gravité est en général reflété par la durée du temps de saignement, 
peuvent être détectées 11 În vitr0 11 par différentes techniques fondées 
sur 1 •activité fonctionnelle du F vWf qui permettent de mesurer : 

1 •adhésion des plaquettes au sous-
endothélium (BAUMGARTNER : 364), 

- la rétention des plaquettes sur billes 
de verre (SALZMAN : 365, BOWIE : 366), 

- la fixation du F vWf aux plaquettes 
(KAO et al. : 367), 

1•agglutination des plaquettes en 
présence de ristocétine (HOWARD et FIRKIN : 368). 

Seule, cette dernière technique est facilement adaptable 
à un dosage proprement dit, reflétant une des activités fonctionnelles 
du F vWF : 1•activité cofacteur de la ristocétine appelée VIII R:RCo. 

Les observations de HOWARD et al. qui constatent d•abord 
(368) une agrégation diminuée ou nulle lorsque de la ristocétine à 1 
mg/ml est ajoutée à un p 1 as ma ri che en p 1 aquettes de ma 1 a des atteints 
de vWD et,ensuite, que ce défaut peut être corrigé par addition de plasma 
normal (369) ou de facteur VIII/vWf purifié (WEISS et al. : 370) ont 
permis d•utiliser le test simple d•agrégation des plaquettes de malade 
en présence de ristocétine (RIPA : Ristocetin Induced Platelet Agregation) 
pour diagnostiquer la maladie de vWD. Néanmoins ce test a ses limites 
(cf revue généra 1 e de KOUTTS et a 1. 371) : 

- i 1 n • est perturbé qu • en cas de déficit 
important en VIII R:RCo, 

- il est perturbé dans certaines anomalies 
cor.g~nitales (la maladie de Bernard-Sculier, la thrombasthénie, la thrombo
pathie dite de "pool v1de 11

) et acquises (purpura thrombocytopén1que 
idiopathique, mononucléose infectieuse et leucémie aigue). 

enfin, on a constaté récemment que 
la RIPA peut être augmentée dans certaines f?rmes atypiques de maladie 

de Willebrand (~pe 11-B et 11-C) (RUGGER! et al. : 37Z, ~KAHASHI:ll 
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Le diagnostic de vWD est, par contre, beaucoup plus 

fiable s'il est fondé sur le dosage proprement dit du VIII R:RCo, dosage 

qui peut se faire se 1 on différentes techniques résumées dans 1 e tab 1 eau 

XII (p.60), toutes fondées sur le même principe : à des plaquettes dépourvues 

de F VII I/vWf péri p 1 aquettai re on ajoute un échanti 11 on de différentes 

dilutions d'un plasma témoin (contenant par définition 1 U de VIII R:RCo/ml) 

ou du p 1 as ma du ma 1 ade ou de 1 a prépara ti on à ana lyser, et une dose 
fixe de ristocétine (concentration finale • 1,2 mg/ml) et on mesure 
l'agglutination des plaquettes. 

A défaut de p 1 aquettes de ma 1 ad es atteints de vWD sévères 
incapables d'agréger en présence de ristocétine sans addition préalable 

de F vWf exogène, on emploie, selon les techniques, : des plaquettes 

normales préalablement mises en présence d'un antisérum anti-VIII/vWf 

hétérologue qui neutralise le VIII/vWf périplaquettaire (MEYER et al.: 
374), ou des plaquettes normales lavées plusieurs fois utilisées extempora

nément (WEISS et al. : 375) ou après fixation par le formol (KIRBY et 

~ : 376). L'agrégation est mesurée soit par mesure de la densité optiqu~ 
elle est alors quantifiée soit par l'intensité (WEISS et al. : 375) 
ou la ·vélocité (JENKINS et al. : 377) de la réaction, soi.t par la mesure 

de 1 a durée du temps nécessa'i re à 1' apparition d • aggl uti nats détectab 1 es 

a l'oeil nu (ALLAIN et al. : 378), soit encore par comptage des plaquettes 

en suspension avant et après forma ti on des aggl uti nats (EVANS et AUSTEN: 
37g) •. 

NILSSON (380) a souligné,après une étude inter-laboratoire.) 

que le dosage du VIII R:RCo est moins fiable que le dosage du VIII R:Ag, 

Surtout en ce qui concème les taux modérément abaissés. Il faut souligner 
êgalement que, bien qu'il y ait chez les malades vWO une bonne corrélation 
entr 
& e le taux de VIII R:PCo mesuré "in vitro" et l'activité vWf appréciée 

( la fois par le temps de saignement et la gravitê du syndrome hémorragique 

WEiss et a 1. : 38 1), on constate cependant une discordance dans certains 
Cas 
, : - dans la maladie de Willebrand atypique, le VIII R:RCo peut 
etre normal 
la 

grossesse 
alors que le temps de saignemen.t reste allongé : durant 

, les épisodes infectieux et après transfusions (RATNOFF 

1 

1 ,. 
1 
l 
!· 
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et al. : 382, WEISS : 383). - Il existe de plus des malades présentant 
des formes atypiques de la maladie de vWD avec manifestations hémorragiques 
et TS allongé ma1s taux de VIII R:RCo normal ou peu diminué. Ces discordan
ces amènent à souligner que 1 e dosage du VI II R: RCo ne mesure que 1 a 
fonction "cofacteur de 1 a ri stocéti ne 11 du facteur Wi 11 ebrand et ne reflète 
donc pas toujours la fonction biologique complexe (VIII R:vWf) de ce 
facteur. 

TABLEAU XII 

DIFFERENTES TECHNIQUES DE DOSAGE DE L'ACTIVITE 

VIII R:RCo DU F vWf 

AUTEURS CONDITIONS OPERATOIRES 

WEISS et al. (384) !Plaquettes lavées (utilisées extemporané-
lment, ·· 
!Relation linéaire : Log-intensité agréga
ltion - Log-taux de VIII ~:RCo 
1 

MEYER et al. (385) !Plaquettes lavées ou plaquettes 11 neutrali-
lsées"par antisérum anti-VIII/vWf, 
!Relation linéaire : Log-vélocité agréga
tion - Log taux de VIII R:RCo 

ALLAIN et al. (386) Plaquettes lavées et fixées au formol, 
Relation linéaire : Log-temps d'apparition! 
des agrégats - Log-taux de VIII R:RCo 1 

1 
EVANS et al. (387) Plaquettes fixées au formol et lavées , 1 

Dilution des échantillons à analyser en t 
solution contenant 6 p.lOO d'albumine 1 
Relation linéaire : Pourcentage de plaque~! 
tes sédimentées - Log-taux de lill ·R:RCo 1 

1 
ZUZEL et al. (388) Plaquettes lavées et fixées au formol, 1 

Dilution des échantillons à analyser dans 1 
du plasma de vWD sévère, 1 
Relation linéaire : Vélocité agrégation - 1 
Taux ·de YI Il .R.:RCo 1 

1 
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V·PATHOLOGIE LIEE AU F vWF 

On regroupe sous 1 e terme de ma 1 a die de von Wi 11 ebrand 
(vWo) les dêsordres hémorragiques liés au F vWf. Une mise au point régulière 
des prob 1 èmes c 1 iniques, bio 1 agi ques, génétiques et thérapeutiques concer
nant cette maladie a fait l'objet de nombreuses revues générales (cf: 
HOYER : 389, SULTAN : 390, BLOOM : 391) aussi ne donnerons nous ci-dessous 
que quelques éléments physiopathologiques et la tendance actuelle de 
la classification de cette maladie qui sont nécessaires pour envisager 
Ultëri eurement 1 es re 1 a ti ons existant entre 1 a structure et 1 a fonction 
du F vWF. 

Le facteur vWf semble également pouvoir jouer un rôle 
dans 1 e déve 1 oppement de l'at héra sc 1 érose et nous déve 1 opperons ce point 
dans un second temps. 

~DONNEES PHYSIOPATHOLOGIQUES DE LA MALADIE DE WILLEBRAND 

La maladie de vWD se manifeste par un syndrome hémorragiq~e 
at te; gnant es sentie 11 ement 1 es muqueuses et se traduit par des hémorragies 
nasales, gingivales, amygdaliennes, digestives et méno-métrorragiques. 
Ce type d • hémorragie est en grande partie dû à un défaut de l'hémostase 
Primaire reflété par l'allongement du temps de saignement (TS) ; il 
se comprend 1 orsqu • on sait 1'e râ 1 e cru ci a 1 que joue 1 e F VII I/vWf dans 
1'hëmostase primaire (cf p.l2 à 16), rôle qui revient entièrement au 
r VWf du complexe et non au F VIII puisque leTS est tout à fait normal 
Chez les hémophiles A majeurs dont le plasma est totalement dépourvu 
de V 1 II : CAg. 

Il faut noter néanmoins que le rôle du F vWf ne se cantonne 
Pas à l'hémostase primaire car fl intervient, de façon indirecte, dans 
la coagulation en "régulant" le taux plasmatique de F VIII par un mécanisme 
encore inconnu. 

Plusieurs constatations sont à la base de cette énigme: 
- le F VIII:C est souvent diminué (et quelquefois effondré 

au 
d Point que des hémarthroses surviennent chez des patients atteints 
e VWD) chez les malades vWD bien que ceux-ci aient la "capacité génétique" 

de 
d synthétiser un VIII:CAg normal, n'ayant aucune atteinte au niveau 
e leur chromosome X. 

t 
j 

• j 
1 
·' 
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- â maintes reprises, on a constatê, après NILSSON et 
!!.:_ ( 392), une réponse " anorma 1 e" des vWD après transfusion : ces ma 1 ad es 
après injection de diverses fractions dêrivées du sang (plasma, cryoprécipi
té, concentrés de AHA) présentent une augmentation "retardée et prolongée" 
du VIII :C (et du VIII C:Ag) qui peut être attribuée â un apport de F 
vWf puisqu'elle se manifeste également après injection de plasma d'hémophile 
A majeur (HO YER : 393) . I 1 semb 1 e donc que 1 a présence de F vWf soit 
nécessaire pour obtenir un taux normal de F VIII dans le sang. On peut 
imaginer que le F vWf, en tant que "molécule porteuse du VIII", serve 
de "bouclier" à celui-ci et le protège, soit de l'inactivation (WEISS 
et al. : 394) par des enzymes protéolytiques plasmatiques par exemple, 
soit d'un catabolisme rapide, peut être par l'intervention des exoglycosida
ses hépatiques. Certains pensent aussi que le F vWf peut influencer 
la synthèse, ou 1 'excrétion dans le sang, du VIII:CAg (BLOOM : 395). 

8 - CLASSIFICATION BIOLOGIQUE DES DIFFERENTS TYPES DE vWD 

La maladie· de Willebrand ne forme un groupe homogène 
de malades que si on regroupe sous ce nom de vWD,presque comme à l'origine 
de sa définition, les patients des deux sexes, ayant un temps de saignement 
allongé, avec un chiffre de plaquettes et une rétraction du caillot 
normaux, et, au moins, une des caractêristiques liées au F VIII/vWf 
(VIII R:RCo, VIII R:Ag, VIII:C, mobilité électrophorétique du VIII 
R:Ag, répartition multimérique du VIII R:Ag ..• ) perturbée. En effet, 
au fur et â mesure qu'a progressé la mise au point des tests biologiques 
permettant de mieux connaître le F VIII/vWf, O!'l a pu s'apercevoir que 
les résultats sont très variables d'un malade â l'autre (HOYER : 396). 
Tous 1 es types de combinai son entre un taux norma 1, subnorma 1, di mi nuê 
ou effondré de VIII:C, VIII R:RCo et VIII R:Ag sont rencontrés à 1 'exception 
de malades avec un VIII R:Ag diminué mais, â la fois, un VIII:C et un 
VIII R:RCo normal. C'est ainsi que, dans les années 74-79, a augmenté 
progressivement le nombre de. "types" différents de la maladie de vWD 
qui, dans la classification de FIRKIN et HOWARD (397} était de 7. Cependant, 
ces classifications complexes sont maintenant sujettes à caution au 
vu des travaux de ABILGAARD et al. (398}, montrant que les examens biologi
ques (TS, VIII:C, VIII R:Ag, VIII R:RCo ••• } ne sont pas reproductibles, 
d'un pré 1 êvement à l'autre, chez 1 es mêmes ma 1 ad es sauf dans 1 es formes 
homozygotes de la maladie ,et de BLOOM et al. (399) montrant que différents 
types de vWD peuvent coexister dans une même fratrie. 
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Le tableau XIII (p.64) résume les données esentielles des 
tendances de la classification actuelle mais aucune classification n'est 
encore adoptée par tous. Dans la forme congénitale de la maladie de 
Willebrand, transmise sur le mode autosomal récessif ou dominant, on 
distingue 

- le type I. C'est la forme typique de la maladie, dans laquelle 
on différencie 1 es formes sévères se caractérisant par un taux effondré 
de VIII R:Ag, et de VIII R:RCo, qui semble consécutif à une absence 
de synthèse du F vWf car ces ma 1 a des peuvent déve 1 opper des a nt i carps 
anti-vWf, après transfusions répétées. Les formes modérées, elles, pré
sentent des taux variables et dissociés de VIII R:RCo, de VIII R:Ag 
et de VIII:C, qu'on attribue à une "pénétrance variable" de la tare 
au niveau de l'autosome contrôlant la synthèse du F vWf. Chez ces malades 
il Y a absence ou di mi nuti on de toutes 1 es fo,rmes mul timéri ques du F 
VWf. 

- le type IIA. La caractéristique essentielle du F vWf de 
ces ma 1 a des est de manquer de formes mu 1 ti méri ques "1 ourdes" et "i ntermé
diaires". Cette anomalie, qui semble due à un défaut de polymérisation, 
se traduit par une augmentation de la mobilité électrophorétique du 
VIII R:Ag, par un non-parallélisme des courbes de dosage du VIII R:Ag 
en IRMA, et par une diminutio'n de l'activité vWf qui est liée à l'absence 
des formes hautement polymérisées du F vWf. 

- le type IIB. Les plaquettes de ces malades, en suspension 
dans du plasma autologue, agrègent en présence de doses faibles de ristocé
tine, insuffisantes pour faire agréger un PRP normal. Leur F vWf se fixe 
Plu · .. s • "in vitro", aux p 1 aquettes norma 1 es que 1 e F vWf norma 1 et cette 
hyper-liaison" aux plaquettes se traduirait "in vivo" par la disparition 

~~s formes hautement polymérisées du F vWf plasmatique qui serait à 

Origine de leur syndrome hémorragique. 

les malades présentant des formes IIA et IIB de vWD synthétisent 
donc un F vWf anormal ; ils sont appelés "variants" de vWD, par opposition 
~u~ formes typiques où 11 y a un défaut quantitatif de synthèse. 



~ 
TABLEAU XIII~ 

CARACTERISTIQUES ESSENTIELLES DES DIFFERENTES FORMES DE MALADIE DE WILLEBRAND CONGENITALE 

- Typtl 

'-

• Tups de uign .. ent allorgE - Type JIA-
-Au •oins une des c:arac:tEris-

tiques du F YIII/vlllf perturbEe 

~ 
Type 118 -

~ Type Ile 

foraes hoaozygotes (sivères) 
vWO typique dû à une di•inution 
de synthèse du F vlllf 

foraes hEtErozygotes (•odErEes) 

agrEgation l la ristocEtine ::diainuEe ou 
noraale,"variant• de vWO dQ l la synth~se 
de F vlllf anonal 

agrégation à la ristoc:Etine augaentéeo 
.•variant•de vWO dû à la synthèse de 
f vlllf anoraal 

"pseudo-vWD" avec synth~se noraile de 
F vlllf norul 
agrEgation à la ·ristoc:étine augaentEe 

Taux de VIII R:RCo, VIII:C, VIII R:Ag.constaaaent effondrEs 
AgrEgation à la ristoc:Etine : absence 
Apparition possible d'anticorps apr~s transfusion 

Dissociation des taux de VIII R:RCo, VIII:C, VIII R:Ag 
(•pEnEtrance variable de la tare") 
lariabilit6 des rEsultats 
Toutes les foraes aultiaEriques du VIII R:Ag sont diainuies 

Défaut de polyaErisation du F vlllf 
Seules les foraes ligères sont prEsentes 
le VIII R:Ag a donc: une aobilitE Elec:trophorétique augaentEe 

"Hyper-liaison" du f vWf aux plaquettes nor•ales 

0\ 
~ 

les foraes les plus polyaErisEes du f vWf n'existent pas dans le plas•a 

Anoaalie plaquettaire entrainant une "hyper~liaison des foraes lourdes 
du F vlllf. 
les foraes les plus polyaérisées du F vWf n'existent pas ~ans la plasaa 
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- enfin, 1 e type I IC. Dans ce type on regroupe des ma 1 a des 

dont le syndrome hémorragique est d'origine plaquettaire, et que l'on 
- ~ appelle, également de ce fait, pseudo-Willebrand (WEISS et al. : 400, 

HOYER : 401). Nous les avons fait figurer dans le tableau ,bien que leur 

synthèse du F vWf soit quantitativement et qualitativement normale) car 

leur "hyper-réactivité" plaquettaire, induisant une augmentation de 

1 a fi x at ion du F vWf, se traduit éga 1 ement par des anoma 1 i es du F V II I/vWf 
Plasmatique. 

Pour être complet, il faut noter également : 

- les formes de vWD associées à des anomalies plaquettaires 

ou à un déficit en XII dont KOUTTS et a 1 • ( 402) ont rassemb 1 é 1 es di verses 

observations mais dont l'étude n'a apporté, jusqu'à présent, aucun élément 
nouveau en ce qui concerne le complexe F VIII/vWf : 

- et 1 'existence de formes acquises de la maladie de vWD, 

qui peuvent être dues soit à la présence d'anticorps anti-vWf, soit 

â un catabo 1 i sme augmenté du F vWf, soit encore â une rétention anorma 1 e 

de ce facteur au ni veau de tumeurs ou de certaines ce 11 ul es sanguines 
(va; r p. 150 à 152) • 

\ 

!, 
1 

1 

~ 
1 
\ 
' i! 
tt 

lf 
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C- ROLE DU F vWf DANS L'ATHEROSCLEROSE 

L'athérosclérose se rencontrant non seulement chez l'homme 
mais aussi chez d'autres mammifères, tel le porc, l'équipe de BOWIE 
et al. (403), qui maintient depuis plusieurs années un élevage de porcs 
ayant une forme sévère de vWD, a pu étudier 1 e rô 1 e du F vWf dans 1 a 
genèse de cette maladie. 

Les résultats des ana lyses hi sto 1 agi ques des artères 
de porcs, vWD et normaux, effectuées par FULSTER et al. (404, 405) et BOWIE 
et al. (406) montrent des différences significatives : chez les porcs 
vWD les lésions athéroscléreuses sont beaucoup moins fréquentes et, 
si les animaux sont soumis à un régime alimentaire riche en cholestérol, 
on observe des infiltrations graisseuses au niveau de 1 'intima des vaisseaux 
mais pas de lésions prolifératives,comme celles observées dans le groupe 
de porcs normaux élevés dans les mêmes conditions. Ces observations 
sont complétées par des expérimentations de transplantation de segments 
aortiques de porcs vWD chez des porcs normaux, et vice versa, qui montrent 
que 1 'athérosclérose se développe dans les segments aortiques de porcs 
vWD transp 1 an tés chez des porcs normaux et que, donc, e 11 e semb 1 e 1 i ée 
à la présence de F vWf, plasmatique ou plaquettaire, au niveau du vaisseau 
(FULSTER et al. : 407). Il est alors tentant de postuler que c'est en 

' 
diminuant l'interaction plaquette~paroi, que le déficit en F vWf empêche 

l'apparition des plaques athéroscléreuses car on sait,depuis les travaux 
de ROSS et a 1. ( 408) , que 1 es p 1 aquettes 1 i bèrent un facteur, 1 e PDGF 
("platelet derived growth factor), qui stimule la prolifération des 
cellules des muscles lisses de la paroi vasculaire qui est à l'origine 
de la plaque d'athérome. 

Cette hypothèse séduisante qui prête au F vWf un rôle 

important dans la genèse de l'athérosclérose doit être cependant discutée. 
En effet, une étude récente de GRIGGS et al. (409) montre que ies coronaires 
dénudées de porcs, qu'ils soient normaux ou vWD sévères, sont le siège 
de lésions athêroscléreuses et que, par conséquent, le F vWf ne serait 
qu'une des covariables dans le phènomène complexe d'apparition de la 
plaque d'athérome. De plus, des observations chez l'homme de SILWER 
et al. (410) et de KERNOFF et al. (411) ne confirment pas les observations 
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faites sur le porc : l'autopsie de malades atteints de forme, même sévère, 
de vwo a permis de déceler des plaques athéroscléreuses. Pour savoir 
Si, réellement, le F vWf intervient dans le développement de l'athéroscléro
se chez l'homme il faut attendre notamment les conclusions d'un groupe 
de. l'institut national de la santé et de l'organisation européenne de 
la recherche sur la thrombose (ETRO) qui, dans un projet appelé ROKITANSKI
DUGUID, prévoit, après avoir répertorié environ 1077 patients atteints 
de la maladie de WilÏebrand sévère (WEISS et al. : 412), de rechercher 
Chez ces personnes, par des techniques non traumatisantes, des signes 
d'athérosclérose. 

\ 1 1 
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VI RELATIONS STRUCTURE-ACTIVITE DU F vWF 

Ce que l'on cannait actuellement des relations existant entre 

la structure et l'activité du F vWf découle de deux types d'expérimentations 

- des études structura 1 es qui ont été faites ~ur 1 e F vWf 
11 anorma 111 des malades présentant une anoma 1 i e qua 1 itati ve de ce facteur 
(,.variants .. de vWD). Elles sont rares et superficielles car elles 

ne peuvent, de par la quantité de plasma de départ disponible, prétendre 

à une étude structurale complète du F vWf anormal, d'autant plus que, 
nous venons de 1 e voir (p. 49 à 52), 1 a structure du F vWf norma 1 est encore 
mal connue. 

-d'études fonctionnelles réalisées sur des préparations de 

F vWf_normal ou modifié par divers agents chimiques ou enzymatiques. 

Les résultats obtenus seul i gnent l'importance du degré de 

polymérisation et de la copule glycannique du F vWf, deux éléments que 

nous envisagerons successivement. 

A - STRUCTURE 11 SPATIALE 11 /ACTIVITE VIII R:vWf 

1) Etude du F vWf modifié 
-----~-------------~--

Après 1 es travaux de COUNTS et a 1. ( 413) et BLOMBACK et a 1. 

(414) montrant que, dans des conditions réductrices, l'activité VIII 
R:RCo du F VIII/vWf diminue alors que son activité VIII:C reste inchangée, 

di verses équipes- ont montré que ce sont 1 es formes hautement polymérisées 
du F vWf (formes appelées VHMW : Very High Molecular Weight) qui, nin 

vitro; sont le support de l'activité VIII R:vWf. En effet, DOUCET-de 
BRUI NE et a 1 • ( 415) ont d • abord montré qu • après addition de p 1 aquettes 

lavées et de ristocétine à une préparation de F vWf, on obtient, dans 
1 e surnageant·, du F vWf de masse mo 1 éculai re inférieure et de mobilité 

électrophorétique augmentée ressemblant au F VIII R:Ag du surnageant 
de cryopréci pit at ion. LEGRAND et a 1 • ( 41.6) ajoutent que ce sont 1 es 
formes de plt•s haut poids molécula1re qui 1ntervienne'1t dans l'adhésion 

des plaquettes au collagène. SAKARIASSEN et al. (417) confirment ces 
résultats en étudiant l'adhésion au sous-endothélium, MARTIN et al. 
(418) ajoutent que ce sont les formes les plus polymérisées du F vWf 

humain qui ont l'activité VIII R:RCo la pl~s élevée mais remarquent 

que cette ac ti vi té ne dépend pas seulement de 1 a MM des po lymêres mais 
aussi de leur conformation, sous dépendance de l'agencement des ponts 

di sulfure. 
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Tous les résultats résumés ci -dessus, obtenus en étudiant 
les différentes formes multimériques du F vWf normal ou modifié tendent 
à montrer que le degré de polymérisation du F vWf joue un rôle important 

Pour ses différentes activités mesurables "in vitro". Le degré de polyméri
sation intervient-il aussi dans l'activité physiologique du F vWf c'est 
à dire celle qui retentit sur le temps de saignement ? 

L'étude de la répartition des multimères du F VIII/vWf chez 
les variants de la maladie de 'lWO tend à prouver que oui. En effet, 

MEYER et a 1. ( 419) mont~ent que J dans 1 es variants dits vWD de type II, 
les polymères de VHMW sont absents alors que les formes légères du F 

VWf sont augmentées. RUGGER! et al. (420) ajoutent qu'il existe deux 
f.ormes de variants : 

- dans 1 e type I IA i 1 y a prédominance dans 1 e p 1 a sm a des 
5 Plus petits multimères du F vWf et les formes VHMW n'existent ni dans 

le Plasma, ni dans les plaquettes, et l'agrégation à la ristocétine est 
dim; nuée, 

-dans le type IIB: les VHMW sont absentes dans le plasma 
oa existent des formes "légères .. et .. intermédiaires .. pouvant attèindre 
8
·5 x 10 6 daltons, alors que \outes les formes multimériques sont présentes 

dans les plaquettes. Le F vWf anormal a un comportement bien particulier ... 
1 n vi tro 11 

: ; 1 se fi xe aux p 1 aquettes à des con cent rations de ri stocéti ne 
inf-

des 
er; eu res à ce 11 es re qui ses pour fi x er un F vWf norma 1 et, de p 1 us, 

formes plus petites que celles se fixant normalement aux plaquettes 
sont impliquées dans cette fixation. On ne cannait pas encore l'origine 

de cette "hyper". réactivité du F vWf chez ces patients. 

Récemment GRALNICK et al. (421) ont étudié le comportement 
de F' vWf norma 1, natif ou partie 11 ement réduit, et de F vWf anorma 1 d • un 

~alade vwo,dans le test de fixation aux plaquettes en présence de ristocé
tine. Les résultats de la première colonne du tableau XIV (p. 70) montrent 

que, Si le F vWf .réduit partiellement se fixe moins bien aux plaquettes 
que le F vWf normal, ce qui est en accord avec les résultats ci-dessus 

' i 

i. 

1 
~ 

;, 
1• ,, 

,, 
'1 
t, 

i 
1 

~ 
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TABLEAU XIV 

CARACTERISTIQUES DE lA FIXATION, AUX PLAQUETTES NORMALES EN PRESENCE 

DE RISTOCETINE, DE DIVERSES FORMES DE F VIII/vWf (GRALNICK et al. : 421) 

1 
1 FacteurVIII/vWf 
1 natif 

~ 1 1 
1 n 
1 

FVIII/vWfnormal 1 2,0 1,5 
1 

F VII 1/vWf norma 1 1 
ap,rès rêduct ion a veel 5,2 2,1 
B-mercaptoéthano 1 à 1 

0,01 p. 100 1 
1 

F VIII/vWf anormal 1 14,9 4,8 

Asialo
F VI II/vWf 

Kd n 

2, 0 1 '4 

5, 8 2 '2 

1 1 
1 Asialo- 1 
1 agalacto-F VIII/vWfl 
1 1 

1 --1 
1 Kd n 1 

1 1 

1 15,1 2,8 1 
1 1 
1 1 
1 13,4 3,6 1 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

d'un ma 1 ade vWD 1 
1 
1 

1 1 

1 l1 

Kd • Constante de dissociation en nanomo1es4 n • Nombre de molécules par plaquette x 10 

1 
1 
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PUisqu'il ne contient plus de formes VHMW, il n'est cependant pas aussi 

mal fixé que le F vWf anormal isolé du plasma d'un malade vWD ayant 

cependant, comme lui, des formes multimériques s'échelonnant entre 1,1 

et 6,9 x 10 6 daltons. Ce résultat laisse penser que le degré de polymérisa

tion n'est donc certainement pas l'unique élément intervenant dans l'activi
tê biologique d~ F vWf. 

~OPULE GLYCANNIQUE/ACTIVITE VIII R:vWf 

GRALNICK et al. (422) ont été 1 es premiers à noter, chez trois 

Pat; ents atteints d'une forme de va ri a nt de vWD, 1 'absence de co 1 orati on 

au réactif de Schiff de la sous-unité du F VIII/vWf. Cette anomalie 

est confirmée par ces mêmes auteurs ( 423) qui démontrent, un peu p 1 us 

tard, qu'elle est due à une modification des glycannes puisque chez 2 

d~malades vWD étudiés il y a une diminution nette du taux d'acide sialique 

(les résultats annoncés étant de 17,5 et 14,5 n moles/mg de protéine 

alors que pour le F VIII/vWf normal de 6 plasmas témoins ce taux serait 

de 38,3 ! 7,9 n moles/mg). DE MARCO et SHAPIRO (424) trouvent, eux, que 

le taux normal d'acide sialique est de 131 ! 16 n moles/mg et qu'il 
existe une diminution à 75 n moles/mg chez 1 des 2 vWD de type IIA étudiés. 

Récemment GRALNICK et al. (425} ont comparé 1 a composition glycanni que 

du F VI II /vWf iso 1 é à partir de 2, 5 1 de p 1 as ma d'un ma 1 ade vWD à ce 11 e 

du F VIII/vWf isolé de 7 .mélanges de plasmas normaux . Si les valeurs 

annoncées sont bien différentes, en ce qui concerne 1 'acide sialique, 

de Celles publiées en 77 (426) il est cependant évident, comme on peut 

le Voir dans le tableau XV (p.72), que le malade étudié à un déficit 

a la fois en acide sialique, galactose et N-acétylglucosamine. Cependant) 

la fréquence de l'anomalie de la copule glycannique du F VIII/vWf de 

vwo est mise en doute par ZIMMERMAN et ·al. !427) qui n'obtiennent un 
ra . 

PPort coloration au bleu de Coomassie/coloration PAS augmenté que 

thel 1 malade (de type IIA}, sur 16 vWD étudiés (de type I ou IIA), 

qu; est justement un des malades cités par GRALNICK et al. (426,428}. 

CePendant, GRALNICK et al. (429} viennent de montrer que, bien que l'acide 

Sialique représente plus de 30 p. lOO de la fraction glycannique du F VIII/vWf 

npormal, sa désialylation n'affecte pas son rapport de coloration Coomassie/ 
As 

; en fait ce rapport n'augmente que s'il y a également une diminution 
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TABLEAU XV 

COMPOSITION GLYCANNIQUE, EN NANOMO.LES PAR MG, DU F VIII/vWf NORMAL 

ET ISOLE DU PLASMA D'UN MALADE vWD (GRALNICK et al. : 425) 

F VII I/vWf F VI II/vWf 1 
NORMAL ANORMAL • 1· 

1 (moyenne et déviation 1 (valeurs extrêmes et 1 

1 standard de 7 mé 1 anges 1 moye mes de 2 détermina- 1 

1 de plasmas témoins) 1 tians au moins sur le 1 

1 1 plasma du même malade 1 

1 1 vWD) 1 

Acide Sialique 1 145 !14 46-69, 60 
(hydrolyse acide) 1 

1 
·1 Ga 1 actose 1 
1 (libéré par B-galactosi-1 143 !12 60-69, 66 
1 dase après désialylationl 
1 1 
1 Ga 1 actose 1 
1 (libéré par hydrolyse 1 165 !1a 90-105, 95 
1 acide) 1 
1 1 
1 N-Acétyl glucosamine 1 163 !30 47-63, 55 
1 1 
1 1 
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du galactose pénultième. Il apparait donc que ce rapport n'est qu'un 
moyen très grossier pour détecter une anomalie glycannique du F VIII/vWf 

PUisqu'il n'est modifié que s'il y a un déficit d'environ 50 p.lOO de 
la copule glycannique. 

L'utilisation de la Concanavaline A (Con A), lectine spécifique 
des groupements 0{ -g 1 ucose et tl.. -mannose semb 1 e, e 11 e, p 1 us ·intéressante. 
En effet 7 après que PEAKE et BLOOM (430) aie~t montré une diminution 

de la précipitation du F VIII/vWf plasmatique en présence de Con A chez 
certains vWD atypiques, TAKAHASHI et al. {431) et HOWARD et al. (432) 

ont confirmé en partie cette observation. Ces derniers (433) ont mis 
au 
de 
la 

po; nt une tech ni que de radi o-immunoé 1 ectrophorèse croisée en présence 
Con A qui 1 eur a permis de détecter une anoma 1 i e de 1 a fi x a ti on à 

Con A chez 12 ma 1 ades présentant un vWD modéré et dans 1 e surnageant -· 
de cryoprécipité. Ces résultats leur permettent de dire que les formes 

Peu polymérisées du F VIII R:Ag ,telles que celles rencontrées dans le 

surnage an~ de cryopréci pi té et chez certains vWD, comportent une partie 
9lycannique réduite ou moins accessible à la Con A. 

Les effets d'exoglycosidases et en particulier de neuraminidases 
sur l'ac ti vi té du F vWf sont ','objet de controverses. En effet, p 1 usi eurs 

auteurs ont montré que la libération de l'acide sialique n'affecte pas 

la fonction du VIII R:RCo du F vWf ni sa fixation aux plaquettes (KIRBY 

et .MILLS : 434, VERMYLEN et al. : 435, FUKUI et al. : 436, DE MARCO :t SHAPIRO : 437, MORISATO et GRALNICK : 438, GRALNICK : 439 et al. 

1
40

) tandis que d'autres trouvent que la désialylation induit une diminution 

K rnportante de l'activité du F vWf ( SODETZ et a 1 • : 441 , ROSENFELD et 

~RB y : 442, KAO et a 1 • : 443) • Pour VERMYLEN et a 1 • { 444, 445) et DE 
~Rea et SHAPIRO (446) la désialylation a comme effet de permettre au 

VIII/vWf d'agglutiner les plaquettes en absence de ristocétine, elle 
diminue en outre considérablement la demi-vie du F · VIII/vWf chez le 
laPin, qui passe de 240 min à 5 min {SODETZ et al. : 447). 

.. Si l'importance de l'acide sialique en position terminale 
''01'1 
e ~"éductri ce n • est pas uni verse 11 ement prouvée, 1 e râ 1 e du ga 1 act ose 

1 ~ Position pénultième, lui, fait l'unanimité : GRALNICK (448) ont montré 
importance du galactose dans l'agrégati9n à la ·ristocétine: la galactose-
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oxydase diminue de 90 p. lOO, . cette fonction qui peut-être restaurée 
ultérieurement par réduction et SODETZ et al. {449) et KAO et al. {450) 

ont confirmé le rôle du galactose. MORISATO et GRALNICK {451) montrent 

que la B-galactosidase induit une diminution de 75 p.lOO de la fixation 

du F vWf aux plaquettes et de plus 80 p.lOO de son activité VIII R:RCo. 
KAO et al. (450) ont étudié la concentration nécessaire pour inhiber 

50 p.lOO de la fixation de F VIII/vWf normal et la constante de dissociation 
lors de la fixation de différentes formes de F VIII/vWf natif, désialylé, 

et oxydé sur le galactose. Leurs résultats reportés dans le tableau 

XVI (p.75) montrent l•importance du groupement glycannique du F vWf, 

et notamment de galactose, dans l 1 interaction F VIII/vWf/plaquettes, 
en présence de ristocétine. Récemment GRALNICK et al. {452) ont confirmé 

ce fait et leurs résultats sont ~eportés dans le tableau XIV {p.70) 
montrant que la fixation du F VIII/vWf n•est pas modifiée (Kd=2,0) si 

on_ désialyle le F VIII/vWf mais que le fait d•enlever ultérieurement 

le galactose diminue considérablement cette fixation au point que sa 

constante de dissociation (15,1) devienne très proche de celle {14,9) 

obtenue avec un F VIU/vWf anormal isolé d 1 l sujet vWD. 

En résumé, 1•ensemble des résultats ci-dessus montre que 

la structure macromoléculaire du F vWf et sa copule glycannique jouent 

un rôle primordial dans son interaction avec les plaquettes 11 in vitr0 11 

et'que ces éléments, au vu des anomalies constatées chez les vWD, intervien

nent certainement dans 1•activitê physiologique du F vWf au niveau de 

11 hémostase primaire. On peut trouver dans 1•article de FURLAN et al. 

(453) un élément d•explication à l•intervention simultanée de la structure 

polymérique et de la copule glycannique : en effet, ces auteurs montrent 

que les formes VHMW du F vWf ont une affinité plus grande pour les lectines 

de Ricin spécifiques du galactose. On peut donc penser que c•est parce 

qu•elles sont plus riches en Gal ou qu•elles ont des résidus de Gal 

plus accessibles {GRALNICK : 454) que les formes très polymérisées dU 
F vWf sont le support de 1•activité Willebrand à moins, mais ceci est 

hypothétique, que les glycannes du F vWf ne soient nécessaires à sa 

polymérisation. 
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TABLEAU XVI 

ROLE DE LA COPULE GLYCANNIQUE DU F VIII/vWF DANS SON AFFINITE POUR LES 

~QUETTES ET SON ACTIVITE AGREGANTE EN PRESENCE DE RISTOCETINE (KAO et al.:450) 

1 

1 Ac. Sialique Galactose 1 Activité VII Il Affinité pour les 1 1 
1 n mole/mg n mole/mg 1 R:RCo 1 p 1 aquettes en présence 
1 proteine proteine 1 Vitesse 1 de ristocétine 
1 l d'agrégation 1------------~---------
1 1 [concentra-
1 1 ti on, en;9/ml, 
1 1 inhibantSO Kd (nM) 
1 1 p.100 de la 
1 1 fixation de 
1 1 F VIII/vWf 
1 

., normal 
1......___ 1 
1 ~ v + + 1 I II/vWf 115 .4 - 1 .4 165,3-14,.8 11 ~3 2,0 1 , 1 
1 natif 
1 
1 rAsia1o-' + + 14,8 12,5 29 ,3 -1 '4 169\9 -21,. 5 4,4 
1 VIII/vWf 
1 A . 
1 GSlalo-
1 alacto;e 

+ + 1 r ox; dés 30 ,,8 -3,3 102,3 -3.,9 2 '1 66 53,8 
1 VIII/vWf 
1 1 
1 GaAsia1o:. ,. 
1 ox,;1da_ctose 

+ 1 + 1 r· es puis 35 ,7 -1,6 1 175,1 -7.,4 3,7 30 18~9 
1 r edu; ts 1 
1 VIII/vwf 1 
1 1 
"--- 1 
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LE FACTEUR VIII 

Le terme facteur VIII (F VIII) est réservé â la partie du 
complexe moléculaire F VIII/vWf qui est le support : 

- de 1• activité bio 1 ogi que au ni veau de 1 a voie endogène 
de la coagulation, activité coagulante dénommée VIII:C, 

homologues, 
VIII :CAg. 

des sites antigéniques reconnus 
neutralisant cette activité VIII:C, 

par les anticorps 
qui constituent le 

Comme le rôle du facteur VIII dans la coagulation a 
déjà été décrit (p.9), nous nous limiterons ci-dessous â évoquer les 
problèmes de la synthèse, des propriétés biochimiques et immunologiques, 
des techniques de dosage et de la pathologie associée à cette entité 

moléculaire. 
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I - SYNTHESE DU F VIII 

Le lieu de synthèse du F VIII n'est pas encore connu 
aussi envisagerons nous successivemene~les différentes cellules qu'on 

-
a supposé être cap ab 1 es de synthétiser 1 e F VIII, sous 1 e contrô 1 e 
du chromosome X. 

~ LES CELLULES ENDOTHELIALES 

Diverses constatations peuvent laisser supposer que 
le F VIII aurait, sinon la même origine que le F vWf, du moins une 
étape commune lors de sa chaine de synthèse : 

- la présence de déterminants antigéniques communs sur 
les molécules support du VIII:C et du VIII R:vWf (PEAKE et BLOOM : 
455, KOUTTS.et al. : 456, BOUMA et al. : 457, RATNOFF et al.: 458). 

- l'absence d'observation de cas de déficit isolé en 
lllOlëcules support de l'activité VIII R:vWf. En effet, les malades 
Présentant un déficit sévère en F vWf ont également une nette diminution du 
~VIII et il existe souvent, chez les gens·sains, comme chez la plupart ces 
vwo, un parallélisme entre le taux plasmatique de VIII:C (F VIII) et de ~~ 
Ag (F vWf) - la réponse bien particulière des vWD aux injections 
de Plasma ou de cryoprécipités qui se caractérise par une élévation, 
Plus grande que prévue, du VI\I:C et par la persistance de cette activité 
Pendant au moins 24 heures (cf revue générale de HOYER : 459). 

Néanmoins, bien que le VIII R:Ag, nous 1 'avons vu précédem
ment, ait été localisé dans les cellules endothéliales humaines, aucune 
activité coagulante VIII:C n'a été décelé~ au cours des nombreuses 
exPérimentations de cultures de cellules endothéli~les. Ces résultats 
n'excluent toutefois pas tot a 1 ement l'hypothèse d • un . 1 i eu de synthèse 
identique pour le F VIII et ·1e F vWf car on peut expliquer l'absence 
de VIII:C dans les cultures endothéliales de plusieurs façons : 

- les conditions de production du VIII:C ne sont pas 
respectées durant les cultures. 

. l'activité coagulante 
Protêases libérées dans le milieu de 
Par STEAD et Mc KEE : 460, 461). 

VIII:C est détruite par les 
cul ture (ce qui a été démontré 

~ . 
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- le support moléculaire- du VIII:C serait inactif et 
n•acquiererait son activité coagulante qu'une fois libéré dans le 
plasma. Ceci se ferait, selon SWITZER et al. (462, 463), par action 
de la thrombine sur un précurseur qui serait en fait la molécule de 
VIII R:Ag. 

En fait, des résultats récents de BLOOM (464) précisent 
que, non seulement on ne trouve pas de VIII:C dans les surnageants 
de cultures endothéliales mais que, même 1 •antigène qui est associé 
à cette activité (VIIIC:Ag) en est absent. Ceci n'est compatible 

. avec 1 es deux dernières hypothèses ci -dessus que si on admet que 1 e 
précurseur ou les produits de dégradation de la molécule support du 
VIII:C n'ont pas tous les déterminants antigéniques du VIIIC:Ag. Il 
apparaît cependant plus vraisemblable que le VIII:CAg ne soit pas 
synthétisé par les cellules endothéliales mais qu'il soit formé par 
d'autres cellules alors que sa synthèse, ou son excrétion dans la 
circula ti on, pourrait être sous 1 a dépendance de 1 a présence du F vWf 
dans la circulation ainsi que nous l'avons évoqué précédemment (p6ll 

Différentes cellules ont été supposées pouvoir synthétiser le F VIII: 

B - LE FOIE 

En 1965, GARDIKAS et al. (464~ constatent que le sang 
quittant le foie a un taux de VIII:C supérieur à celui du sang de 
la veine porte. Diverses expériences de transplantations (MARCHIORO 
et al. : 465, WEBSTER et al. : 466, 467 et BOWIE et al. : 468) sont 
en faveur d'une synthèse hépatique du VIII:C mais OWEN et BOWIE (469) 
ne peuvent démontrer ce 11 e-ci dans 1 eurs premiers essais de perfusions. 
Pourtant, un peu plus tard, ils montrent (470)~ avec d'autres (BLOQM: 
471, SHAW et al. : 472}) que cette synthèse est possible à condition 
que le sang perfusant les foies de rat ou de porcs nouveau-nés contienne 
du VIII R:Ag. 

Néanmoins, plusieurs constatations (BOWIE et al. : 473, 
CASTILLO et al. : 474, GREEN et RATNOFF : 4i5) amènent à penser qu' i 1 
existe d'autres lieux de synthèse du F VIII. 
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E_- LES LEUCOCYTES 

Un rapport préliminaire de ZACHARSKI et al. (476) concernant 

la synthèse du VIII:C par les leucocytes, est tout d'abord critiqué 

Par R ICKLES et a 1. ( 477) qui pensent que l'activité coagulante mi se 

en évidence est due à l'interférence du facteur tissulaire mais est 
de nouveau discuté (HOUGIE : 478, PIOVELLA et al. : 479) depuis les 
travaux de BLETCHER et al. (480) qui montrent que les leucocytes humains, 

en présence de phytohémaggl uti ni ne, synthétisent une substance pr~coagu
lante neutralisable par les anticorps anti-VIII:C homologues. Cette 

synthèse, qui pourrait se faire également en absence de lectine, permet 
d'expliquer 1 'observatio~ d'une rémission du déficit en VIII:C, dosé 
Par 2 techniques différentes, chez un hémophile A, au cours d'une 
leucémie (BOUHASIN et al. : 481). 

WEAVER et al. (482), grâce à des transfusions entre 
Chiens normaux splénectomisés et chiens hémophiles, montrent que la 

rate est impliquée soit dans le stockage soit dans la synthèse du 
VIII:c. 

POOL (483) ajotite que seul l'extrait de rate parmi les 
extraits de divers tissus (hépatiques, rénaux, moelle osseuse) renferme 

une activité VIII:C. Des perfusats de rate contiennent de l'activité 
vr · 

II:C (WEBSTER et PENICK : 484, WEAVER et .al.. : 482, PABST et al. 
485 ). De plus diverses expériences de greffes de rate (WEBSTER et 
al --
~ : 486, NORMAN et al. : 487, GROTH et al. : 488) ou d'injection 
de 

Cellules lymphoïdes spléniques (DESAI et al. : 489) chez le chien 
hëmophile sont suivies d'une élévation de leur taux de VIII:C. Il 

:aut noter que pour DODDS et a 1 • ( 490) 1 e foie et 1 a rate seraient 

ous deux impliqués dans la synthèse du VIII:C, le foie synthétisant 
llne Substance qui stimulerait la production splénique du VIII:C (DODDS 

~: 491). 

~RES LIEUX DE SYNTHESE 

Des préparations de rein semblant montrer une activité 
C:oa 

9lllante VIII:C, cet organe a été impliqué dans la synthèse du VIII:C 
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(BARROW et GRAHAM : 492). Néanmoins, des transplants de reins chez 
le porc vWD n'augmentent pas son activité VIII:C (WEBSTER et al. : 
493) et le rein ne semble, en tous cas, pas être le seul site de synthèse 
du VIII:C (HOWARD et al. : 494). 

L'ensemble de ces travaux permet de dire qu'on a impliqué, 
au cours de ces quinze dernières années, de nombreux organes et tissus 
dans la synthèse du VIII:C. Certains des résultats,fondés sur la technique 
de dosage du VIII:C en 1 temps, doivent être interprétés cependant 
avec prudence sachant qu'il existe alors des problèmes d'interférence 
de facteurs de coagulation activés ou de facteurs tissulaires. A 
l'heure actuelle, ces travaux devraient être repris et complétés par 
une recherche immunologique de l'antigène associé au VIII:C. Il parait tou
tefois admis que 1 e foie et 1 a rate sont i mp 1 i qués dans cette synthèse 
mais, comme ces organes ont de nombreux types de cellules en commun 
(ce 11 u 1 es lymphoïdes, rét i cu 1 o-endothé 1 i a 1 es, endothé 1 i a 1 es, macrophages 
et fibroblastes), il reste désormais à en préciser le site cellulaire 
exact. 
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II -BIOCHIMIE DU F VIII 

lL- DIFFICULTES D'ISOLEMENT 

Les publications sur la caractérisation biochimique 
du matériel purifié ou, tout au moins, hautement concentré, associé 
â l~activitê coagulante VIII:C sont peu nombreuses. Les difficultés 
rencontrées lors de l'isolement de cette molécule,fondé sur les conditions 
de dissociation du complexe VIII/vWf décrites précédemment (p28 et 49) 
sont les suivantes : 

- d'abord, le facteur VIII a une concentration plasmatique 
très faible évaluée à 50 ng/ml et représente moins de 1 p.lOO du complexe 
entier F VIII/vWf qui est déjà difficile à purifier. A titre d'exemple, 
il a fallu à VEHAR et DAVIE (495) 125 litres de plasma de boeuf pour 
PUrifier environ 0,4 mg de F VIII. 

- le second problème est que l'activité coagulante VIII:C 
supportée par le F VIII est labile et qu'il est donc indispensable 
d'effectuer , au cours de 1 a puri fi cati on, un dos age i mmuno 1 ogi que du 
F' VIII; or le dosage du VIIIC:Ag reste une technique délicate, limitée 
aux laboratoires possédant ~u plasma de malades ayant des anticorps 
homologues (cf P. 9EL 

. - enfin, le F VIII est très sensible à la protéolyse 
( 1 . 

a thrombine et la trypsine causant une rapide activation suivie 
d'une désactivation, la plasmine détruisant l'activité coagulante) 
et · 

ceci même en présence de très fai b 1 es concentrations de protéases 
(SWITZER et al. : 496). 

~SSE MOLECULAIRE DU F VIII NATIF ET ACTIVE PAR LA THROMBINE 

Le facteur VIII obtenu d'abord par gel filtration en 
hlil 

ieu CaCl 2 0,25 M de F VIII/vWf purifié est retardé dans les colonnes 
de -

Sel filtration, contrairement au F VIII/vWf et au F vWf, mais sa 
:;sse moléculaire ne peut être évaluée sur son volume d'élution car c~tui
et Varie selon les quantités de F VIII injectées sur la colonne (SWITZER 

Mc KEE : 497). En gradient de saccharose, i 1 a un coefficient de 
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sédimentation d'environ 6,75 (RICK et HOYER : 498) ou de 7,25 (HOROWITZ 

et a 1 • : 499) qui pourrait être en accord avec une MM de 150000 -

200000. Dans le plasma citraté il a un comportement en ultrafiltration 
en faveur d • une MM de 236000 :!: 12000 (NEWMAN et a 1 . : 500), a 1 ors que • 

dans 1 e p 1 as ma hé pari né , i 1 présente 1 e comportement d • une mo 1 écu 1 e 

de MM = 22000 (ROCK et al. : 501). HOYER et TRABOLD (502) séparent 

le facteur VIII du complexe F VIII/vWf. isolé par immunoadsorption 
sur anti-VIII R:Ag de lapin en l'éluant par un tampon de force ionique. 

élevée contenant de la serum albumine bovine et un inhibiteur des 

protéases : le DFP ; lors de tamisage moléculaire sur G200 le F VIII 

est élué dans des volumes correspondant à un rayon de Stokes de 88 A et 

présente, en gradient de saccharose, unS de 8,2, valeurs en faveur 

d'une MM de 285000. Le F VIII activé par la thrombine jusqu'à 2 x 
10-3 U/ml a une MM de 116000 (Rayon de Stokes : 60 Â , 5S) alors que 
le F VIII inactivé par des concentrations de thrombine de 10 -J à 10-l 

U/ml aurait une MMvoisinede70000 (3,7 S) (HOYER: 503). D'autres 

auteurs ont avancé d'autres MM. Après une étude par électrophorèse 

en gel de polyacrylamide en présence de SOS, KANG et al. (504) détectent 

une bande de 140000 se dissociant en sous-unité de 48000 en milieu 

réducteur alors que pour HARRIS et al. (505) la MM est d'environ 116000 

et,pour COCKBURN et al. (506), l'action de la thrombine sur le F VIII/vWf . 
se visualise par l'apparition d'une protéine de MM : 85000 qui pourrait 

être le support du VIII:C. WEINSTEIN et al. (507) ont, eux, analysé 

en électrophorèse, en gelfiltration et en ultracentrifugation, du 

plasma traité avec des anticorps anti-VIIIC:Ag marqués à 1•125 I: leurs 

résultats sont en faveur d'une MM de 270 000 avec cependant, en électro

phorèse, des bandes mi ne ures correspondant à 200000, 135000 et 120000; 

il est à noter qu'aucune de ces bandes n'apparaît lorsque la même 

analyse est effectuée à partir du plasma de 5 hémophiles A majeurs 

et que la forme de MM 270000 disparaît lorsque le plasma est préalablement 

activé par la thrombine alors que la bande correspondant à la MM de 

120000 s'intensifie. Récemment, VEHAR et DAVIE (508) et KNUTSON et 

FASS (509) ont purifié du F VIII à partir de plasma de boeuf et de 

porc. Sur leurs ~réparations purifiées environ 300000 fois, ils ont 
étudié les sous-unités obtenues en présence de concentration élevée 

de SOS et les modifications apportées par l'action de la thrombine. 

En ce qui concerne le F VIII humain, les renseignements les plus récents 

sont apportés par la publication de FULCHER et ZIMMERMAN (510), qui 

ont purifié environ 154000 fois le F VIII grâce à l'immunoadsorption 

i 
. ' 

1 
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du F VIII/vWf sur anticorps monoclonaux anti-VIII RAg avec élution 
Par le CaC1 2 0,35 M puis passage sur aminohexyl-Sepharose (AUSTEN 

511). Dans des conditions réductrices, 1 'électrophorèse en acrylamide 

met en évi denee un doub 1 et {MM 79"000 et 80000 ) , une bande à 92000 Et 

des bandes faibles de MM s'étalant jusque 188 000. Le traitement 
Par la thrombine fait s'intensifier puis disparaître la bande de 

92000 a 1 ors que toutes 1 es autres bandes di spa rai ssent et qu'apparaissent 
un doub 1 et à 71000 et 72000, une bande à 54000 et une bande de 44000. 

Pour ces auteurs, la bande de 92000 serait due à la forme activée du 

F' VIII, alors que les bandes de 44000, 54000, 71000 et 72000 seraient 

les témoins précoces d'une protéolyse ultérieure par la thrombine. 

~AUTRES PROPRIETES DU F VIII 

Jusqu'à présent , 1 a p 1 upart des travaux concernant 
le F VIII humain se sont limités à 1 'étude de sa MM, en milieu dénaturant 

ou non, et à celle de l'action de la thrombine ; on peut cependant penser 

que le facteur VIII est de nature glycoprotéinique : en effetJTUDDENHAM 

~ (512) ont montré que le F VIII purifié par passage sur immunoadsor
ba.nt anti-vWf et élution en Ca++ lOO à 200 mM est adsorbé sur Con 

A et ROCK et a 1. { 513) ont précisé que 1 e taux de monosaccharides 
<ou d'hexoses ? ) du F VI II, obtenu en NaCl 1 M à partir du F VII I/vWf 
150

1 ê d'un poo 1 de p 1 as ma no'rma 1 , est de 9, 2 ! 3, 8 p. 100 et que l'on 
distingue,par él tf 1· ti t · bd d H" 39 44 
et 7, 4. 

ec ro- oc a 1 sa on, ro1 s an es e p 1 = · , , , , 

1 
A l'heure actuelle, plusieurs équipes travaillent sur 

'isolement du facteur VIII fondé soit sur l'emploi de polyélectrolyte, 
ou d 1-

echanges d'ions sur QAE-cellulose ,ou d'immunoadsorption. Des 
:ësultats préliminaires concernant la masse moléculaire et l'étude 

es Peptides obtenus après coupure enzymatique ont été d'ores et déijà pré
sent· 
f es. Si on espère pouvoir connaître la structure biochimique du 
acte 

le ur VIII c'est en partie pour savoir s'il sera possible, dans 
hê futur, de synthétiser ce facteur, indispensable au traitement des 

moPhiles A, par des techniq~es de génie biologique • 
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III - IMMUNOLOGIE DU F VIII 

Les anticorps spécifiques du F VIII sont essentiellement 
des anticorps homologues mais, grâce à 1 'amélioration des techniques 
de purification du F VIII, certains auteurs ont pu, après immunisation 
d'animaux, obtenir également des anticorps hétérologues monospécifiques. 

A - LES ANTICORPS HOMOLOGUES 

Des anticorps homologues apparaissent chez un certain 
pourcentage d'hémophiles A polytransfusés et également, spontanément, 
chez certaines personnes n'ayant présenté auparavant aucune anomalie 
congénitale du facteur VIII. 

Des anticorps appelés anticoagulants apparaissent chez 
5 à 15 p.lOO des hémophiles A majeurs (STRAUSS : 514, BIGGS : 515, 

SHAPIRO et HULTIN : 516) et, de façon rarissime, chez des hémophiles 
A mineurs (BECK 517). Le mécanisme responsable de cette réponse 
immunologique, dont 
d'an ti coagula nt très 
(ALLAIN et FROMMEL 

le caractère anamnestique conduit · â des titres 
élevés chez les hémophiles dits "répondeurs élevés" 
: 518), est e.ncore inconnu (SHAPIRO : 519) mais 

des études effectuées dans des familles où il y a plusieurs malades 
avec anticoagulant, permettent de penser que des facteurs génétiques 
interviennent (FROMMEL et ALLAIN : 520). Des résultats préliminaires 
(FROMMEL et ALLAIN : 521, NùNEZ-ROLDAN et al. : 522) montrent que 
deux frères hémophiles ayant tous deux un anticoagulant ont en commun 
1 ou 2 haplotypes HLA, mais une étude multicentre permet de conclure 
que l'apparition d'anticoagulant, si elle est liée à des facteurs 
génétiques, n•e·st due en aucun cas â un type particulier du système 
MHC ni. à une association préférentielle de spécificités HLA (FROMMEL 
et al. : 523). 

Chez des personnes non hémophiles, ces anticoagulants 
peuvent apparaître également,soit au décours de maladie myéloproliférative 
ou auto-immune, soit associés à des anomalies du collagène, à des 
arthrites rhumatoïdes, à 1 a prise de certafns médicaments, soit dans 
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la période du post-partum, soit encore sans aucun désordre simultané 
(GREEN : 524, FEINSTEIN et RAPAPORT : 525h on peut parler alors d'hémo
Philie A acquise. Cette maladie n'est pas si rare que l'on a cru pendant 

1 ongtemps puisque GREEN et LECHNER ( 526) ont pu étab 1 ir une statistique 

a partir de 215 cas publiés et que, au cours d'une recherche systématique 

chez 6000 ma 1 a des, DURAN-SUAREZ et a 1. ( 527) ont mis en évi denee 19 

cas d'inhibiteurs anti-VIII:C dont 2 seulement, à vrai dire, étaient 
associés à un syndrome hémorragique. DURAN-SUAREZ a tout récemment 

confirmé ce résultat en mettant en évidence 2 inhibiteurs anti-VIII:C 
dans une population de 400 donneurs de sang (528). 

a) action sur le F VIII 

Les anticorps homologues agissent principalement sur 
le facteur VIII par leur activité anticoagulante {anti-VIII:C) mais 

Peuvent également avoir une action sur d'auires sites du FVIII quecelui 
responsable de son activité coagulante et former des complexes anti-VIII/ 
F VIII. 

ot.Activité anti-VIII:C 

\ 

L'activité anticoagulante, neutralisant l'activité VIII:C, 
des anticorps homologues est leur propriété la plus connue. Cette 
actiVité qui se traduit, 1 ors de 1' incubation de ces anticorps avec 

du Plasma normal, par une diminution progressive de l'activité VIII:C 
du 111 - 1 e ange peut être d'ailleurs dosée et s'exprime généralement maintenant 
en Unités Bethesda. BIGGS et BIDWELL (529) ont été les premiers ! 

:tUdier la cinétique de réaction de ces anticorps et à montrer, dans 

1
. cas,qu'elle est de deuxième ordre et qu'il existe donc une relation 

t~në~ire entre le logarithme du taux de VIII:C résiduel et la concentra
lon 

d en anticorps. Néanmoins, BIGGS et al. se fondant sur l'étude 
e 1• d• effet anticoagulant de plus nombreux plasmas d'hémophiles et 

c inhibiteurs spontanés distinguent plus tard deux types d'anticorps: 

c eu'1.. (type I) qui. ayant un type d • ac ti on de deuxième ordre ( 530), 
Onf· 

" 1 rrnent 1 es résultats antérieurs ( 529) et ceux (type II) qui se 
/"contrent chez d • autres hémoph11 es et dans tous 1 es cas d • hémophi 1 i e 

acquise qu'ils ont étudiés, et se différencient par une réaction 

• 
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complexe, biphasique (531) avec d•abord disparition rapide du VIII:C, 
puis diminution lente de cette activité,qui serait due à la persistance 

de l•activité coagulante du complexe formé entre le VIII et certains 

des anticorps homologues (BIGGS et al. : 531) dans des conditions 

où les anticorps sont encore en excès (KERNOFF : 532). Pour ALLAIN 

et FROMMEL (533), il existe une relation entre 1 •origine (humaine, 
porcine, bovine) des fractions antihémophiliques reçues par les hémophiles 

qui ont développé un inhibiteur et le type de cinétique vis-à-vis 

de VIII humain, porcin ou bovin de ces inhibiteurs. Enfin, ALLAIN 

et al. (534) distinguent, parmi 17 inhibiteurs spontanés étudiés, 2 

groupes : 6 d•entre eux ont une cinétique de deuxième ordre, sont 
faci 1 ement satur ab 1 es et ressemb 1 ent donc à 1 a ci né ti que des an ti corps 

d 1 hémophiles vis-à-vis du VIII humain ; les autres, dont le titre est 

généralement faible, ont une réaction biphasique et, comme les anticorps 

d 1 hémophiles en présence de VIII porcin ou bovin, ne sont pas saturables. 

Cependant, quelque soit la cinétique d•action des anticorps, 

leur activité anticoagulante traduit la formation d•un complexe anticorps/ 

VIII:C qui ,cependant, n•a pas de caractère précipitant soit parce qu•il 
n•est pas stable, soit parce que 1•anticorps est univalent, ou encore 
parce qu•il n•existe qu•un site de fixation de cet anticorps par molécule 
support du VIII:C (HOYER : 535). 

B. Formation de complexe anticorps/F vrii 1 

L • ac ti on des an ti corps hamel ogues sur du matériel dépourvu 

d•activité coagulante VIII:C peut se mettre en évidence par un test 

fondé sur la mesure du titre d•anticoagulant résiduel après incubation 

préalable des anticorps et de l•antigène. Ce test, mis au point dèS 

1963 par GOUDEMAND et al. (536) permet â DENSON et al. (537) de distinguer 

2 types d 1 hémophiles A. Ceux dont le plasma contient, tout comme le 

sérum normal, un antigène neutralisant les anticorps homologues et 

qui sont appelés hémophiles A+ ou CRM+ ( 11 cross reacting materialn), 

et les autres,dont 1e plasma est incapable de neutraliser les inhibiteurs 

hamel ogues : HA- ou CRM-. Ces résultats, confirmés par d'autres auteurs, 
dépendent cependant du titre de ·l'inhibiteur utilisé et de la durée 
de l•incubation (BIGGS : 538). 
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Grâce à l'isolement des anticorps spécifiques capables 
d'interagir avec l'antigène associé à l'activité coagulante du facteur 

VIII présent dans le plasma normal (VIII:CAg), plusieurs équipes (PEAKE 

et BLOOM : 539, LAZARCHICK et HOYER : 540, REISNER et al. : 541, HOLMBERG 

~ : 542, MULLER et al. : 543, GIRMA et al. : 544) peuvent maintenant 
doser, par des techniques i mmuno-radi o 1 agi ques (cf p.96 ) , cet antigène 
appelé VIII:CAg. Les résultats, bien que quelquefois discordants selon 

la source d'anticorps monospécifiques (542), montrent que le plasma 

de la plupart des hémophiles A majeurs ne renferme pas de VIIIC:Ag, 

que celui des vWD a un taux de VIIIC:Ag voisin de son activité VIII:C 

et que le sérum présente une concentration en VIIIC:Ag subnormale. 

Néanmoins, i 1 est à l'heure ac tue 11 e diffi ci 1 e de faire 
une relation entre le taux de VIIIC:Ag d'un plasma d'hémophile et 

son comportement dans le test de neutralisation des anti-VIII:C homologues. 

Si LAVERGNE et al. (545) viennent de démontrer, par 
des techniques autoradiographiques, que les anticorps de deux hémophiles 

avec anticoagulant anti-VIII:C sont capables de précipiter en présence 

de Plasma normal, de sérum,de cryoprécipité, de F VIII/vWf et de plasma 

d'HA+ a 1 ors qu • i 1 s ne donnent aucun arc de précipitation avec du p 1 as ma 
d'hémophile A-, on ne sa1t cependant pas si tous les anticorps homologues, 
d'hémophiles et spontanés, ~ont précipitants. Cependant, le fait que 

' certains de ces an ti corps puissent être uti 1 i sés dans 1 es dosages immuno
~"ad· lomëtriques de type 11 Sandwich 11 du VIIIC:Ag, montre que dans ces 

cas,chaque molécule de VIIIC:Ag peut se lier à,au moins, deux molécules d'anti-
\Vrrrc~Ag. Il faut noter en outre Vue plusieurs travaux récents 

GAWRYL et HOYER :(546)et HELLINGS et a1?~~lennent de montrer qu'il existe 

des anticorps homologues neutralisants le VIII:C incapables de se 
1 i 

er sur le F VIII sur les mêmes sites, appelés VIII:CAg, que ceux 
"'econnus par d'autres anticorps homologues neutralisants permettant 
de d oser le VIII:CAg. Il semble donc que, même si l'on excepte les 
auto-anticorps plus comple~es car pouvant être de type I et II, les 

anticorps homologues sont hétérogènes et qu'ils peuvent être dirigés 
Co nt re divers épitopes du F VIII,plus ou moins p~cches du site nécessaire 
Pour 

exprimer l'activité VIII:C. · 
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b) action sur le F vWf 

La question de savoir si les anticorps anti-VIII:C homologues 
sont également capables de réagir avec le F vWf a été, pendant une 
époque, débattue. Un certain nombre de résultats ont été en faveur 
de cette action mais d•autres, plus récents, bien souvent semblent 
permettre de 1•exclure. 

~.Résultats en faveur d•une action 

BOWIE et OWEN (546) rapportent, dès 1973, l•observation 
de 4 malades ayant un inhibiteur acquis du VIII:C dont deux d•entre 

-
eux ont une rétention des plaquettes sur billes de verre diminuée. 

1 

Peu après, KOUTTS et al. (547) étudient la plupart des activités liées 
au complexe VIII/vWf chez 6 malades avec anti-VIII:C (1 cas de lupus 
et 5 HA) : 1• adhésivité des p 1 aquettes aux bill es de verre est di mi nuée 
chez 3 des hémophiles étudiés, normale dans le cas d•inhibiteur spontané; 
le taux de VIII R:Ag est normal, voire augmenté chez 1 des hémophiles 
(dont l•adhésivité n•a pas été étudiée) ; le VIII R:RCo est diminué 
chez 3 des hémophiles. La diminution nette du taux de VIII R:RCo et 
de VIII R:Ag dans le sérum d1 hémophiles A avec inhibiteur est confirmée 
dans 5 cas sur 9 étudiés par BALLARD et al. (548). 

Plusieurs pub 1 i cati ons font état , non seulement d • une 
diminution du F vWf des malades avec anti-VIII:C, mais également de 
1 a présence dans 1 eur p 1 asma, et apparemment surtout dans 1 eur sérum, 
d•anticorps capables d•inhiber 1•agrégation à la ristocétine de PRP 
normaux. Selon THOMSON et al. (549), seuls les hémophiles ayant un 
anticoagulant titrant plus de 30 U/ml inhibent le VIII R:RCo mai~ 

cependant) leurs résultats montrent qu'il n•y a pas de corrélation 
entre le titre exact d•anti-VIII:C et le degré d•inhibition du VIII 

' R:RCo ; ceci est d•ailleurs en accord avec KOUTTS et al. (547). 

5.Ré~u1 to1s en contràd 1 ct1 on 

WEISS et al. (550) n'arrivent pas â inhiber la correction 
de l'agrégation à la ristocétine d•un PRP de vWD par un cryoprécipité, 



... 

- 89 -

en préincubant ce dernier avec des anticorps homologues. HOUGIE et 

SARGEANT (55l),en faisant agir une anti-globuline humaine sur un cryopré

Cipité préincubé avec des anticorps homologues,précipitent toute l'activi

té coagulante VIII:C mais pas le VIII R:Ag. BOUMA et al. {552) montrent 

Que les anticorps homologues n'inhibent pas la rétention plaquettaire 

sur billes de verre d'un sang normal, MEYER et al. (553) qu'ils n'inhibent 

Pas l'agrégation à la ristocétine d'un PRP normal. ZIMMERMAN et EDGINGTON 
554) montrent que des bi 11 es coup 1 ées à des an ti corps homo 1 ogues an ti

VIII:C diminuent de 58 p.lOO l'activité VIII:C d'un plasma normal 

sans diminuer son taux de VIII R:Ag. LANE et al. (555),dans une expérimen

tation similaire avec du F VIII purifié à la place du plasma, montrent 

QU'il y a une diminution de 45 à 81 p.lOO de VIII:C et de 0 à 33 p.lOO 

du VIII R:Ag mais que 95 p. 100 des protéines fixées aux anticorps 

sont formées de sous-uni tés de MM fai b 1 e ( 30000 et 62000) semb 1 ab 1 es 

à Celles· obtenues avec la partie LMW du complexe F VIII/vWf. LAZARCHICK 

et HOYER (556) et LAVERGNE et al. (557) prouvent qu'il existe urt:omplexe 

stable entre le F VIII et les anti-VIII homologues, ils mettent au 

Point la purification des anticorps monospécifiques anti-VIII:CAg 

qu; va permettre â diverses équipes de doser le VIII:CAg et de montrer 

Que la plupart des plasmas hémophiles A majeurs, bien qu'ayant un 

taux normal de VIII R:Ag,sont incapables de fixer les anticorps homologues 

QU'ils soient d'HA ou spontanés. 
\ 

Pour concilier ces deux séries de résultats contradictoires 

On Peut imaginer les hypothèses suivantes~ Il pourrait y avoir un 

encombrement stérique au niveau des sites actifs du F vWf, occasionné 

Par la fixation des anticorps dirigés spécifiquement contre lè F VIII, 

~~ 1 expliquerait l'action des anticorps homologues sur les activités 

lëes au F vWf. L'a diminution sérique du VIII R:Ag et du VIII R:RCo 
Chez 
A+ les malades avec anticorps homologues spontanés ou d'hémophiles 

d ' Pourrait être due â un changement de conforma ti on des molécules 

e F' VIII/vWf consécutif à la fixation des anticorps qui résulterait 
en 

une adsorption augmentée sur le caillot de fibrine. 

Sauf dans de rares c.as où les anticorps sont des IgM 
(CASTALOI et PENN! : 558, Mc KELVEY et KWAAN: 559) ou un mélange 
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lgM, lg G (LUSHER et al. : 560, ANDERSEN et TROU P : 561, KAVANAH ~ 

~: 562), l•effet inhibiteur est du à 1•activité anticorps de certaines 

lgG. La nature exacte des chaines légères et lourdes de ces anticorps 

n•a été étudiée que dans un nombre de cas restreint,car la caractérisation 

de 1 •effet anticoagulant devient difficile si le titre d•anti-VIII:C 

est faible dans le plasma de départ, lorsqu•on doit analyser des fractions 

d • immunoglobulines purifiées par chromatographie, donc di 1 uées. Il 

semble, néanmoins, que les anticorps isolés de plasmas d 1 hémophiles 

soient de nature moins hétérogènes que les anticorps dits ••spontanés". 

a) chez les hémophiles 

Les premiers travaux sur les anticorps anti-VIII:C dévelop

pés par certains hémophiles A semblent en faveur de leur origine monoclo

nale car ils ont un seul type de chaînes légères, généralement Kappa 

(SHAPIRO : 563, ROBBOY et al. : 564) et de chaînes lourdes presque 

exclusivement lg4 (564, ANDERSEN et TERRY : 565). Néanmoins, des études 

ultérieures effectuées sur des immunoglobulines purifiées montrent 

qu•il existe une certaine hétérogénéité qui fait penser plutôt à une 

origine· al igoclonale (LAVERGNE et al. : 566, KAVANAH et al. : 562) 

de ces anticorps. En effet, si on regroupe les résultats de SHAPIRO. 

(567), LAVERGNE et al. (566), HULTIN et al. (568), ALLAIN et al. (569) 

et KAVANAH et al. (562), on s•aperçoit que, sur 25 Ig G d 1 hémophiles 

typées, 17 sont de type kappa, 4 kappa + lambda, et 4 lambda uniquement 

alors que pour les chaînes lourdes : 10 sont des lg4, 5 un mélange 

d 1 Ig4 et d•Igl (quelquefois à l•état de trace), 6 : Ig4 + lg3, 1 : 

Ig4 + Ig2, et 3 : Ig3. 

b) chez les "non hémophiles" 

Employant les mêmes techniques et les mêmes antisérums pour 

caractériser 9 anticorps d • hémophi 1 es et 9 an ti corps spontanés, ALLAIN 

et a 1. ( 569) ont noté 1 a p 1 us grande hétérogénéité des an ti corps acquis 

chez les personnes ayant une défaillance de leur système inununologique 

(anticorps non consécutifs à un phé~omène d·i~ünisation). En fait, 

si on cumule les résultats de ces auteurs et ceux, antérieurs, qu•11S 

ont rapportés dans leur discussion on peut dire que, pour ce qui 
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est des chaînes légères, sur 31 cas étudiés, 16 sont de type kappa, 
5 de type lambda, 10 un mélange kappa et lambda, alors que pour les 
sous-classes de chaînes lourdes ,sur 15 cas : 7 sont des Ig4, 6 : des 
.!i4 + Igl, 1: Ig4 + Ig3 et 1: Ig3. 

!_- LES ANTICORPS HETEROLOGUES 

Des préparations de facteur VIII/vWf, on l'a vu précédemment 
(p,J9), peuvent induire chez l'animal des anticorps hétérologues dirigés 

contre le F VIII. Il est possible d'-obtenir ainsi des anticorps polyclo

naux ou monoclonaux anti-VIII:C. SOLA et al. (570) et FASS et al. 
(571) ont montré qu'en restimulant des souris, déjà immunisées 
avec du F VIII/vWf porcin, avec une préparation de F VIII ils peuvent 
Obtenir, après fusion, 3 clones d'hybrides capables de fixer le F 

VIII, dont deux seulement inhibent le VIII:C. 

Cependant, c'est le F VIII purifié qui sera certainement 
1' immunogéne 1 e mei 11 eur pour obtenir des an ti corps an ti-F VIII. 
De telles préparations de F VIII, obtenues après dissociation du 

F' VWf du complexe F VIII/vWf, ont été utilisées pour préparer soit 

des anticorps polyclonaux, soit des anticorps monoclonaux. 

1) ~~;içQrQ~_QQ!~ç!Q~~~~ 
\ 

Les premiers essais de prépara ti on d'anticorps hétérologues 
Spëc; fi ques du F VIII ont été décevants car i 1 s'est avéré que 1 es 

animaux immunisés avec des fractions LMW (fraction douée d'activité 

VIII:c retardée lors du tamisage moléculaire du F VIII/vWf en milieu 
de force ionique élevée) étaient sou~ce d'antisérum : 

du complexe 
HayER : 5721 

-neutralisant l'activité VIII:C du plasma, 

F VIII/vWf mais pas celle du F VIII dissocié (RICK et 

RATNOFF et al. : 573}, 

.- neutralisant le VIII:C 1 le VIII R:RCo 
et p ... - ( •ecipitant avec le VIII R:Ag MULLER et al. : 574} donc dirigés 
l la fois contre le F VIII et le F vWf. 

KOUTTS et a 1 • ( 575} 1 ont mont rê que, néanmoins, on peut 
Obt 
r enir des anticorps monospécifiques du F VIII â partir de ces antisé-
llrns en 1 es faisant réagir pré a 1 ab 1 ement avec un excés de F vWf qui 
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permet d'éliminer les anticorps anti-VIII R:Ag et anti-VIII R:RCo 
dirigés contre le F vWf contaminant probablement les préparations 
de F VIII. Les anticorps anti-F vWf indésirables peuvent être également 
éliminés par épuisement des antisérums avec du cryoprécipité d'hémophile 
A (MUNTZ et EKERT : 576) ou du HMW insolubilisé (TRAN et al. : 577). 
Dans tous les cas l'activité anti-VIII:C n'est pas affaiblie lors 
de ces traitements, elle augmente même parfois, ce qui est en accord 
avec l'hypothèse de BOUMA et al. {5ï8) qui pensentque certains anticorps 
anti-FvWf peuvent gêner l'accessibilité aux sites VIII:C, des anticorps 
anti-F VIII. 

Récemment FULCHER et ZIMMERMAN (579) ont immunisé un 
émeu avec une préparation de F VIII purifiée 164000 fois. Après élimina
tion des anticorps anti-fibrinogéne et anti-fibronectine par immuno
adsorption, l'antisérum obtenu parait.monospécifique : il a une activité 
neutralisante anti-VIII:C (600 à 900 U Bethesda/ml) et, de plus, 
il précipite en présence du F VIII purifié de plasma normal mais 
ne reconnaît aucun déterminant de plasmas d'hémophiles A majeurs 
ou de vWO sévères. 

Récemment MULLER et al. {580) ont travaillé â la préparation 
d'anticorps monoclonaux à partir de rates de souris immunisées avec 
du F VIII humain. Après fusion, une activité anti-VIII:C est détectée 
dans 12/32 des surnageants ; le clonage aboutit à des anticorps de 
titre anti-VIII:C trés élevé {5000 à 10 000 U Bethesda/ml) qui neutrali
sent l'activité VIII:C du plasma, mais aussi du LMW, en empêchant 
l'activation du facteur VIII. Ces anticorps, non précipitant, se 
fixent au VIII:CAg du plasma et du F VIII purifié mais ne réagissent 
pas, contrairement aux anticorps homologues, avec le sérum. Il semble 
donc qu'ils reconnaissent le F VIII natif mais pas le F' VlH activé 
puis inactivé par la thrombine. 
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IV·- DOSAGES DU F VIII· 

I 1 existe deux sortes de techniques de dosage du facteur 

VIII, les unes sont fonctionnelles et mesurent l'activité coagulante 
VI II: C grâce à des dosages fondés sur 1 e mëcani sme de 1 a voie endogène 
de 1 a co agu 1 at ion, 1 es autres sont i mmuno 1 agi ques·, e 11 es permettent 
de détecter l'entité moléculaire antigénique, support de l'activité 
vrrr:c, appeléeVIIIC:Ag. 

~DOSAGES DE L'ACTIVITE VIII:C 

Il existe deux types de techniques permettant de doser 
1'activité VIII:C d'un plasma, ou d'une préparation, en la CO!flparant 
! Celle d'un mélange de plasmas témoins renfermant, par définition 

lU de VIII:C/ml. Elles sont fondées sur un principe différent et, 
corrrne elles se différencient par le fait qu•~n les réalise en 1 seule 

ou 2 étapes, on les appelle technique en 1 temps ou 2 temps. 

Cette technique a été publiée en 1953 par SOULIER et 
lARRIEU (581) et LANGDELL e~ al. (582). Son principe est le suivant 
~ . 

mesure 1 es temps de coagula ti on d • un mé 1 ange contenant du p 1 a sm a 
dëf1 . 
c Cltaire en VIII:C (source de tous les facteurs plasmatiques _de 
Oagulation de la voie endogène à l'exception du VIII:c·qui sera apporté 

~,. 

d lquement par les dilutions du plasma témoin ou de 1 'échantillon à tester), 
fes Phospholipides (source de F3p), une substance activatrice des 
acteurs contact (en général le Kaolin), et différentes dilutions 

SOit 
du plasma de référence, soit de l'échantillon à analyser. Les 

ternp 
t - s de coagulation obtenus avec les dilutions en série du plasma 
erna· 

d ln seront d'autant plus courts que les dilutions seront faibles, 
one -

1 ri ch es en V III: C. Ces temps sont a 1 ignés sur une droite si on 
es 

d exprime (ou leur logarithme) en fonction du logarithme des taux 

·d:
1 

YIII:C. Les temps obtenus avec les dilutions de l'êchantillùn 
et "ent se si tuer sur une droite para 11 ê 1 e 1 cette droite d • êta 1 on nage 
d Permettent d'exprimer le taux de VIII:C en fonction du plasma 
e ~"ëf· erence. 
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Cette technique mise au point par BIGGS et al. (583) 
se réa 1 ise en 2 étapes. Lors d'une première étape, on effectue des 
mélanges constitués de tous les facteurs de coagulation de la voie 
endogène, sauf le VIII, le II et le fibrinogène, et des dilutions 
soit du plasma de référence, soit de 1 'échantillon à doser. Ces dilutions 
apportant le VIII :C,durant cette première étape va pouvoir se générer 

,dans le mélange, du facteur Xa ; c'est la quantité de Xa formée au 
bout d'un temps d'incubation défini préalablement comme étant nécessaire 
et suffisant pour activer le maximum de facteur X, qui est proportionnel
le à la quantité de VIII apportée par les dilutions. La quantité 
de Xa sera mesurée dans la deuxièm~ étape. Le moyen le plus fréquemment 
utilisé pour doser le Xa est celui préconisé dans la technique initiale 
de BIGGS et al. (583) qui consiste à déterminer le temps de coagulation, 
en présence d'une aliquote du mélange de la première étape, d'un 
p 1 as ma source de II et de fibrinogène, et, dans ce cas, 1 e 1 og des 
temps de coagulation est proportionnel au taux de VIII:C. Mais il 
est possible également de doser le Xa par des techniques chromogéniques· 
(SEGHATCHIAN et MILLER-ANDERSON 584) ou fluorogéniques (MITCHELL 
et a 1 . : 585) . 

Les dosages fonctionnels du facteur VIII reposant sur 
son activité coagulante sont limités du fait qu'ils ne permettent 
pas de doser le F VIII inactivé par la thrombine, tel qu'il se trouve 
dans le sérum par exemple, et qu'ils peuvent donner des résultats 
par excés, du moins par 1 a technique en 1 temps, 1 ors que 1 e F VIII 
existe sous une forme activée par des traces de thrombine ou de X a. 
Divers articles ont été cons~crés aux résultats donnés par les techniques 
en 1 et 2 temps (KIRKWOOO et BARROWCLIFFE : 586, NILSSON et al. : 
587, ALLAIN et al. : 588, BEESER : 589) aussi ne reviendrons nous 
pas sur ce sujet ; chacune des techniques a ses adeptes : 1 e 1 temps 
est plus facile â mettre en oeuvre, le 2 temps est plus reproductible. 
La technique en 1 temps requiert un plasma dépourvu de VIII:C et 
c'est là une de ses limites : tous les plasmas d'hémophiles A majeur 
(VIII:C < O.OlU/ml), déjà en quantité limitée, ne constituent pas 
un réactif convenable. Il existe néanmoins actuellement la possibilité 

de préparer du pl~sma artificiellement dépourvu de VIII:C ! partir de pl-
normal prélevé sur EDTA ou immune-adsorbé sur anticorps anti-VIII/vWf 
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( CHANTARANGKUL et a 1. : 590, FUR LAN et a 1. : 591, OFOSU et a 1. : 592). 

la technique en 2 temps, plus longue à réaliser, nécessite la préparation 

de 2 réactifs : un sérum source de IX, X, XI et XII et une préparation 

de facteur V semi-purifié. Les plasmas de référence et à analyser, 

source de VIII, sont préalablement adsorbés sur hydroxyde d'alumine 

afin d'éliminer ·les facteurs activés pouvant interférer dans le dosage, 

et ce traitement est source d'erreur car, si le F VIII à doser se 

trouve dans un environnement protéique différent du plasma, il peut 

être adsorbé, lui aussi, en partie, sur l'alumine (SEGHATCHIAN et 

~CKIE : 593 et KEMBALL-COOK et al. : 594}. 
Enf; n, i 1 existe des prob 1 èmes communs aux deux techniques : d'abord 

Celu; du plasma de référence : les mélanges de plusieurs plasmas de 

tëmo; ns n'ont pas toujours 1 a même activité coagulante car 1 es taux 

normaux de VIII: C peuvent va ri er entre 0. 4 et 2 U/ml et i 1 est. erronné 

de leur donner arbitrairement la valeur de 1 U. F VIII:C/ml ; aussi 

de Plus en plus, on préconise de doser ces mélanges de plasmas par 

~aPPort à un standard international qui sert de référence. Ensuite, 

la source de substitut de facteur 3 plaquettaire : divers réactifs 

Phospholipidiques ont été récemment étudiés par BARROWCLIFFE et GRAY 

(Sgs) ; ils n'ont pas tous la même sensibilité vis à vis du VIII:C. 

~SAGES IMMUNOLOGIQUES DU F VIII 
\ 

La première mise en évidence immunologique de la molécule 

suPPort du V III: C date de 1963 quand GOUDEMAND et a 1 • ( 596) ont montré 

~a Présence·, dans le plasma de certains hémophiles, d'une molécule 

d~a~tivëe capable de neutraliser 1 'activité anticoagulante anti-VIII:C 
anticorps homologues. ·La technique de dosage qui découle de ce 

test appelé "neutralisation de 1 'anticoagulant", a permis de différencier 

~~viron 10 p. lOO des hémophiles A majeurs dits CRM+ ou A+, neutralisant 

~anticoagulant donc possédant le "Cross Reacting Material", de la 
aJar· • · 

597 lte des hémophiles dits A- ou CRM- (HOYER et BRECKENRIDGE : 

~-' DENSON et al. : 598·, GOUDEMAND et al. : 599). Néanmoins, les 

d~~ultats, ainsi que l'a montré BIGGS (600),dépendent.de la durée 

~~ ncubation du plasma à analyser avec les anti-VIII:C et, selon 

t l>lMERMAN et al. (601} qui ont utilisé une technique d'immunoadsorption, 
Ous 1 
~ es hémophiles seraient CRM+. En 1978, PEAKE et BLOOM . (602) 

l'lt les 
dosa 

9e 
~'econ nu 

premiers à présenter une technique immunoradiométrique de 

et proposent le terme de VIII:CAg pour désigner l'antigène 

par les anticorps homologues. Le taux de VIII:CAg est proportion-
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nel au ta~x de VIII:C dans la plupart des plasmas, normaux et de 
vWD, et diminué ou absent des plasmas d 1 hémophiles majeurs. Depuis 
cette date, plusieurs équipes ont présenté d•autres techniques par 
RIA ou IRMA, en phase liquide ou solide, avec des anticorps isolés 
d1 hémophiles ou de malades ayant acquis spontanément un anti-VIII:C, 
avec les IgG ou les fragments Fab des anticorps de ces malades, (LAZAR
CHICK et HOYER : 603, PEAKE et al. : 604, HOLMBERG et al. : 605, 
REISNER et al. : 606, MULLER et al. : 607) et des comparaisons sont 
déjà faites entre les résultats de diverses techniques et obtenus 
avec divers anticorps (NILSSON et al. : 608, GIRMA et al. : 609, 
ROTBLAT et TUDDEN~AM : 610, LJUNG et HOLMBERG : 611). Toutes ces 
techniques nécessitent l•isolement, à partir des IgG purifiées des 
sérums de malades ayant une activité. anti-VIII:C d•au moins 100 U.Bethes
da/ml, des anticorps anti-VIII:C représentant, en moyenne, lp.lOO 
de ces IgG. Il est probable que bientôt l•utilisation d•anticorps 
hétérologues anti-VIII:C et en particulier d•anticorps monoclonaux 
facilitera cette étape d•isolement qui reste, bien que différentes 
techniques en phase liquide et solide aient été proposées, encore 
délicate. 

Récemment, Mc LELLAN et al. (61~) ont proposé une technique 
d1 inhibition de coagulation en gel d•agarose qui a l•avantage d•être 
simple; elle est réalisée avec un sérum anti-VIII:C de titre faible 
( < 100 U.Bethesda) mais ne réussit cependant pas avec tous les sérums 
de malade utilisés. THOMAS et al. (613) ont, eux, mis au point une 
technique immunoradiométrique à double anticorps qui n•est applicable 
qu•au dosage du VIIIC:Ag de plasma car le F VIII, fixé dans un premier 
temps à des anticorps anti-VIII:C homologues insolubilisés, est révélé 
par un anti-VIII R:Ag hétérologue marqué à 1 •iode 125 ; le VIII:CAg 
n•est donc dosé que s•il est impliqué dans le complexe F VIII/vWf. 
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V - PATHOLOGIE LIEE AU F VIII 

Il existe pluieurs formes d'anomalies hémorragiques congéni
tales caractérisées par un déficit en F VIII:C. Certaines formes 
sont très rares, e 11 es ne sont pas néce~ i rement dues à une anoma 1 i e 
du F VIII mais leur étude peut apporter des éléments.précieux concernant 
le mécanisme d'action et de régulation de ce facteur. Néanmoins, 
la majorité des hémophiles appartiennent à la forme classique d'hémophi
lie A qui est la plus fréquente des maladies hémorragiques congénitales 
PUisqu'elle affecte environ 1 sujet sur 10000. 

~l'HEMOPHILIE A CLASSIQUE 

Cette ma 1 a die J 1 i ée à une anoma 1 i e de chromosome X, présente 
deux types 

- les hémophiles A majeurs ayant un taux de VIII:C inférieur 
4 O,OlU/ml, un syndrome hémorragique en général sévère, et chez lesquels 
apparait fréquemment (-= 10 p. lOO) des anticorps de type anti-VIII:C 
(cf P ·84 ). 

- 1 es hémophi 1 es A J dits mineurs ou modérés, ayant un taux 
de VIII:C compris entre 0,01 et 0,35 U/ml, souvent moins atteints 
Cl' • ln1quement et qui ne développent,en général,pas d'anticoagulant. 

\ 

La forme mineure et majeure de l'hémophilie A est un 
caractère génétique, il apparait que le déficit modéré ou complet 
e~ VIII:C est consécutif à une anomalie quantitative et/ou à une 
~amalie qualitative du facteur VIII. En effet, les dosages de VIIIC:Ag 
0~t révélé une hétérogénéité parmi le groupe des hémophiles (LAZÀRCHICK 
et HOYER : 614, PEAKE et a 1. : 615, HOLMBERG et a 1. : 616, MULLER 
~ : 617, REISNER et al. : 618, GIRMA et al. : 619, ROTBLAT et 

UODENHAM: 620, LJUNG et HOLMBERG : 621). On distingue: 
. - les hémophiles A majeurs qui n'ont pas de VIII:CAg 
; 1l s'agit de 1 a majorité. des hémophi 1 es A majeurs, 1 e déficit camp 1 et 
~ ~III:C est dû probablement à une absence de synthèse du F VIII. 

,. - les hémophiles A majeurs qui ont un taux de VIII:CAg 
"011lp 

~"1s entre 0,01 et 0,30 U/ml ; chez la plupart d'entre eux la 
:Y~thèse du F VIII est sans doute très diminuée mais la présence 
,e VIII:CAg alors que le VIII:C est indétectable ,fait penser que 
l@ v ' 

III:CAg synthétisé est, de plus, anormal et pourrait avoir perdu 
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une partie des déterminants antigéniques reconnus par les anticorps 

anti-VIII:C homologues. 
- les hémophiles mineurs qui ont des taux diminués de 

VIII:CAg avec, en général, un taux de VIII:CAg légérement plus élevé 

que le taux de VIII:C. 
- les hémophiles mineurs qui ont un taux de VIII:CAg 

normal. Ils constituent une minorité d 1 hémophiles chez qui 1•anomalie 

du F VIII semble uniquement qualitative et non liée à un défaut de 

synthèse. 

B - AUTRES FORMES 0 1 HEMOPHILIE A 

A côté de la forme cl~ssique d 1 hémophilie A, on distingue 

plusieurs formes, très rares,dues également à des anomalies congénitales 

- l 1 hémophilie A autosomale qui se transmet selon lemode 

dominant (GRAHAM et al. : 622), 
- 1• hémophilie de type 11 Heckathorn 11 décri te par RATNOFF 

et LEWIS (623), liée au sexe, et se caractérisant par une grande 

variabilité des taux de VIII:C chez le même individu. 
- le .déficit associé en VII et en VIII (GIROLAMI et al.: 

624 ~ autosomal dominant, pourrait en fait se classer en deux types: 

1•un serait dû à une association d•anomalies de synthèse au niveau 

des gênes contrôlant le VII et le VIII, 1 •autre serait consécutif 

à une seule anomalie d•un gêne contrôlant peut-être 1•action de ces 

deux facteurs (GIROLAMI et al. : 625). 
- le déficit associé en VIII et en V, rapporté pour la 

première fois par JONES et a 1. ( 626), . apparemment transmis se 1 on 

le mode autosomal récessif. Ce déficit peut être dû, ainsi que 1•ont 

montré récemment MARLAR et GRIFFIN (627),à un déficit de l•inhibiteur 

de la protéine C. Normalement cet inhibiteur empêche la protéine 
C activée par la thrombine et la thrombomoduline de s•opposer à 1 •activi

té coagulante du VIII et du V activés par ce même enzyme. L • étude 

de cette anoma 1 i e, très rare, apporte des é 1 éments précieux concernant 

le mécanisme d•action du F VIII et c•est là un exemple récent de 

1•apport de l•êtude des cas pathologiques dans le domaine de la pnysiolo
gie. 
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VI - RELATIONS STRUCTURE-FONCTION DU F VIII 

L'étude des relations structure-fonction du F VIII doit 

théoriquement pouvoir bénéficier des renseignements acquis sur les 

molécules de F VIII:CAg non fonctionnelles, telles. qu'elles existent 

Chez certains hémophiles A classiques. Cependant, connaissant les 

difficultés rencontrées pour puri fi er 1 e F VI II pur à partir de p 1 asma 

norma 1 (cf p. 81 ) , i 1 n'est pas étonnant de donstater qu'on a encore 

bien peu d'éléments sur le VIII:CAg anormal présent dans le plasma 

de certains hémophiles A.· C'est donc surtout en étudiant le devenir 

de l'activité coagulante VIII:C d'un plasma, ou d'une fraction purifiée 

r, VII I/vWf, en présence de di vers . agents chimiques o~ enzymatiques, 

qu'on a essayé de discerner les structures moléculaires impliquées 

dans l'activité coagulante du F VIII. ~ 

Des travaux antérieurs à 1976 ont permis de penser que 

la Partie glycannique du F VIII intervient dans son activité biologique. 

En effet, AUSTEN et 8 IDWELL ( 628) ont montré d'abord que 1 es enzymes 
91 Ycolyti ques de Trichomonas foetus induisent une diminution du VI II :C 
qu; Peut-être prévenue par addition de. glycoprotéines ou de certains 

lllonosacchari des. MELO-PERISSE et a 1. ( 629) di sent que l' activité 

Vtrr:c de concentrés de F VII\/vWf bovin diminue au cours de l'oxydation 

Par le périodate de sodium alors que KAELIN (630) constate, lui, 
une · 

tra· 
augmentation du VIII:C, dosé par la technique en 2 temps, lorsqu'il 

lte du plasma ou du concentré de F VIII/vWf humain par ce même 

agent oxydant. Cependant, des travaux plus récents semblent nier le 
"èl 
1 

e des glycannes : GRALNICK et al. (631) constatent notamment que 
es 

1, neuraminidases et les galactose-oxidases n'ont aucun effet sur 

activité VIII:C de F VIII/vWf humain purifié, et, on peut se demander 
Si 
l les résultats antérieurs (628-630} ne peuvent être attribués 

a 1'uttlisation d'enzymes non purifiés ou à l'action du périodate 
u n; 

Veau de la copule prot~ique du F VIII. 

t~ En 1970)AUSTEN (632) a souligné l'importance des groupements 

P 
101

s dans l'activité VIII:C : le F VIII/vWf est inactivé par le 
ara 

~'ê "Chloromercuri-benzoate de sodium mais cette inactivation est 

duVersible en présence de cystéine. Cependant, une réduction légère 

t; t VIII/vWf par le mercapto-éthanol 0,05 M n'entraîne pas de modifica-
on de l'activité VIII:C (COUNTS et al. : 633}. Il existe également 
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des controverses en ce qui concerne le rôle des groupements lysine 
dans l'activité VIII:C. En effet, THUY et al. (634) abolissent compléte
ment l'activité VIII:C du F VIII/vWf bovin en succinylant 91 p.lOO 
de ses résidus de lysine alors que FURLAN et al. (635) ne constatent 
aucune perte de VIII:C après blocage de 40 p. lOO des résidus de lysine 
par 1 'acetamidate d'éthyl. La copule protéique du F VIII doit cependant 
avoir un rôle primordial pour son activité VIII:C car il est maintenant 
généralement admis (cf p. 9 ), sauf par NEAL et CHAVIN (636) et VUKOVICH 
et al. (637-638), que la thrombine ou le Xa sont nécessaires pour 
"activer" le facteur VIII. SWITZER et Mc KEE (639) ont montré que 
la thrombine se complexe au F VI II/vWf pour activer leF VIII et que l'ac
tivation est inhibée par les inhibiteurs des sérine-protéases et est opti
male dans des rapports stochiométriques thrombine/F VIII/vWf. 

I 1 fa ut noter que, récemment, ROCK et a 1 . ( 640) ont annoncé 
avoir isolé et étudié le F VIII anormal de 4 hémophiles A. Ils rapportent 
les résultats de l'étude par "disc-électrophorésis", électrofocalisation 
et de la composition centesimale en sucres et les comparent à ceux 
obtenus à partir de F VIII normal. Il apparait que les· anomalies 
sont hétérogénes et complexes et qu'il est difficile d'en déduire 
quelque conclusion que ce soit concernant, soit le rôle des glycannes 
soit le rôle de la protéine du VIII:CAg dans son activité VIII:C. 

Enfin, comme la composition biochimique du F VIII n'est 
pas encore connue, on ne peut écarter la possibilité qu'il soit de 
nature lipo-glyco-protéinique et ne pas envisager 1 'hypothèse de 
l'importance des lipides dans la fonction de cette molécule. Cette 
hypothèse rejoindrait d'ailleurs les résultats de HERSHGOLD et al. 
(641) montrant que la phospholfpase 0 augmente l'activité coagulante 

du F VIII/vWf alors que la phospholipase C la détruit. Il semble néanmoins 
que ce soit des lipides étrangers à la molécule de F VIII, en particulier 
1 es phospho 1 i pi des, qui jouent un rô 1 e dans 1 a fonction coagulante de 
ce facteur (HEMKER et al. : 642, BARROWCLIFFE et GRAY : 643, BARROWCLIFFE 
et al. : 644). En effet,on conçoit bien à la suite des résultats de ANDERS
SON et BROWN ( 645) qui ont montré que 1 e facteur VI II, 1 i béré du F vWf 
par action de la thrombine, se fixe à des vésicules de phosphatidyl-serine/ 
phosphatidyl-ethanolamine, que le F VIlla n'est présent que de façon tran-

~ 

sitoire dans le plasma car il se fixe à la surface des plaquettes "activéeS• 
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elles aussi par les premières traces de thrombine. 

En définitive, il subsiste encore de nombreuses inconnues 
concernant le mécanisme moléculair'e d•action du F VIII dans la coagulation 
mais les recherches actuelles sur la biochimie du facteur VIII semblent 
apporter les premiers éléments de cette connaissance qui 
amener un jour à des améliorations considérables dans le 
du diagnostic,du traitement et de 1•avenir des hémophiles. 

\ 

pourrait 
domaine 
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T R A V A U X P E R S 0 N N E L S 

• • • • • • • • • • • • 

Les recherches que nous avons menées depuis 1973 sur 
le f acteur VIII/vWf ont fait 1 •objet des publications, communications 
n Posters suivants : 

PUBLICATIONS : 

1 - Action des an ti corps an ti -facteur VI II sur 1 a réten
tion C des plaquettes aux billes de verre : 
P. MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND. 

~hologie Biologie, 1973, 21 Suppl, 72-75. 

d 2 - Dé pi stage\ des conductrices de 1• hémophi 1 i e A par 
;sage comparatif de 1•activitê et de l•antigénicité facteur VIII 
p' PARQUET -GERNEZ, C. MAZURIER, M. GOUDEMAND. 

athologie Biologie, 1974, 22 Suppl, 37-42. 

lllo 3 - Contribution à l•isolement et à l 1 étude de la masse 
1ëcu1 · c a1re du facteur VIII humain : 

p~ MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND, J. MONTREUIL. 

thologie Biologie, 1975, 23 Suppl, 11-16. 

ant· 4 - Action of insolubilized homo.1ogous anti-factor VIII 
c lbodies on factor VIII related antigen : 
~~ ~ZURIER, M. KACEM, A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND. 

~'ornb 
Osis Research, 1977, 10, 661-667. 

~i 5 -Dosage de 1•antigéne lié au facteur VIII par la tech-
e q~e ELISA. Intérêt dans l 1 étude de la maladie de Willebrand 
P~t~ZURIER, A. -PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND. 

Ologie Biologie, 1977, 25 Suppl, 18-24. 

• 
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6 - Antigènes HLA et maladie de Willebrand 
J. GOUDEMAND, C. MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND. 
Pathologie Biologie, 1977, 25, 241-243. 

7- Etude de l'antigène lié au facteur VIII (VIII R:Ag). 
Purification par chromatographie d'immune-affinité. 
C. MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ, B. SAMOR, M. GOUDEMANO, J. MONTREUIL. 
Compte-rendus de l'Académie des Sciences Paris, 1979, 288, 1431-1434. 

8 - The assay of factor VIII-related antisen by an immuno
enzymatic method : 
C. MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUOEMAND. 
Thrombosis and Haemostasis, 1980, 43-1, 71. 

9 - Chemical composition of factor VIII. 
C. MAZURIER, B. SAMOR, A. PARQUET-GERNEZ, B. FOURNET, M. GOUOEMANO, J. 

MONTREUIL : 
In "Protides of Biological Fluids", 28th Colloquium 1980, edited by or 
H. Peeters, 299-302. ~ 

10 - Ac qui red von Wi 11 ebrand' s syndrome in the course 
of Waldenstrëm disease 
C. MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ, J. DESCAMPS, F. BAUTERS, M. GOUOEMAND. 
Thrombosis and Haemostasis, 1980, 44-3, 115-118. 

11 - Blood group A and B activity associated with factor 
VIII/von Willebrand factor : 
C. MAZURIER, B. SAMOR, L. MANNESSIER, A. PARQUET-GERNEZ and M. GOUDEMAND. 
Revue Française de Transfusion et immune-hématologie·, 1981, 24-3, 289" 

298. 

12 - Etude d'un' concentré thérapeutique de facteur VIII/ 
vWf préparé en circuit clos. 
C. MAZURIER, J. MAILLARD, A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUOEMAND. 
Revue Française de Transfusion et immuno-hématologie, 1982, 25-1, 25-43. 

13 - Preliminary results on the carbohydrate moiety of 
factor VIII/von Willebrand factor (F VIII/vWf). 
B. SAMOR, C. MAZURIER, M. GOUOEMANO. 
P. DEBEIRE, B. FOURNET, J. MONTREUIL. 
Thrombosis ~esearch, 1982, 25-1/2, 81-89. 
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14 - Sructure determination of the major asparagine-1inked 
sugar chain of human factor VIII/von Willebrand factor. 
P. DEBEIRE, J. MONTREUIL. 
B. SAMOR, C. MAZURIER, M. GOUDEMAND. 
H. Van HALBEEK, J.F.G. VLIEGENTHART. 
F'.E.s.s. Letters, sous presse. 

COMMUNICATIONS ET POSTERS : 

- Action des anticorps anti-facteur VIII sur la rétention 
~s Plaquettes aux billes de verre : 
C. MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND. 
Journée du groupe sur l'Hémostase et la Thrombose, PARIS, 1973. 

- Dépistage des conductrices de 1 'hémophilie A 
~. PARQUET -GERNEZ, C. MAZURIER, M. GOUDEMAND. 
Jou rn·· 

ee du groupe sur 1 'Hémostase et la Thrombose, NANCY, Novembre 1973. 

- Contribution à 1 'isolement et à 1 'étude de la masse 
~lêculaire du facteur VIII humain : 

~' A. P,ARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND. 
er Congrés Français d'Hématologie, VITTEL, 24-26 Avril 1975. 

- Dosage de l\antigéne lié au facteur VIII par la techni-
que ELISA. · c • 
~' A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND. 
Jour · 
0 nee du groupe d'études sur 1 'Hémostase et la Thrombose, PARIS, 18 
êcernbre 1976. 

~ - Etude quantitative et qualitative de 1 'antigéne lié 
lllJ f 
C acteur VIII dans la maladie de vWD : 

~' A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND. 
~e Congrés Français d'Hématologie, BRUXELLES, 13-16 Avril 1977. 

h -Etude physiochimique de l'antigéne lié au facteur anti-è~o c Phi 1 i que A 

~Oti, 11AZURIER, A. PARQUET-GERNEZ, B. SAMOR, M. GOUDEMAND. 
"nêes Bi omêdi ca 1 es de Li 11 e, 13 et 14 Octobre 1978. 

c -Purification de l'antigène lié au facteur VIII 
~AZIIDT~~, B. SAMOR. A. PARQUET-GERNEZ, J. MONTREUIL, M. GOUDEMAND. q~~~ . 

Congrés Français d'Hématologie, STRASBOURG, 25-29 Juin 1979. 
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- Syndrome de Wi 11 ebrand acquis au cours d • une ma 1 a die 
de Waldenstréim 
C. MAZURIER, A. PARQUET-GERNfl, J. DESCAMPS, M. GOUDEMAND. 
4ème Congrés França1s d'Hématologie, STRASBOURG, 25-29 Juin 1979. · 

- Contrôle de qualité des fractions antihémophiliques: 
M. GOUDEMAND, C. MAZURIER, C. MANGIN, A. PARQUET-GERNEZ, B. SAMOR, L. 
MARTINACHE. 
llème Congrés National de Transfusion Sanguine, STRASBOURG, 25-29 Juin 
1979. 

-Composition chimique du facteur VIII R:Ag: étude de 

la copule glycannique : 
B. SAMOR, C. MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ, J. MONTREUIL, M. GOUDEMAND. 
R~union du groupe d 1études sur 11 Hémostase et la Thrombose, PARIS, 10 
Novembre 1979. 

- Chemical composition of factor VIII related antigen: 
C. MAZURIER, B. SAMOR, A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND , J. MONTREUIL. 
28ème Colloque Protides of Biological Fluids, BRUXELLES, 5-8 Mai 1980. 

- Activité du groupe sanguin A et B associée au facteur 
VI II : 
C. MAZURIER, B. SAMOR, L. MANNESSIER, A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND. 
Réunion de la Société Française de Transfusion, PARIS, 27 Juin 1980. 

- In vitro and in vivo characterization of a new human 
factor VIII concentrate : 
C. MAZURIER, M. GOUDEMAND. 
1ère Conférence Internationale sur 11 hémophilie, BONN, 7 Octobre 1980. 

-
11 Cold insoluble globulin 11 et facteur antihemophilique 

A dans le plasma humain : 
C. MAZURIER, B. SAMOR, A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND. 
6ème Congrés internat i ana 1 sur 1 a thrombose de 1 a 1 igue méditerranéenne 
contre les maladies thrombo-emboliques, MONTE-CARLO, Octobre 1980. 

- Dosages immuno-enzymologiques des facteurs VIII et 
IX : 
A. PARQUET-GERNEZ, C. MAZURIER. 
Entretiens de Franconville, Paris 12 Mars 1982. 

- The association of F VIII/vWf and fibronectin investiga~ 
ted by radiocrossed-immunoelectrophoresis : 
M.J. SEGHATCHIAN, I.J. MACKIE, C. MAZURIER. 
Br. Soc. of Haemost. and Thromb., Londres 2 Avril 1982. 
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- Dosage immune-enzymatique des facteurs VIII R:Ag et 
lX:Ag : 

J. AMIRAL, J.L. MARTINOLI, 

C, MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ. 
3èrnes Journées lilloises de biologie clinique, LILLE, 18 Juin 1982. 

-Actualités des fractions coagulantes : 
M. GOUDEMAND, C. MAZURIER, M. P. HENON, A. LEFEVRE, L. MARTI NA CHE. 

Xltème Congrés National de Transfusion Sanguine, SAINT-ETIENNE, 8-10 Juil
let 1982. 

-Structural studies on carbohydrate moiety of factor VIII/ 
VWf, 

c 
~ B. SAMOR, M. GOUDEMAND, 

1
• DEBEIRE, B. FOURNET, J. MONTREUIL. 

nternational Congress of Haematology and Blood Transfusion, BUDAPEST, 
1
' 7 Aout 1982. 

b -The association ofF VIII/vWf and fibronectin investigated 
: ~"adio-crossed immunoelectrophoresis of F VIII clinical concentrates. · 

S.J. SEGHATCHIAN, I. J. MACKIE, C. MAZURIER, M. GOUDEMAND. 

Yrnposium on factor VIII/von Willebrand factor, SAN DIEGO, 7-9 Octobre 
1982, 

Of - Chemi cal characteri zati on of the carbohydrate moiety 
C human F VIII/vWf. \ 

S~• B. SAMOR, P. DEBEIRE, M. GOUDEMAND, J. MONTREUIL. 

19:Posium on factor VIII/von Willebrand factor, SAN DIEGO, 7-9 Octobre 
2. 

êvol _ Comme 1 es connaissances sur 1 e F VII I/vWf ont beaucoup 
la ue durant nos recherches, nous avons préféré reproduire 11 in extenso .. 

c~ Plupart des art i c 1 es pub 1 i és en 1 es regroupant se 1 on 1 eur orientation. 

ti:st ainsi que nous envisagerons successivement les articles 11 d'orienta

~ en présentant les publications relatives à : 

VWf - l'étude de l'action de divers anticorps sur le F VIII/ 
(a~"ticle 1 et 4}. 

~ Vt - 1 a mi se en évi denee d'une forme rare d' anoma 1 i e du 
111VWf, la maladie de vWD acquise (article 10}, 

~:Ag - la mise au point et les applications du dosage du VIII 
~d~ (al"ticles 2, 5, 8). 

or1 
~ entati b' h' i " 

Vttr on lOC lm que qui Se rapportent tout d'abord à l'isolement du 
IVWf qui a été réalisé en deux étapes : 

·' 
·1 
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- obtention de fractions concentrées de F VIII/vWf et 
son adaptation à la préparation de produits thérapeutiques (article 12), 

- purification du F VIII/vWf à partir des fractions con
centrées (articles 3 et 7). 

Enfin, 11étude biochimique du F VIII/vWf ainsi purifié, 
pour laquelle nous avons bénéficié tout particulièrement de collaborations, 
sera abordée sous la forme de 4 articles consacrés à la composition chimi
que (article 9), â la copule glycannique (articles 13 et 14) et à l•activi
té de groupe A et B (article 11) de cette molécule. 
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ETUDE IMMUNOLOGIQUE DU FVIII/vWF 

1 
Cette première partie regroupe des articles dits "imrnuno-

~9iques", en ce sens que 1 eur méthode 1 ogi e est fondée sur l' emp 1 oi de 
dlve 
0 

rs anticorps, homologues ou hétérologues, dirigés contre le FVIII 
~le facteur Willebrand. Dans les deux premiers articles présentés, ces 

~nt;corps ont été uti 1 i sés afin d • étudier 1 es rapports existants entre 

te facteur VIII:C et le facteurVlliR:Ag,à une époque où on n'avait pas encore 

do~tes les preuves que le facteur VIII R:Ag était une molécule distincte :l facteur VIII support du VIIt~c, nécessaire à l'activité vWf. Les arti-
es 

~· Suivants se rapportent essentiellement au dosage immunologique du FVIII 
s:Ag. Dans un premier temps, nous avons surtout employé la technique clas

~~que d'ëlectroimmunodiffusion quantitative et nous avons présenté ces 

1 ~/llltats,en comparaison de ceux obtenus par la technique de dosage du 

~0 111 :c, chez la femme normale ou conductrice d'hémophilie A. Par la suite, 

s .. lis nous sommes attachés à mettre au point une technique de dosage pl us 
"ns· 
p~b ~~le : la technique immunoenzymatique de type ELISA présentée en 76, 

a~ 11
ee en 77, et que nous avons améliorée depuis et employons, en routine, 

e~ C.R.r.s. de Lille. Enfin, le dernier article est consacré à la mise 

da êv; denee d • anticorps inhibiteurs de l'activité FVI II R: RCo du FvWf 
~s 1 . 

d" e plasma d'un malade chez qui nous avons diagnostiqué une maladie .. vw . 
d acquise et contribué à découvrir une macroglobulinémie de Waldenstrëm. 
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1 ACTION DES ANTICORPS ANTI-FACTEUR VIII SUR LA RETENTION DES 

PLAQUETTES AUX BILLES DE VERRE 

C'est 1 e premier travai 1 que nous avons entrepris, dèS 
1973, époque à laquelle on ne savait pas encore que l'activité dénommée 

"facteur Willebrand" est supportée par une molécule distincte de celle , 
supportant l'activité anti-hémophilique A. Il était de.?tiné à mieux com~ 

prendre les relations existant entre le VIII R:Ag et le FVIII et consistait 

à étudier l'action de deux types d'anticorps, appe 1 és à l'époque a nt i ~ 

facteur VIII, Q 'un hétérologue, car obtenu à partir de sérum de lapin 
immunisé avec une fraction conëentrée de FVIII, en fait du FVIII/vWf, 

précipitant le VIII R:Ag, {voir p. 39 A 43) ; l'autre homologue, ayant 

pour origine le plasma d'un hémophile A majeur ayant développé un anti~ 

coagulant et neutralisant le VIII:C, {voir p. 84 à 90)), sur la rétention 

des p 1 aquettes du sang au cours d'un passage sur bi 11 es de verre {test 

de BOWIE) qui est l'une des propriétés mesurables "in vitro" du FvWf, 
souvent en re 1 at ion avec sa propriété de faire adhérer 1 es p 1 aquetteS 
au sous-endothélium. 
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ACTION DES ANTICORPS ANTI-FACTElTR \TJII , 
SUR LA RETENTION DES PLAQUETTES 

AUX BILLES DE VERRE 

C. MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ et M. GouDEMAND 

Laboratoire d'Hémostase. Centre Régional de Transfusion Sanguine, 
21, me Camille-Guérin - 59000 Lille (France) 

R~UM~. - En présence d'anticorps antl·facteur VIII hétérologues (obtenus chez le Lapin 
à partir de fractions concentrées en facteur VIII) la rétention aux billes de verre de pla· 
quettes normales, mesurée par le test de Bowie, est très diminuée. Il en est de même lorsque 
l'on remplace le sang normal par du sang d'hémophile A majeur. Par contre, les anticorps 
and-facteur VIII d'origine humaine ne modifient pas la rétention des plaquettes aux bUies de 
verre. Ces résultats sont en faveur de l'hypothèse de rldentlté entre l'antigène facteur·VIII 
et le facteur responsable de la rétention des plaquettes aux billes de verre (facteur WUiebraod). 
Ils apportent uo nouvel exemple des différences d'action existant eptre les anticorps aoti· 
facteur VIII Isologues et hétérologues. 

Mots-clés : Plaquettes. - Rétention des plaquettes au verre. - Anticorps anti·facteur VIII. 
- Facteur Willebrand. 

'-1AZURIER C., PAROUET·GERNEZ A .. GOUOEMANO "-·· 1973. - Action del anticorpa an:l• 
facteur VIII aur la r•tantoon de• plaquettes aux biiiH da verre. Path.-Biol., 21, Suppt., 72-75. 

1 ~arrn· 
'hErn0 h' !es anomalies qui différencient in vitro 

Une, 1 P 1l~e de la maladie de Willebrand il en est 
a~~ bi~! diminution de la rétention des plaquettes 
n1sllle e~ de verre (test de Bowie), dont le mé::a
~our lan est pas encore très clairement expliqué. 
a interv lll~jorité des auteurs (4, 7, 9, 12, 14), il y 
~1-iJ u ent1on d'un facteur plasmatique. Ce facteur 
~Ur ~~~Protéine particulière appelée parfois « fac-

MATERIEL ET METHODES 

l!t lu~ e~rand ~. ou ne s'agit-il pas du facteur 
~~~ f~:rneme, qu'il soit ou non activé ? 

~- ÏsoJ~~ant agir des anticorps (A.C.) hétérologues 
1 ern0 ~ues sur du sang normal ou du saag 
~~ PeuPhiie A majeur nous avons recherché quel
~~ Plavcnt être les modifications de la rétention 
Sa~é ~.~ettes aux billes de verre et nous avons 
~erpréter les résultats obtenus. 

~~l'lu . 
Sc:rll reçu li la Rédaction le 20 juin 1973. 

Les anticorps héU~olo;ruea sont obtenus par l'Immunisation 
de lapina avec du tractions concentrëea et aeml-purltléea 
de facteur VIn selon la technique de Zimmermann et Rat· 
nott (13). La antl-séruma apréa addition d'oxalate de NH4 et 
de K. absorption par sa, Ba (100 mr psr ml de aéruml. 
chauttare Il ~OC pendant 30 minutes et epuisement pat 
du aurnareant de cryopréclpltës, donnent en lmmuno-dl!tu• 
lien une seule lime de précipitation vls·l-vta de cryoprécl• 
pitt normal. d'hémophile A majeur. et de tractions concen• 
trëea en facteur VIU. Ils ne donnent aucune réponse en 
pUsence de cryopreclpiU de sujet atteint da maladie de 
Wlllebrand (ttr. 11. Par la technique de Lauren (8·10), Ua 
donnent un pte de précipitation avec du plasma normal pur 
ou dilué. du pluma d'hémophile A majeur. et ne donnent 
aucune précipitation avec du plasma de sujet atteint de 
maladie de Wlllebrand (fis. 2). 

Les antlcorpa lsololUU previennent d'un hémophile A 
majeur polytranatuaé fortement unmuntae conU'I le tac
kur VIU (a.ntlcorpa titrant '7S unlt68). 

La rétention dea plaquettn aux blllu de """ a été étu
diée aelon la techniqUe de Bowle (3·5) en lalasant repo3er 
lt uns hêpartné pendant une heure, l 20''C, avant d'etlectuer 
Je tut. 
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Lortque la r~tentlon est ~tudl~ en pr~sence d'anticorps 
lsolosues ou h~t~rologues. le m~lanse est ~salement laissé 
en contact pendant 1 beure 1 20", 

Le dosase de J'actlviU facteur VIII est effectué sur le 
aans cltrati selon la technique en 2 temps de Bersna (1) .. 
La recherche de l'actlviU antlcoasulante des anticorps est 
f:llte selon une technique personnelle (Il), en utilisant une 
concentration d'anticorps Identique 1 celle utlllsh dana le 
test de Bowle et en laissant lncuber l'antlg~ne et l'anticorps 
pendant 1 beure 1 20'C avant d'effectuer le dosase. 

RESULTATS 

a) Action de l'anticorps hétérologue sur du sang 
normal. 

En faisant incuber du sang normal avec de l'an
ticorps de lapin pendant 1 heure à 20°C et en réali
sant ensuite un test de Bowie, on observe dans tous 
les cas une diminution de la rétention des plaquettes 
aux billes de verre (tableau 1). Le dosage du fac
teur VIII effectué parallèlement sur un certain nom
bre d'échantillons montre également une diminution 
de l'activité du facteur VIII. La concentration d'an
ticorps donnant les résultats les plus reproductibles 
est de 7 ~·! pour 10 ml de sang. A cette concentra
tion il n'y a aucune modification du chiffre des pla
quettes après incubation avec l'anticorps hétérologue 
(tableau Il) contrairement à ce que l'on observe pour 
des concentrations plus fortes de l'anticorps. 

TABLEAU 1. - R61enllon des plaqueu .. sur bill .. de verre (tut de 
Bowle) d'un sang normal uns A.C. et apr•s Incubation pendant 
1 heure 1 zo-e avec un A.C, htlirologue (10 ml de sang hiparlne 
+ 7 1.11 de sirum de Lapin). 

Rétention dea plequetles Actlvlt6 Facteur VIII 
en pourcentage en pourcentage 

Sana A.C. Avec A.C. Sana A.C. A VIC A.C. 

43 0 
87 37 
57 2Z 70 < , 
65 2S 180 112 
6a 12 n 5 
67 10 
57 0 170 80 
47 0 54 3 
n 46 
81 11 100 10 

TABLEAU Il. - l!xemplee de rlsullate de numirallon de plaquett .. 
dane le eang hiparlni, une Incubation et apr .. Incubation avec 
un anticorps httirologue (10 ml dd sang hiparln6 + 7 1.11 de 
eirum de Lapin antl-lacteur VIII), 

Chiffre de plaquettes Chiffre de plaquettea 
(par mm') 
una A.C. 

(par mm') 
IVIC A.C. de lapin 

135.000 130.000 
105.000 115.000 
180.000 145.000 
210.000 220.000 
140.000 130.000 

b) Action de l'anticorps hétérologue sur du sang 
d'hémophile. 

Avec du sang d'hémophile A majeur, les résul· 
tats sont identiques (tableau Ill). Sans anticorps, la 
rétention des plaquettes aux billes de verre est nor· 
male. Elle diminue après incubation avec l'anticorps 
de lapin, le taux de facteur Vll1 restant, bien en· 
tendu, nul dans les deux cas. 

TABLEAU Ill. - Rétention dea plaquait .. sur billes de verr .. (t•:' 
de Bowle) d'un .. ng d'himophlla A maJeur sans A.C. et epr 1 

Incubation pendent 1 heure 1 zo-e avec un A.C. hitirologut 
(10 ml de ung hiparln6 + 7 ~ de eérum de Lapin), 

Rétention dea plaquettea Actlvlt6 Facteur VIII 
en pourcantage en pourcentege 

Sana A.C. Avec A.C. Sans A.C. Avec A.C. 

82 34 < , < , -
78 25 < 1. < , -

c) Action de l'anticorps Isologue sur du sanQ 
normal. 

Si . au lieu de mettre en contact du sang normal 
avec l'anticorps hétérologue, on ajoute un anticorps 
d'origine humaine, les résultats sont très différents. 
En effet, l'anticoagulant anti-facteur VIII isologue 
ne modifie absolument pas la rétention des pla· 
quettes aux billes de verre d'un sang normal (ta' 
bleau IV). 

TABLEAU IV. - Ritentlon dea plaquettes eur bllle1 da '"'" ~~~: 
de Bowle) d'un ung normal san• A.C. et epr .. Incubation pen 'ng 
1 heure • 20'C avec un A.C. d'origine humaine (10 ml dt .. 
hiparln6 + 100 1.11 de sérum humain). -Rétention dea plequettee Act!vlté Facteur VIII 

en pourcentage en pourcentage -
Sana A.C. Avec A.C. Sans A.C. Avec ,..c. 

----85 SI 180 70 
M SI 77 3g 
67 53 
58 46 110 10 __.. 

DISCUSSION 

" nti· 1 ) Nos résultats montrent que l'anticOJ1)S a s 
facteur Vlll h~térologuc modifi~ la rétention d~e 
plaquettes aux billes de verre de sang normal ~~ tS 
sang d'hémophile A majeur. Bien entendu d1ve 
eontroles sont n~cessaires. -

a) Nous avons tout d'abord v~rifi~ que l'effel 
constaté n'est pas dû à la présence de sérum de ts· 
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Pinoer· 
res;e . <ut le pourc~ntagc de rétention plaquettaire 
séru Stnctement normal après incubation avec du 
ditio~ de lapin non immunisé dans les mêmes con-

b s .expérimentales. 
lcti~i~ act!o.n de l'anticorps semble être liée à son 
en 19; spectfique anti-facteur VIII. Bouma et coll., 
hies a 2 (2~, dans une série d'expériences compara
anti·fi~~ notres, ont montré que divers anticorps : 
lines n~ogène, anti-albumine, anti-gammaglobu-
p ··· n ont pas d'effet sur le test de Bowie. 

l'ologaur .ailleurs en ce qui concerne les anticorps hété-
~s ut"!· · Pu Illon t tses dans nos expérienc~s. nous avons 

en incu trer leur spécificité (fig. 1 et 2). D'autre part, 
du Plas bant préalablement l'anticorps de lapin avec 
et e11 eTia de sujet atteint de maladie de Willebrand, 
lang 11 ectuant ensuite un test de Bowie avec du 
~Ons orrnat comme précédemment, nous ne lui 
Plaque1f~ son action inhibitrice de la rétention 

atre (tableau V). 
1~eL•· • .., ... uv 

a·illl' lltat· d- :lude de le rélenllon d .. plaquettea aur billet de 
~ill .,_r: h 1 owle) d'un ung normal 11n1 A.C. et en prbence 

'brt~d "'•ologue pr.elablement lncub6 nec du pl11m1 de 

~ 
~.,.~,. 

IO~ d 
Aclivit6 Fecteur VIII &ur bille •• Plaquettea 

·~ 1 dt verre en pourcentage 

~ Stllt J., 

~ Avec A.C. Sans A.C. Avoc A.C. 

'--- 0 54 4 

La. est reten . 
teu donc l' ~ton des plaquettes aux billes de verre 
nor Vn1

1ee à la présence de la molécule de fac-
1111flnal ou 9U'el!e soit active comme chez., Je sujet 
:2 lats son Inactive comme chez l'hémophile: Ces ré
~J .. et de ~en accord avec ceux de Bou ma et coll. 
~~ U ll'y eyer et coll. (11). Il est très probable 
ena~t à la a ~ans le plasma qu'une seule protéine 
~Iton de fo1s l'activité facteur VIII et J'activité ré
l'ëi~nda11t s Plaquettes aux billes de verre. Il n'est 
~1 1tniner las possible, d'après nos expériences, 

es de ~~ ormellement la possibilité de deux molé
~') Ce ructure extrêmement voisine. 
l ~;s elefst résultats mettent en évidence les diffé

Otigin ant .entre les anticorps d'origine humaine 
'l e animale : 

~r es 
o~s Ile s~remiers neutralisent ractivité facteur VIII, 
'inh·de le nt Pas précipitants. Ainsi que nous ve
ttr •ber 1:ontrcr, ils ne !'Ont pas non plus capables 
~ie. Ils ag· r~tention des plaquettes aux billes de 
~~e Por:ratent donc uniquement sur le site anti
la~ les a~t l'activité facteur Vlll. 
~ ' lltéc:~~ttcorps d'origine animale sont neutrali
ann~quetf'tants et capables d'inhiber la rétention 

hyPoth~ aux billes de verre. Ils seraient actifs 
ese la plus vraisemblable où il s'agirait 

Fig. 1. - Contr61e en lmmunodlllualon aelon la m6thode d'Ouchter· 
lony de l'antl .. rum de lapin *pulai par du aurnegeant de cryo
pr6clplt6 : 

- au centre, l'antla6rum 

- VIII • priperellon de VIII purll"• .. lon la m•thode de 
Ratnoll (13) 

- T, H, W • cryopréclpll*• de plasmaa t6moln, d"h•mophlle, 
et d'un aujet atteint de maladie de Wlllebrand. 

H:2 w T T:2 T:s 

Fig. 2. - Electrophorhe dana 11 ml de g6toae contenent 30 1,1 
d'antla6rum anll·lacteur VIII de dlll*runta 6chantlllona de 25 1,1 
de plaamaa. Migration de 15 h ewec 30 V aux ponta dana le 
tampon Y•ronal pH : 1,1 1& : 0,02 (m61hode de Laurell). 

T • plaama 16moln .Il dll16rentn dllullone 
H • pl11me d'h6mophlle pur et au demi 

W • pl11ma de aufet allain! de maladie de Wlllebrand (acll· 
YI" VIII • 1 1/o), 
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d'une protéine unique, à la rois sur l'activité fac
teur Vlll et sur l'activité rétention des plaquettes 
aux b:J1es d: verre. Différentes possibilités de com
plexes avec la mo!é:ule de facteur Vlll sont alors 
envisageables. 

Les ant:corps pourraient en effet soit se fixer sur 
ks deux sites antigéniques rcspon~ablcs de l'activité 
fac:cur VIII et d: l'activité rétention des plaquettes 

aux billes de verre, soit sc fixer sur l'un des deux 
et masquer le second qui peut être très proche du 
prcm:er. llr; peuvent aussi ne pas différencier les 
deux sites antigéniques et se fixer indifféremment 
s:Jr l'un ou sur l'autre. 

D:s ind:catlons plus pr~ciscs sur la structure de 
la mo"écu!e de facteur VIII permettront s:ms doute 
de mieux pré:iser ces points. 

ACTION 01-" ANTI-FACTOR \'Ill ANTIBODIES ON PLATELET 
ADHERENCE TO GLASS BEADS 

C. MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ anc.l M. GOUDEMAND 

Laboratoire d'H!mostase. Centre Régional de Transfusion Sanguine, 
21, rue Camille-Guérin, .59000 'Lille (France) 

(Path.-Biol., 1973, 11, Suppl., 72-7.5) 

SUMMARY. - Normal platelet's retention on class beads measured by Bowie test, wu 
strongly decrnsed when heterologous antl-factor VIII antibodies (obtained by Rabbit's 
lmmunlatlon with factor Vlll concentrates) were added, either with normal blood or blood 
from severe baemopblllc patients. On the other band, human anti-factor VIII antibodles did 
not change the platelet's retention on elass beads. 

These resulls favour the hypothesls of ldentity between factor VIII antigen and the 
factor responsable for platelet's retention on glass brads (von Wlllebrand's factor). They 
also lllustrate the qulte different acth·lty of heterologous and lsologous antl-factor VIII antl
bodles. · 

K~)·-words : Platelets. - Platelet retention on a:lass beads. - Anti-factor VIII antibodles. 
- Von Wlllebrand's factor. 

R~F~RENCES 

1. BliRGNA L. J., 1960. - A simple me1ho<l for the 
assay of factor VIII. mood, JS, 63i. 

!. Bou~u B. N .. WJE'JERI"CK·SIX:'>IA J. J., VA~ MouRJt.: 
J.A., 1972. - lmmul'olo~ical charucterizati·n of 
rurified nnti-haemoo!lilic fact~r A (factor VIII) 
which corrects abnormal platelet retention in von 
Willebrand's disease. Naturt- Nrn· Biol .• 136. 104. 

3-. BOWIE E. J. w., ÜWE~ c. A., TIIOMPSON J. H., 
DllliSHEJM P.. 1969. - A test of plate'et a<lhe· 
sh·er.ess. Pros. Ma.'·n Cli11., 44, 306. 

4. Bowu;: E. J. W., Ow~::-~ C. A.. THo~•PSON J. H .• 
DtDJSHEIM P., 1969. - Platclet adhesivcness in 
von Willebrand's discasc. A"'"'· J. Cli11. Pat li., $2, 
69. 

.5. CAI•'C J .• SuLTAN Y .. 1971. - Actualilés hématuiot:i· 
qucs, .5• sé~ie. Mass:ln et Cie éd., Paris. 207. 

ti. Gocot::MAND M., FouC'AUT M .• 1963. - Mise en évi· 
dence et dosage <l'un A.C. circul:rnt au cours <le 
l'hémophilie A. Patlr. /lint., Il. 361. 

7. LARfltJF.U M. J •• CAf.N J. P .• M~:vu 1> .• VAINU H .• 
SULTAN Y.. BliRICARO J.. 1968. - Cona:cni1ul 
blccdina disordcrs with Jona hlcedina lime and 
normal platelet count. 11 von Willebrand'a diseasc. 
A llll"r. /. Mrcl., 4$, )54. 

S. I..AU~'ELL C., 1966. - Quantitative estimation of pro
teins by electrophoresis in agarose (!Cl containinl.! 
anlibo<lies. A11al,l'l. BioclrC"III., JS, 4.5. d 

9. Mtm;R 0,. LARRIEU M. J .. 1970. - Von Willebnrn 
fact?r and platelet adhesiveness. J. Cli11. Patlr., 2), 
""8 - . f :o. MEYER D., LAVtiRGNF. J. M., lAttKtEU M J .• Josso ·• 
197!. - Cross rcaciing malcrial in congenital fac:· 
l~r VIII ddiciencies (haemophilia A and von Willc:· 
brand's <liscasel. Tlrrom/1. RrJ., 1. 183, 18. 

Il. MF..YER D .. LARRIEU M. J. 197:! - le racleur WiiiC:· 
brand • Biologie el lmmuno'ogie. Communication 
à la 4• réunion du groure d'c'IUdes sur l'Hémostase: 
ct la Thrombose, Paris, 9 clécembre 1972. 

1:!. SA17.MANN E. W., BttrTTl~ A. 1964. - /11 r·itrtJ cor· 
rection or defective pl:r!elct nùhesivc:ness in voll 
:-vi.llcbrand's discasc. Fl"d. Proc., 1], 239. E. 

13. z,, .... ·.RMAN T. s.. RAT'I'lFF o. n. PowELL A . 
1971. - lmmunologi..: dirfercnciation of classrc: 
hcmophili:r lfiiCior V Ill Lldicic:nc~) ur.J vun Will.:· 
brand's disc:osc. /. Cli11. '"''C"SI., SU, 244. 

I.C. Zucua M. B., 1963. - /11 ''itro abnormality of tbhC'/ 
blood ln von Willebrand'a discasc correctablc 
norm:rl plasma. Naturt' (Lmrd.), 197, 601. 



- 114 -

Les résultats de cette étude sont en accord avec ceux pub 1 i és par BOUMA 

~ (646) et MEYER et al. ( 64 7) à la même époque. Les conclusions, 
en faveur de 

11 1' identité entre 1' an ti gène facteur VI II et 1 e facteur res
Ponsable de la rétention des plaquettes aux billes de verre (facteur 

~ill ebrand) 
11 

sont tout à fait dans 1 a 1 igne du concept ac tue 1 du camp 1 exe 

PVIII!vWf puisqu'on appelait alors "antigène facteur VIII" ce qu'on ap

Pelle encore actuellement le 11 FVIII R:Ag" et qui devrait plutôt se dénom

rner "FvWf:Ag" puisqu'il s'agit de la molécule antigénique support des 
activités du facteur Willebrand, et non pas de l'antigène lié au facteur 

VIII qui est le FVIII:C Ag. En ce qui concerne 11 les différences d'action 
existant entre les anticorps isologueS/et hétérologues .. , i 1 était démontré 

que 1 es anticorps d • hémoph i 1 es n • inhibe nt pas 1 a rétention des p 1 aquettes 

aux bi 11 es de verre et qu • i 1 s "agi raient donc uniquement sur 1 e si te an ti
gënique portant l'activité VIII" ce qui, à l'heure actuelle, se conçoit 

très b.ien si on admet qu'il s'agit d'allo-anticorps, en général capables 

de se lier au FVIII C:Ag. Le~ anticorps hétérologues, eux, s'avéraient 

in hi bi teurs de 1 a rétention J ce qui s'exp 1 i que fa ci 1 ement maintenant qu • on sa· 
lt que les animaux étaient immunisés non pas simplement avec du FVIII rna-
ls avec le complexe FVIII/vWf et que, dans ces conditions, ils dévelop-

~nt essentiellement des anticorps anti-vWf et, de façon annexe, des anti

Corps dirigés contre 1 e FVI II, à l'cri gi ne de 1 eur ac ti vi té an ti coagulante qu. 1 
les avait fait dénommer anticorps anti-FVIII (voir p. 39 à 41). 

\ 
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II ACTION DES ANTICORPS HOMOLOGUES ANTI-FACTEUR VIII INSOLUBI~ 

LISES SUR L'ANTIGENE LIE AU FACTEUR VIII 

Cette étu.de, comme la précédente, avait pour but de con

tribuer à élucider les relations existant entre le facteur VIII et le 
facteur Wi 11 ebrand en recherchant si des an ti corps homo legues, ayant une 
activité anti-VIII:C mais ne précipitant pas le VIII R:Ag (voir p.84 a 
90), sont néanmoins capables de· se lier avec ce VIII R:Ag qu•on savait 
alors être le support de 1 •activité vWf. Pour ce faire, nous avons comparé 

le taux de VIII R:Ag d•un plasma normal, d•un plasma hémophile, et d•une 
fraction purifiée de F vWf, avant et après passage sur des immunoadsorbants 
constitués d • immunoglobulines isolées de sérums normaux ou de 2 ma 1 adeS 
avec anticoagulant anti-VIII:C.- Nous avons, en outre, par augmentation 
de la force ionique, élué les molécules fixées et recherché le VIII R:A9 
dans les éluats d•un immunoadsorbant contrôle, contenant des IgG isoléeS 

de plasma normal, et des immunoadsorbants contenant les auto-et les allo
anticorps (l•un des malades ayant développé spontanément son anticoagulant, 

1•autre étant un hémophile polytransfusé). 
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ACT tON OF INSOLUBILIZED HOMOLOGOUS ANTI-FACTOR VIII ANTIB.OD IES 

ON FACTOR VIII-RELATED ANTIGEN 

C, MAZURIER, M. KACEM, A. PARQUET-CERNEZ, M. GOUDEMAND 
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(Received 1.8.1976J in revised ~orm 8.3.1977. 
Accepted by Editor M.J. Larrieu) 

!mmunoadsorption experimenta were performed to study the action 
of homo~ogous anti-factor VIII antibodies on factor VIII-related 
antigen (VIII R t Ag).·Two factor VIII inhibitors, one from a 
hemophiliac patient, the second from an otherwise normal patient, 
were studied after coupling to CNBr-activated Sepharose. Both anti
bodies bound VIII R : Ag specifically. The presence of factor VIII 
procoagulant activity (VIII t C) did not appear necessary for this 
interaction since VIII R : Ag di~sociated from VIII t C by salt 
dissociation and VIII R : Ag of a severe hemophiliac were also 
equally bound. These resulta auggest that the action of homologous 
anti-factor VIII antibodies ia not limited to the neutralizing 
affect on VIII : C. 

\ 
INTRODUCTION 

~0 Until recently, factor VIII had been characi:erized only by its pro-
'&lll.tnt 

ttlt• activity (VIII : C). Immunological studiea have since helped to 
tf y 

~~· 10~e of its properties. Heterologous antibodies raised in rabbits 
tnat 

~lt, Purified hu~n factor VIII not only inhibit VIII : C but also preci
te 

lt, 'l'lt·' normal plasma pr~tein which appears to be closely associated with 

~111 ta •ntigenic material (VIII R : Ag) is also present in hemophilie A 
~ 

~o11 11
• •nd in nor~l serum, but is decreased in the plasma of patients with 

•, tllebrand disease. Homologous antibodies to VIII : C occur either in 

~~t~ llotYtransfused patients with hemophilie A or spontllneously in patients 
llo 

Prior history of bleeding. None of these human inhibitors precipita-



- 117 -

ANTI VIII HOMOLOGOUS ANTIBODIES Vol.10 1 No • .5 

tes VIII R : Ag. However by "inhibitor neutralization test" Goudemand { 1) 

ahowed that bomologous anti-VIII : C antibodies are neutralized not only by 

normal plasma but also by normal sera or plasmas from aome patienta with 

hemophilia A (2). Hemophilia A can thus be divided into two types based on 

the presence (A+) or absence (A-) of inhibitor neutralizing material. However 

a number of authors {3,4) have shown that by varying the antibody concentra

tion and incubation times, t~e majority of hemophiliaca can be shown to have 

antigenic material capable of interacting with and neutralizing homologoua 

inhibitora. 

The present atudy attempta to elucidate the action of human anti-VIII 

C antibodiea on the VIII k : Ag of normal and hemophilia A plasma. 

MATERIALS AND METHODS 

Antibodies. The experimenta were carried out using two human anti-VIII : C 

antisera. The first one had developed in a patient with hemophilia A {S.T.) 

who had been transfused exclusively with human fractions. In this patient's 

plasma, the inhibitor titer, expressed by the method of Kasper (5) was 1500 

Bethesda units/ml. The second was a spontaneous inhibitor occuring in a 

77-year old woman (D.E.) with no definite evidence of an associated disease. 

The inhibitor titer was 500 Bethesda u/ml. 

Samples analyzed. Normal and hemophilia A plasmas were prepared by anticoagu

lation of freshly collected whole blood with 0.38 p.cent sodium citrate and 

centrifugation at 1200 g for 30 min. at 4•c. A high molecular weight frac

tion of factor VIII (HMW) was obtained by gel filtration of a factor VIII

rich fraction on Sepharose 6 B equilibrated in 0.02 M imidazole, 1 M NaCl, 

pH 6.5 buffer (6). The fraction collected at the void volume was devoid of 

procoagulant activity but contained 8 u/ml of VIII R : Ag. 

Factor VIII coagulant activity and VIII-related antigen Assays. VIII : C was 

assayed by a one-stage method (7). T~-~:~coagulant activity could not be 

assayed in phosphate containing buffer.The factor VIII R : Ag was measured 

by the taurell quantitative immunoelectrophoresia (8) using dilutiona of 

plasma. The standard was a pool of normal citrated plasmas prepared from 20 

normal healthy individuals stored at -so•c for a maximum of one month. 
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~adsorbents. One volume of saturated Ammonium sulphate was separately 

ldded to two volumes each of the anti-VIII : C antisera and of a SE:rum from 
1 he~philiac without anti-VIII : C activity. The precipitate obtained after 

Centrifugation waa redissolved in two volumes of 0.05 M sodium carbonate,pH 
9
'0 buffer and dialysed against this buffer for 48 hrs. The anti-VIII 1 .C 

lttivity in each waa about 1500 u/ml (S.T.) and 500 u/ml (D.E.) .• 400 mg of 

th, dialyaed gamma-globulin fractio011were coupled to 40 ml of CNBr-activa

ted Sepharose 4B (Pharmacia - Uppsala - Sweden) according to the method of 
~.li !t al, (9) and aeparately packed into columns (2 x 28 cm), washed al-
terna . 

t1vely with pH 4 and 8.5 buffera and then equilibrated in 0.1 M phos-
Phtte b • uffered aal1ne, pH 7.5 (PBS). In consecutive experimenta 0.5 ml of 
~~l • Plasma, plasma from a pat1ent with severe hemophilia A (without inhi
b' 
ltor) and HMW fraction were applied to the columns and the columns were 

"'•hed with 250 ml PBS. The flow rate was 8 ml/hr. Samples were collected 
ln t 

wo ml aliquota and the protein continuoualy monitored by absorbance at 
~ao 

~. The filtratea obtained during washing were pooled and concentrated 

~y Preaaure dialysia to the initial volume of the aample using a UH 100 mem
ra111 ( b Schleicher and SchÜll - Daaael- Cermany). Then the apecifically 

~nd Proteina were eluted (18 ml/hr) with NaSCN 3 Min 0.1 M acetate buffer 
p~ 6 0 
l • • collected and concentrated as before. Each experiment waa performed 

11 
duPlicata and each aample tested for VIII R. 1 Ag. 

R.ESULTS 

lp Homologoua anti-VIII 1 C a~tibodiea inaolubilized onto Sepharoae 
Ptar • 

~1• to ba capable of interacting w1th VIII R : Ag. Lesa than JO % of the 
41 a 

~ 1 Aa of plasma applied to auch columna waa recovered in the filtrate. 

"'"• ta t following application of 3 H NaSCN a protein peak waa eluted which 

nttined the reaidual 80% VIII l : Ag (table I). Anti-VIII 1 C ·antibodiea lti,. 
ll lna in a hemophiliac (S.T.) or occuring spontaneously in a non-hemophi-

le . 
~ Patlent (D.E.) appeared to have similar properties (table I and II) • 

••• f 
he~ h'actor VIII inhibitors alao appeared to bind VIII R. : Ag from severe 

1• p lliaca and from the HMW fraction obtained by salt dissociation (table 
4 'nd 

li III), Beth these sources of VIII R. : Ag are devoid of VIII : C. Over 
~ tl( 

4& te Ptriments with different sources of VIII R. 1 Ag the yield of VIII R 

~ tovered from the column by NaSCN elution varied from 4Q-86 % with a 
•n Of 69 %. 
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TABLE I 

0.5 ml plasma were applied to two separate columns to which had been bound 
either IgG fro~ a hemophiliac without circulating inhibitor (H.A.) or IgG 
from a hemophiliac with a circulating inhibitor (S.T.). Th~ initial filtrate 
after washing with 250 ml PBS and the eluate after subsequent washing with 
NaSCN were collected and concentrated to 0.5 ml and assayed for VIII a s Ag. 

Control Column Homologous Antibody 
(H.A.) Column (S. T.) 

Starting material Normal plasma Normal plasma 
1.10 u/ml 1. 00 u/ml 

Filtra te 0.6 u/ml < 0.10 u/ml 

Eluate < 0.10 u/ml 0.8 u/ml 

Bu 
LILLE . 

TABLE II 

Recovery of VIII R : Ag in PBS filtrate and. subsequent NaSCN eluate 
from column to which had been bound the IgG from a patient with a 
spontaneous inhibitor to VIII : C. Both normal plasma and the plasma 
of two patients with severe hemophilia A were tested. 

Sample Applied Fraction Assayed VIII R : Ag (u/ml) 

~tarting material 0.8 
Normal plasma 

Filtra te < 0.1 
(VIII : C • 0.8 u/ml) 

Eluate o.s 

Starting material 1.15 
Hemophilie A plasma 

Filtra te < 0.1 
(VIII : C < 0.01 u/ml) 

Eluate 0.72 

Starting material 1.00 
Hemophilie A plasma 

Filtra te < O. l' 
(VIII : C < 0.01 u/ml) 

Eluate 0.40 

This ability to bind VIII R : Ag appeared to be specifie. The Sepha

rose column to which had been bound the control IgG (hemophiliac without 

inhibitor) did not appear to significantly adsorb VIII a : Ag. Sixty per 



- 120 -

Vol.lO,No., ANTI VIII HOMOLOGOUS ANTIBODIES 

cent of the applied VIII R : Ag was recovered in the filtrate during washing 

and no aignificant VIII R : Ag was eluted with NaSCN (table I). 

TABLE III 

Recovery of VIII R : Ag in PBS filtrate and subsequent NaSCN eluate from 
homologous antibody column (ST) after application of two different sources 
of VIII R : Ag devoid of VIII : C 

Hemophilie A plasma HMW fraction 

Starting material 1.10 u/ml 8.00 u/ml 

Filtrat• < 0.10 u/ml < O. 10 u/ml 

El ua te 0.90 u/ml 6.90 u/ml 

DISCUSSION 

Homologous antibodies, whether spontaneous or acquired in hemophilia 

A, neutralize the human factor VIII procoagulant activity (VIII : C). Co~

trary to heterologous rabbit antibodies, homologoua antibodies do not pre

cipitate with VIII R : Ag and it ia uncertain if they have any action on 

VIII R : Ag. 

From the resulta presented here it appeara that the VIII R : Ag of 

a normal plasma is adsorbed onto two human inhibitors which are insolubili

zed ?n Sepharose 4 ~- This fi~ation is specifie. It does not occur with aimi

larly insolubilized gamma-globulin fraction of hemophilie serum with no VIII 

: C inhibitor activity. The two homologous anti-factor VIII also bind the 

VIII R : Ag of different patients with hemophilia A who had seemed to have 

no detectable antigenic material by the "inhibitor neutralization test" of 

Coudemand !!_!!· (A-). However this immunoadsorption method does not allow 

any quantitative measurement of the amount of VIII R : Ag in the different 

samplea atudied. It should also be considered possible that heterogeneity 

amongst homologous.antibodies could exist with respect to their action on 

VIII R : Ag. 

Previously, other authors (10, Il) reported the absence of fixation 

of VIII R : Ag onto homologous antibodiea. Zimmerman and Edgington (JO) 

ahowed that there was a 58 % losa of VIII : C without decrease of VIII R 
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Ag in the supernatant of a normal plasma incubated with hemophilia antibody 

beads in a batch aystem. Moreover, Rougie and Sargeant (Il), demonstrated 

differentiai precipitation of the procoagulant activity but not of the anti

gen following complex formation between anti-VIII homologous antibodies and 

cryoprecipitate. 

Our experimenta performed under different experimental condition• 

show that homologous antibodies, characterized in particular by their neu

tralizing action on VIII s C are able to bind VIII a : Ag even if it ia 

devoid of procoagulant activity. These result1 auggest that factor VIII : C 

and V!II R : Ag have common antigenic determinants, a hypotheais which ha• 

already been made by otbers authors (2, 12 1 14 1 15). 
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Les résultats de ces expérimentations montrent que nous 

avons fixé du FVIII R:Ag sur les colonnes constituées d' IgG isolées de 

sérums de malades ayant des auto- et des allo-anticorps anti VIII:C,cette 

fi x a ti on n'étant pas observée sur un immunoabsorbant contrôle constitué 
d'IgG isolées d'un plasma témoin. Nous avons conclu à 1 'époque qu'il existe 
certainement des déterminants an ti géniques communs entre 1 a mo 1 écule de 
FVIII et la molécule de FvWf. Cette conclusion est en contradiction avec 

avec le concept actuel de deux molécules différentes mais il faut noter 

cependant plusieurs points : 

1 - Certains éléments sont difficilement compatibleS 

avec 1 a théorie ac tue 11 e se 1 on 1 a que 11 e 1 e FVI II et 1 e FvWf n'ont pas 

de détermina nt a nt i génique commun : par exemp 1 e, ceux de BOU MA et a 1. 
~ 

(648) et de PEAKE et BLOOM (649) qui montrent que des anticorps de lapin . 
- nt~ 

immunisé avec du FVIII dépourvu de FvWf ont,non seulement une activitea 

VIII:C, mais précipitent le VIII R:Ag et inhibent l'activité VIII R:RC0 

d'un plasma normal. 

2 - Les résultats de certains autres auteurs, que nous 

avons mentionné p. 88, semblent également montrer qu'il peut y avoir action 

des anticorps homologues, appelés anti-VIII, sut 1 'activité VIII R:vWf 
et que cela?craduit parfoif-Mes anomalies du VIII R:RCo ou de l'adhésion 

des plaquettes chez certains malades avec anticoagulant anti-VIII:C (BOWIE 

et OWEN : 6 50, KOUTTS et a 1 . : 651 , BALLARD et a 1 • : 652) . THOMSON !! 
~ (653), ont, de plus, mis en évidence un effet inhibiteur de l'agré"' 

gatien des plaquettes à la ristocétine dans les sérums d'hémophiles avec 
anticoagulant et nous même, au laboratoire, avons constaté un effet in"' 

hibiteur du VIII R:RCo dans les sérums de 4 malades, 2 ayant un autO"' 
anticorps, 2 ayant un allo-anticorps, sans qu'il semble toutefois. corrélé 

avec le degré d'inhibition de l'activité VIII:C (BEN KACEM: 654). 

3 - Enfin, plusieurs expérimentations analogues à la 

nôtre, qui tendent à montrer qu'il n'y a pas de fixation du FVIII R:A9 
sur les anticorps homologues, doivent être discutées. D'abord. 11 y eut 
la communication brève de HOLGIE et SARGEANT (6 55) disant que l'addition 

d'anti-IgG humaines à un mélange d'anticorps anti-VIII homologues et de 

cryoprécipité entraîne la disparition de l'activité VIII:CJmais pas celle 

du VIII R:AgJ dans le surnageant. Cette publica~ion ne spécifie pas s'i
1 
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S'agit d'auto- ou d'allo-anticorps anti-VIII:C ni les quantités d'anticorps, 

de VIII:C et VIII R:Ag mis en présence. Ensuite, le travail de ZIMMERMAN 

~ EDGINGTON (656), beaucoup mieux explicité, qui montrent que1 lorsqu'ils 

lllettent en présence d'un plasma contenant 0,5 U de FVIII R:Ag et de FVIII 

:c, des bi 11 es où sont coup 1 ées 1 'équi va 1 ent de 2, 5 U à 60 uni tés Oxford 
d' . . 

ant1-VIII:C, il n'y a pas diminution du VIII R:Ag du plasma alors que 

son activité VIII:C s'annule progressivement. Dans les deux cas les auteurs 

~oncluent qu'il n'y a pas de communauté antigénique entre le -support du 
11 I:c et le VIII R:Ag mais on pourrait dire aussi, maintenant que 1 'on 

sa-
. lt que la plupart du FVIII du plasma est lié au FvWf, que ces résultats 
1 ~Pl' lquent que les anticorps anti-VIII homologues induisent une dissociation 
du ~v 
1, III du FvWf, puisque celui-ci n'est pas fixé par les anticorps par 

~·intermédiaire du FVIII. Or ceci est en contradiction avec les résultats 

ecents de THOMAS et a 1. ( 6 57) qui montrent que des anticorps hétéro 1 ogues 

:~ti--vur R:Ag sont capables de se fixer au VIII/vWf du plasma,lui-même 

S ~Xë sur des an ti -VIII homo 1 ogues (voir p. 96 ) • On peut donc sef!emander 
1 1 . 

es différences de proportions entre antigène et anticorps dans les 
expë • 
1 r,mentati ons précédant 1 es nôtres et dans notre travai 1, où nous uti-

~~Sons un grand excès d'anticorps, puisqu'on a selon les cas insolubilisé 

q Ooo à 60 000 U Bethesda anti VIII:C sur une colonne où 1 'on ajoute 
ue 1 , -
c equivalent de 0,5 U de FVIII R:Ag, ne sont pas à l'origine des dis-
t'dances de résultats. Cette constatation est également val ab 1 e dans es _ 
1'· experimentations plus récentes de LANE et al. (6 58) qui montrent que 

aveq~ivalent de 500 à 6000 U d'anti-VIII:C, provenant de 3 hémophiles 

le:c anticoagulant, retient, à partir de 0,5 ml de FVÏII/vWf purifié (dont 

de taux de VIII:C et de VIII R:Ag ne sont pas spécifiés) beaucoup moins 
J,.~ 1 II R:Ag que de VIII:C. Il faut noter toutefois que, dans ce travail, 

~ 1 ~Unoabsorbant contrôle ne fixe que 5 % du FVIII R:Ag de la préparation, 

~~s que, dans certains cas, les immunoabsorbants formés d'allo-anticorps 
~nt Jusqu'à 33 % du FVIII R:Ag. 

a En fait, tous les point mentionnés ci-dessus nous amènent 
l,:enser que nos résultats peuvent s'exp 1 i quer, non seulement comme nous 

~v~"'ons fait à 1 'époque; par une communauté an ti gèni que du FVII I et du 
f rn . 

%e' a1s également par l'existence possible, dans les sérums des malades 

des nous avons étudié, d'une petite quantité d'anticorps anti-vWf à côté 

anticorps anti-VIII responsables de l'activité anti-VIII:C. L'activité 
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anti-vWf serait, tout comme l'activité anti-FVIII des anticorps hétéro
logues de lapin (voir p. 38 à 41), en fait accessoire et variable d'un 

malade à l'autre. Une autre possibilité serait qu'en fait,nous avons fixé 
le VIII R:Ag du plasma par l'intermédiaire du FVIII qui lui est associé; 

dans ce cas,néanmoins, il faudrait admettre que le plasma d'hémophile 

A que nous avons utilisé contenait en fait du FVIII C:Ag, ce qui est peu 
probable, et que la fraction HMW que nous avons préparé n'était pas totale-

ment dépourvue de FVIII. 

Finalement, de nombreuses questions restent sans réponse 

après cette étude et i 1 est certain que si nous devi ons 1 a reprendre â 

1 'heure actuelle, nous tiendrons compte d'éléments nouveaux, notamment 

concernant 1 • hétérogénéité des anticorps homo 1 ogues a nt i-V III: C mi se en 

évidence encore récemment par GAWRYL et HOYER (659). Il serait intéressant 

de compléter notre méthodologie par un contrôle des taux de VIII C:A9 

et une étape d'élution par le CaC12 0,25 M dans le but de dissocier éven

tuellement le FvWf du FVIII avant de dissocier les liaisons de type anti-

géne-a nt i corps . 
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!LUEP I STAGE DES CONDUCTR 1 CES DE l' HEMOPH 1 L 1 E A PAR DOSAGE 

~RATIF DE L'ACTIVITE ET DE L'ANTIGENICITE FACTEUR VIII 

Dans cet article nous avons reporté les résultats obtenus 
lors du dosage comparatif de l'activité VIII:C, par la technique en 2 
ternps (p.94), et du VIII R:Ag, par la technique de LAURELL (p.SS) chez 

la femme normale ou chez la conductrice ·d'hémophilie A. On appelle conduc

trice d'hémophilie 1 a femme qui, de par une anoma 1 i e d'un gène si tué sur 
1 

de ses 2 chromosomes X, n'a qu'une chance sur deux d'avoir ·des enfants 
-normaux" car elle peut, de façon statistique une fois sur deux, transmet-
tre 

sa tare à un garçon qui sera hémophile ou à une fille qui sera, elle 
auss; 

• conductrice d'hémophilie. 

Il y a quelques années encore, le diagnostic de conductri
Ce d, h 

émophilie A, qui est si important pour les femmes dites conductrices 
:robables, c'est à dire soeurs d'hémophiles ou filles de conductrices, 

s~ait encore très aléatoire puisqu'on ne détectait d'anomalie biologique, 
q Us forme d'une diminution du taux de F VIII:C (MULDER et al. : 660), 

Pue Chez moins de 50 % des femmes pourtant conductrices certaines. C'est 
ourqu . 

Ibo 01, les résultats, de ZIMMERMAN et al. (661) publiés en 1971 qui 
nt ra. 

~ lent que le rapport R du taux de F VIII:C sur le taux de VIII R:Ag 
(Rai; un élément discriminatif permettant de distinguer les femmes normales 

ap 1), des conductrices ( R ~ 0, 5) ont incité de nombreuses équipes à 

ètPH quer 1 a même méthode 1 o~i e. C'est dans ce contexte qu'a débuté notre 
~ . 

~ e qui visait, d'une part à déterminer si ce rapport est une constante 
01 0 • 

ll 9l que re 1 a ti vement stab 1 e chez une femme donnée et, d'autre part, 
e co · tr mparer dans une population de femmes normales ou conductrices cer-

lnes d' h- h '1 . A emop 1 1 e • 
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DÉPISTAGE DES CONDUCfRICES DE L'IIÉl\lOPHILIE A 
PAR. DOSAGE COl\iPARATIF DE L'ACTIVITÉ 

ET DE L'ANTIGÉNICITÉ FACTEUR YIII 

A. PARQUET-GERNEZ, Cl. MAZURIER et M. GoUDEMAND 

Laboratoire d'Hémostase, Centre Régional de Transfusion Sanguine de Lille, 
21, rue C.-Guérin, 59000 Lille (France) 

RJ:.SUM~ - Le rapport acllvllé/aotlgénicit6 facteur VIII est très nettement abaissé 
(~ O,S) dans la majorllé des conductrices certaines (16 fols sur 18), ce qui permet donc de 
dépister les conductrices avec une probabilité beaucoup plus grande qu'en se basant uniquement 
sur le taux de l'actlvll6 facteur VIII. L'exercice musculaire, le cycle menstruel ne modifient 
guère ce rapport, du fait d'une augmentation parallèle des deux données de base, Au cours 
de la grossesse chez 16 femmes normales le rapport n'a pas été modifié de façon 
significative pour 13 d'entre elles, mals dans 3 cas le rapport a été abaissé du fait d'une 
plus grande augmentation de l'antigénldt6. Néanmoins chez 2 conductrices certaines le 
rapport est resté voisin de 0,5 en dehors et au cours de la grossesse. Il semble donc que 
l'adjonction du dosage lmmunologlque du facteur VIII l la mesure de son activité coagulante 
permet dans près de 90 % des cas de faire le diagnostic de conductrice. 

Mots-eUs : Facteur VIII. - Conductrices d'hémophilie A. - Dosage lmmunologique du 
fadeur VIII. - Grossesse. - Exercice musculaire. 

PAROUET-GERNEZ A., MAZURIER Cl., GOUOEMANO M., 1874. - 06plstage dll conductrice• de 
1'116mophllle A pat douge comparalll de l'actlvit6 et de l'antig6nlcll6 facteur VIII. Palh. Biol., :z:z. 
euppl., 37~ 

MATI!RlEL ET Ml!THODES LE dépistage des femmes conductrices de l'hémo-
philie A apparaît devoir être considérablement 

amélioré grâce aux techniques immunologiques de 
détection de l'antigène facteur VIII, dans la 
mesure où les femmes possèdent dans leur plasma 
un taux d'antigène beaucoup plus élevé que de 
facteur VIII coagulable. Si cette notion ressort 
de divers travaux récents, la valeur statistique à 
lui accorder varie suivant les auteurs. C'est pour
~uoi noüs avons voulu apporter ici les résultats 
obtenus chez un certain nombre de femmes conduc
trices et en discuter la valeur diagnostique. 

1 "'' Lu khan tillons de aanc aont pr~ln61 en tu bea plaat ~ .. 
neufa aur citrate de Na t. 3,8 p. 100 (1 'l'olume pour tl 'I'OIIl tel 
de sanc), pula centrllucéa t. 4 000 t/mn pendant 30 JJiillU tl• 
t. + 4•-c. Le1 plumu d~cantés sont conservé& en tubes pllll ,., 
que l + 4"C Jwqu•au moment du douce de l'acttvlt6 quit 
toujoura ertectu6 moiM de cinq heures aprb le pr~l6vemell · 

Manuscrit reçu l la Rédaction le 12 juin 1974. 

- Les suJets explorés comprennent : .,.~,~ 

• 18 conductrlcn cert.alnee d'Mmophllle (soit m6reJ d,,o 
moins deux enfanta hémophlla ou cl'un enfant hémophile ~0" 
antkédenta d'hémophilie dans la famille, aolt ftllea d'll6 

phlte). 
t'li~ 

• 28 conduct.riCII poulbln pannl Jeaquell.., : 10 JJI;re;. 1,1$ 
NUl carçon btmopblte, AM autr11 anUcédenta falllll1" 
CODDUI n 11 -un d'bûnopbUu, ~ 

, 20 femm" aormaJee, non m•nopaualu qul on' Mm cl• rf!,. 
renee. Certaln11 temmu normalu ont •tt 6tudt6el au cO 6' 
d'un exercice mwculalre, pendant le cycle menstruel, ID till 
aroaaeue. 
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A. PARQUET-GERNEZ, Cl. MAZURIER. M. GOUDEMAND pA THOLOOIE-BIOLOOIE 
NOVEMBRE 1974 

... )J 
L• taure de l'ac:Uvltt coa~:ulaate. 
~ &c:ttttw coa:uJantt du tac:t.e\11' vm est mesurée aelon une 
IJ·~qu, en deux temps (:1). Une unité coagulante correspond 
1'1111 1'116 coagulante dt 1 ml de plasma ttmoln, constitué 
lo!!,~~lange d'au moins cinq plasmu de aujet& adultu ulns, 
«'1111

111
• en Petltu quanUtés, a -80 •C pendant un maximum 
Ola, 

'&1 Ct tlllre de I'&DUc6nlc:lti. 
lice,~ llleaure ut rtallsH criee t. la. méthode d'6leetrod1!!u

lntttattn de Laureu (10-13). 

~ Anua6rum utllld. · 

«. lap~~tlcorpa h6térologues aont obte~ua par l'lmmunlr,&tlon 
l~ttt\ar ~••c de.s tracUons concentrée.s et aeml-plll'ltl6u de 
Cta 111~~ Illon la technique do Zl.mmennann et Ratnotf (21). 
~ lllr 'n~Dla, apr6t addition d'oxalate de NH, et de lt, ablorp
~~t SOoBa uoo mc par ml de M:uml c:hautrace a Hec 
lltop16c 30 ID.Inutu, et 6pullement par du aurnageant de 
~p1~lllt6, donnent en l.mmuno-dlttualon une aeule ucne de 
~'Il: Uon \'11-t.-vta de cryopr6c:iplt6 normal, d'h~mopb.Ue A 
~t!Ït tt de traetlona concentrtu en tacte\11' VIII. Ill ne 
~~~ 

11 
•uc:un, r6ponse en présence de cryoprklplt6 de aujet 

"' ~~~ 1 111&1adle de WUiebraad. Par la technique de La\ll'ell 
111t 011 ~ll.t un pic de précipitation avec du pluma normal 
~lit IU6, du pluma d'hémophile A maJe\11' et nt donnent 
Ile ~t ~'éclpltatlon avec: du pluma de aujet atteint de mala• 

Ulebrand (avec ac:tlvlt6 tacte\11' VIII faible) Ulc. 1). 

~ .. 
'~~r Odt opératoire. 

~ 37 :ea lllaquu de 18..5 x 11..5 cm aont coulu 32 ml de géloae 
~ ~· 100 contenant 20 101 d'aatl.sèrum de lapin antl• 
~11\u~...._ Lea dépôt& de 15 111 de pluma aont ettectuu dana 
~ UQ, Clt 4 mm de diamètre. L'tlectrophorùe dure 15 heures, 
1._ ~ 8 tenalon de 25 -rolta aux ponta, a-rec un tampon véronal 

Plaqu" tt de !oret Ionique 0,02. Apréa lavage et aèchace. 
ea aont colorée.s au bleu de Coomaule. 

~ e.l l.t Cul de l'anllg6nlclt6. 

~~Q~~ dt l'aatlg~nlc:lt6 ae tait ta 6tabllalaat une courbe 
~ lf!n"'tlr des hauteur.s d• pic de dl!Urentes dllutlona de 
!ai; l 111 oln déposée.s sur la meme plaque que le.s èchantll• 
'~~ la ' 1Yaer, Le pluma Umola es~ celui qui a étt utJUsé 
c·, l>o111 d~termtnatlon de J'actlvltt coagulante de l'•chantll
~ ltlo~ IUJe~ donn6, lt taux d'antlg~ae est calcult t. partir 
S'~~lle deux plaqua d'électrophorùe et représente la 
\ lllet1: Pluateura nleul'8 obtenues avec l'khantlllon pur et 
~~' •nt dllut au de::nl e~ au quart. Par dé!lnltlon, 1 ml '9tit té!D.ola normal contient une unlU d'aatlcëne tao• 

\ 
R~SULTATS 

1) ~ 
ernrnes normales. 

t~:idérant qu'une unité correspond à l'activité 
~ Plasque et immunologique facteur VIII d'un ml 
t lll~~tes llla frais normal, nous avons trouvé chez 20 
~ < un· normales une activité coagulante de 0,3 
,~ ta~tEs par nù avec une moyenne de 0,92 et 
~~ d d'antigène moyen de 0,97 unité par ml 
~Yen es extrêmes allant de 0,38 à 2,30. Le rapport 
~~ d~e l'activité sur l'antigène est alors de 1,06 
~ écarts de 0,52 à 1,97. 

Co l'Id 
t• Uctrlces certaines. 

~ attiv· é l 0,42 11 • coagulante moyenne de ces femmes est 
b.~·'o ~~té par ml avec des écarts allant de 0,15 
~Ea p ~ taux d'antigène varie de 0,44 l 2,35 
~"Yen ar rnl avec une moyenne de 1 ,08. Le rapport 

0,38 de l'activité sur J'antigène facteur VIII est 
avec des écarts allant de 0,12 à 1,25. 

' 

·t ... ;;i;.. t . ;,: 
~ •' ·.; ... . .. : ... .. ,. 

Fig. 1. - Doaage de l'entlgtne tecleur VIII par la mtthode de 
Lauren. 

N : plaema ttmoln norme! ' cllfférentea dllutlona : 
H : plaama d'hémophile A. majeur • dllt6rentea dllutlona : 

wWd : plaeme de aulel atteint de maladie de Wlllebrend (actlvll6 
VIII • 0,01 Ulml). 

La figure 2 montre la répartition des femmes 
normales autour de la droite de régression avec la 
limite de confiance de 99 %. La majorité des 
conductrices certaines se situe nettement au-dessous 
de cette limite de confiance. Deux d'entre elles se 
trouvent cependant dans la zone des femmes 
normales. On peut remarquer aussi qu'une des fem
mes normales se trouve parmi les conductrices. Si 
l'on exprime les résultats de façon un peu différente 
en portant en ordonnée le rapport activité sur anti· 
gène et en abscisse l'activité facteur VIII (fig. 3) on 
peut mieux séparer les deux populations de femmes. 
Il n'en demeure pas moins qu'il existe une région 
limite (aux environs d'un rapport Act/ Ag de 0,50 
à 0,60) où il est possible de trouver à la fois des 
femmes normales et des conductrices : chez deux 
femmes conductrices le rapport est supérieur à 
0,55 et chez trois, supérieur à 0,50. Ainsi sur un 
total de 18 conductrices, le diagnostic ne pourrait 
~tre affirmé sur des critères biologiques que dans 
16 cas. 

Il est assez troublant de constater que les 
trois cas de conductrices certaines qui ont un 
rapport Act/ Ag supérieur à 0,50 (0,55. 0,88 et 
1,5) sont trois so:urs, filles d'hémophile A majeur 
connu (fig. 4). Les examens biologiques ont été faits 
à plusieurs reprises et il ne peut s'agir d'erreur 
technique. Par ailleurs nous n'avons aucune raison 
d'invoquer une exclusion de paternité. 



- 129 -

VOLUME 22 
SUPl'dME!n' 

DEPISTAGE DES CONDUCTRICES DE L'HtMOPH/LIE A 

Activité 

2 U/ml 

1,5 

0 •• 

... , .. " .. · 
0,5 

' •... ·· 
t • .. ·:4 + : 

.·· .. . ·· 

+ 

.. 
.. .. .. 

+ 

0 ••• ·;: + + 
•• + + + • • •• •• Antigenicite 

r....-;._0..,.~---.,...--,..-,5---r2--2..-5-- U/ml 

Fig. 1. - Acllvllt coagulante et anllgtnlclt6 du facteur VIII chez 
20 femm .. normale• 1•1 al chez 11 conduc:trlcaa certaine• (+). 

TABLEAU 1. - Elude comparte de l'acllvllt coagulante (Act), de 
l'anllgtnlcllt (Ag) du facteur VIII el du rapport (R • AcVAg) 

chez daux conduc:trlcea certain ... 

1[!) Au 3• trimestre Apr•s accouchement LI, .E de la grossesse 

Act Ao R Act Ag R 
en U/ml en U/ml en U/ml en U/ml 

- - --------
Mme O ... 1,.CO 4.00 0.35 0,50 1 0.50 

Mme C ... 1,10 2 0.55 0.30 0,70 0,42 

Act 0,55 o,so 0,50 U/ml 

Ag 0,35 0,90 0,90 U/ml 

R 1,5 0,88 0,55 

Fig. 4. - !lude de l'acllv116 coagulante (Act) de l'anllg6nlcltt (Ag) 
du fac:teur VIII et du rapport Aci/Ag (R) ohe& trola Dlln 
(rond hachur6) d'un h6mophlte A mafeur <•>· 

2 • 
Rapport 
Act/Ag • 

1,5 • • 
• + 

• . - • • 
• • • 

• • • • 
+ • 

+ 
0,5 ~ 

+ 
+ + + ++ •• + 

++ 

+ 
Actlvlti 

2 U/rrtl 

, ~~ 
fig. S. - Rapport d'actlvllt (Act) sur antlg•n• (Ag) du la~~ ""' 

che& dea lem m.. normalea ( e) at che& dea conducll • 
lainee (+). 

Deux femmes conductrices certaines ont p\1 ;~ 
étudiées en fin de grossesse et après accouche eot 
(tableau 1). L'activité facteur VIII est très nette; If 
augmentée, de même que l'antigène au cours aprtS 
grossesse par rapport aux taux observés 110 
l'accouchement, mais, quoiqu'il n'existe paseS Je 
étroit parallélisme dans les variations obserVé ' 

. rapport Act/ Ag reste abaissé. 

3) Conductrices probables. ~ 

Les conductrices probables se répartisse~~tf!O' 
deux groupes, d'une part dix mères (un !ie~l s~"ts 
phile connu dans la famille), d'autre part sel:t~!lbiJil6 
d'hémophile (n'ayant donc que 50% de pro 
d'être conductrices). . é jcilt 

La comparaison de l'activit6 et d~ l'ant~f : tel 
facteur Vlll (fig. 5) des mères d'hémoph1 e f,o~ 
place pour S d'entre elles (sur 1 0) dan~ ta cel' 
inférieure correspondant aux conductnceS jlltet' 
taines. Les S autres se trouvent dans la :zolleelf'!llel 
m~diahe ùÙ peuvent se situer aussi ~ien le< f1 l ~ normales que les conductrices vraies (dont 
limite de confiance). ~OP. 

En ce qui concerne les seize sœurs d'hél11~~ d~ 
huit d'entre elles se trouvent dans la zo qll~ttl 
conductrices, deux à la limite de confiance, 
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Atti~ité 
U/mt. 

2 

1,5 

0,5 

0,5 1,5 2 2,5 

Antigénicité 

U/ml 

"t .. s. - Actlvlt6 coegulente et entlg6nlclt6 du lecteur VIII chez 
~·h~Onductrlcet PTOI,Iebl .. , m•r•• de 1 h6mophlle ( e) ou tœure 

Ophlle (0). · . 

4 8 12 14 18 22 28 J 

~ 
'" t,- v '- ••ete •rletlon d.e l'•ctlvlt6 coegulente (-) et de l',ntlg6nlclt6 

ur VIII (---) eu coure du cycle menttruel. 

l~aL 
~ ';:~~· - Meture de l'ectlvlt6 et de l'entlg•ne lecteur VIII 

rn.. normelel entre le 7• et le 1• mol1 de le gro11e11e 

~ 
1>1• 

Actlvlt6 F. VIII Antlg6ne F. VIII Ra'i'Jort 
'-...._ (en unit6/ml) (en unit6/ml) AC /AG 

1 
~ 1.85 2.00 0.92 
a 2.50 1,90 1,31 
4 1,90 1.80 1.05 
a 2.50 2.00 1,25 • 2.00 1.80 1,11 
? 1.65 2.50 0.66 • 1.25 1.70 0,73 
8 1.90 0.70 2,71 

10 3.75 2.00 1,87 
11 4,10 5.00 0,82 
12 1,90 1.30 1,46 
la 2.45 2.80 0,94 
14 2.20 4.30 0.51 
1S 3.50 2,20 1,511 
11 1.1111 1,35 1,44 

~ 8.50 1.25 0,70 

~.,~. 
2.82 :us 0,98 

U/ml 
3 

2,5 

2 

1,5 

1 

0,5 

0 1 

Temps 

2 4 6 8 H 

Fig. 1. - Verlatlon de !'ectlvll6 coegulente (-) et de l'entlg6nlcll6 
du lecteur VIII (-- -) epr•• exercice mutculelre. 

dans la zone intermédiaire et deux au-dessous de 
la droite de régression. Ces six dernières peuvent 
être considérées comme certainement normales. 

4) Femmes normales. 

- Epreuve d'effort. 

Une femme normale a effectué un exercice 
physique représenté par une course de 1,250 km. 
La figure 6 montre l'augmentation parallèle de 
l'activité et de l'antigène facteur VIII dans les 
heures qui suivent cet effort. Le rapport activité sur 
antigène reste constant et toujours dans les limites 
de la normale. 

- Cycle menstruel. 

Les modifications de l'açtivité. et de l'antigène 
facteur VIII ont également été étudiées au couis 
du cycle menstruel chez la femme normale. Une 
augmentation importante et transitoire de l'activité 
du facteur VIII est observée au milieu du cycle. 
Mais à cette augmentation correspond une éléva
tion identique de l'antigène si bien que le rapport 
entre les deux reste identique (fig. 7). 

- GroaaeaH. 

Le facteur VIII a été dosé par les deux techniques· 
chez 16 femmes normales entre le 7" et le 9" mois 
de la grossesse (tableau Il). Le taux de l'activité 
est très augmenté allant de 1,25 à 6,5 unit~s par 
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ml avec un taux moyen de 2,62 unités tandis que 
l'antigène varie de 0,70 à 9,25 unités avec un taux 
moyen de 2,65 unités. Le rapport moyen activité 
sur antigène est alors de 0,98 c'est-à-dire normal. 
Cependant, si pour 13 femmes le rapport moyen 
se situe effectivement dans la zone normale, pour 
les 3 autres le rapport moyen est respectivement 
de 0,51, 0,66 et 0, 70, c'est-à-dire dans une zone 
intermédiaire où il est possible de trouver aussi 
bien des conductrices que des femmes normales. 

DISCUSSION 

La comparaison des taux d'activité et d'antigène 
facteur VIII nous a ainsi permis de mettre en 
évidence des différences très nettes chez 16 conduc
trices certaines (sur 18, soit 88 % des cas) par 
rapport aux femmes normales. Cette méthode 
permet donc d'approcher beaucoup plus du dépis
tage systématique des conductrices vraies, que le 
simple dosage de l'activité facteur V:III, Qui ne 
permettrait que de dépister à peine 50 % d'entre 
elles. Nos résultats dans l'ensemble concordent avec 
les données de la littérature (2, 6, 13, 14). 

n n'empêche que dans presque 1 cas sur 6, les 
conductrices ne peuvent être distinguées par cette 
méthode des femmes normales. Il est certes possible 
que puissent entrer en jeu les aléas techniques du 
dosage des deux variables entrant dans le calcul 
du rapport considéré. Le perfectionnement des 
techniques permettra sans doute de réduire cette 
erreur. Il y aura peut-être lieu d'invoquer des 
influences génétiques s'il s'avérait que l'on retrouve 
d'autres familles comme la nôtre, où les 3 .filles d'un 
hémophile ont des rapports activité/antigénicité 
anormalement élevés. 

Il y a lieu aussi de tenir compte de la labilité 
du taux de facteur VIII (aussi bien activité qu'anti
génicité) au cours de diverses circonstances physio
logiques : exercice musculaire, cycle menstruel, 
grossesse ... 

L'augmentation de l'activité du facteur VIII lors 
de l'effort musculaire est bien connue (7, 8, 9, 11, 
12, 17). Récemment des auteurs tels que Bennet 
(2) et Prentice (15) ont pu également mettre en 
évidence une augmentation parallèle de l'antigène 
facteur VIII. Nous-mêmes l'avons constaté chez 
une jeune femme après exercice musculaire. Mais 
en fait l'activité et l'antigène facteur VIII augmen
tent dans les mêmes proportions ~t le rapport d~s 
deux données est peu modifié. 

Différentes hormones sont aussi susceptibles de 
modifier le facteur VIII : l'adrénaline, la cortisone, 

• pat les progestatifs (5, 7, 11, 12, 15). On salt rid 
ailleurs que le taux du facteur VIII peut va ail 
chez la femme au cours du cycle menstruel.lll ~~ 
il ne semble pas qu'une étude systématique a1t cJl 
faite à ce sujet. Nous avons observé dans un. itl 
une augmentation parallèle transitoire de l'acuvdl 
et de l'antigène facteur VIII au cours d~ Ci ur 
menstruel ce qui fait que le rapport activ1té

1 
5
es1 

antigène facteur VIII n'a pas été modifié. l .. 
1
re 

donc vraisemblable (bien que ce fait mérite de de 
confirmé) qu'il n'y a pas lieu de tenir cOinpte ch' 
l'incidence du cycle menstruel lors de la recber 
des conductrices. 

• dU 
Beaucoup mieux connue est l'augmentauon e j 

facteur VIII en .fin de grossesse, qui se retrouduc· 
la fois, chez les femmes normales, chez les co~ dl 
triees et chez les femmes atteintes de maladl~ ut 
Willebrand (16, 18, 19). De ce fait il était pr~uq je 
ment impossible jusqu'à présent de faire jote 
diagnostic de conductrice chez une femme e~e 
en se basant sur le seul taux de facteur VJ.l•· 

La comparaison du taux d'activité et d'an~!~ 
semble là encore apporter un net progrès d 

1 
~ 

dépistage des conductrices. En effet Bennetaf31· 
Ratnoff (1) ont pu constater des variations P c~el 
lèles des deux taux au cours de la grossesse o(> 

des conductrices certaines, ce qui fait que le réap~~~ 
reste abaissé. Nous-mêmes l'avons constat 
deux de nos conductrices vraies. 

(ZOl 
Il n'empêche que Van Royen et Tencate seS~' 

étudiant 15 femmes normales en fin de gros !!ll 
trouvent dans l'ensemble une augmentation Pé, 
importante de l'antigène que de l'activité cetJII~: 
diminue d'autant le rapport Act/ Ag. Nous·J117, ~ chez 16 femmes normales enceintes, entre te ,~ 
le 9' mois de la grossesse, avons observé un rar Jll~ 
normal chez 13 d'entre elles mais chez 3 fe~ 1~ 
il était abaissé au point que l'on aurait P !) · 
considérer comme conductrices (tableau r):st3t 
grossesse augmente donc l'imprécision du d Pde ~, 
-~iologique des conductrices et il y a lieU ~. 
méfier des résultats observés en cours de groSS 

ncl~ 
Au 'terme de ce travail nous pouvons co oei~ 

que la mesure de l'antigène facteur VIII aSS d3~ 
au dosage de son activité coagulante perlll~t eS ~~ 
la majorité des cas de dépister les conductrlde~oil 
l'hémophilie A. Cette méthode ne semble i ~r 
être influencée ni par l'exercice musculaire, ~atiol 
J'action de certaines hormones car à l'augmencte~~ 
du facteur VIII produite par ces différents {~te d~ 
correspond toujours une augmentation par~ ,~~ 
l'antigène. Une rés::rve est cependant à fair:rt~JI! 
la femme enceinte car il apparaît que dans ~rie~~ 
cas, l'augmentation de l'antigène soit sur Ile~ 
à celle de l'activité du facteur VITI ce qui rtSq 
donner un excès de résultats positifs. 
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DETECilON OF THE CARRIER ST ATE FOR CLASSIC HEMOPHILJA 
BY COMPARATIVE ASSAY OF FACTOR VIII ACTIVITY 

AND FACTOR VIII ANTIGEN 

by A. PARQUET-GERNEZ. Cl. MAZURIER and M. GOUDEMAND 

Laboratoire d'Hémostase du' Centre Régional de Transfusion sanguine de Lille, 
21, rue C. Guérin, 59000 Lille (France) 

(Path. Biol., 1974, 22, suppl., 37-42) 

SUMMARY. -Factor VIII activlty/antigenic:lty ratio was greally reduc:ed (~ 0,5) la the 
majorlty of the proven carriers (16/18); thus lt allows to pic:k up them wlth a probabillty 
IJ'eater thaa that deduc:ed from factor VIII activity alone, 

Muscular exerclse, menstrual cycle, dldn't modify this raûu wbose the two parameters 
lacreased together. 

Of slxteea normal pregnant womea, thirteea bad a ratio ln the normal range but la three 
cases lt was lowered la relation to a creater lacrease of the antlgenlcity. Nevertbeless la two 
proven carriers, during pregnancy or not, the ratio was alway,; about 0,5. 

Tbus lt seems that carrler's diagnosls could be ascertalnetl witb a probabillty rate near 
90 % when both the factor VIII lmmunologic:al determination and clottiag activity were 
performed. 

Key-words : Factor VIII. - Carriers of classic bemophilia. - Immunologlc assay for factor 
VIII. - La te pregnancy. - Exerclse. 
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Les prem1eres conclusions de cette étude se rapportent aux résultats ob
tenus chez les femmes normales. Nous avons noté une grande variabilité 
des taux de FVIII:C et de FVIII R:Ag et même du rapport de ces deux valeurS· 

Néanmoins, i 1 nous est apparu qu'après une épreuve d'effort, comme 1 ors 

du cycle menstruel ou en fin de grossesse, le taux de VIII R:Ag augmente 

parallélement à celui du VIII:C et que le rapport reste relativement cons
tant. Si quelques publications seulement avaient déjà fait état des varia
tions du FVIII R:Ag après exercice musculaire (BENNETT et RATNOFF : 662, 

PRENTICE et al. : 663), ces résultats sont maintenant tout à fait confirmés 

par de nombreux travaux, récemment complétés par le dosage du VIII C:A9• 

qui prouvent que dans 1 a p 1 upart des circonstances ph ys i o 1 ogi ques, le 
taux de facteur VIII et de facteur vWf sont bien corrélés. Un article 
relativement récent (MANDALAKr : 664) fait également état des variations 

du FVIII:C au cours du cycle menstruel alors que SIMONE et al. (665) 

n'avaient fait auparavant aucune relation entre les fluctuations journa

lières du VIII:C et la période menstruelle. 

En ce qui concerne 1 es résultats chez 1 es conductrices 
certaines, nous avons montré qu'il existe chez elles, un rapport vur:C/ 
VIII R:Ag inférieur à celui trouvé chez. les femmes normales, dans 88 % 

des cas. On explique ce phénoméne par le fait que les conductrices n•ont 
qu' 1 seu 1 de 1 eurs 2 chromosomes X cap ab 1 es de synthétiser du FV III a 1 ors 
qu' e 11 es peuvent, n'ayant aucune anoma 1 i e au ni veau de 1 eurs autosomes, 

synthétiser normalement le FvWf, détecté par son antigène: le FVIII R:A9· 
Nos résultats, bien qu'ayant été obtenus à partir d'échantillonnages asseZ 

fai b 1 es puisque cons ti tués par 18 conductrices certaines et 20 femmes 
norma 1 es, sont en accord avec 1 es études pub 1 i ées depuis à partir d'un 

· ·nes plus grand nombre de cas puisque les pourcentages de conductrices certa1 

ayant un rapport différent de ceux obtenus dans une population de felflllles 

norma 1 es varient, ·se 1 on 1 es études, entre 72 et 92 % ( RATNOFF et JON~5 

. s 
: 666). Il faut souligner que la certitude du diagnostic ne sera jartla1 

absolue car le phénoméne de 11 lyonisation .. , qui désigne l'inactivation 
au hasard d'un des 2 chromosomes X, dans chaaue cellule somatique femelle, . s 
à un stade précoce du développement embryonnaire, explique que certaine 

conductrices ont une synthèse tout à fait norma 1 e du FVI II, puisqu' aucu~ 
paf 

de leurs chromosomes X porteur de la tare ne s'est exprimé, et que é 
conséquent, elles ont un rapport VIII:C/VIII R:Ag identique à celui troU~ 
chez les femmes normales. C'est là, également, qu'on peut trouver l'expli' 
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cation à l' existence de certains cas d' hémophi 1 i e féminine chez 1 es femmes 

dont 1 e chromosome X norma 1 ne s'est pas exprimé et qui ne synthétisent 

donc pas 1 e FVII I, tout comme 1 es hémophi 1 es n'ayant qu '1 seul chromosome 

X, Porteur de 1 a tare. Cependant, à l'heure actue 11 e, grâce aux progrès 

des techniques de dosage du FVIII R:Ag, à l'utilisation des techniques 

statistiques plus adaptées, et à l'introduction de données généalogiques 

dans les calculs de probabilité, ainsi que le recommande . l'organisation 

~ndiale de la santé : .Al(HMETELI et al. :557 , GRAHAM :668 , BARROW et al. 

~ 669l,on peut, à partir de l'analyse de 3 échantillons de sang différents, 

etablir dans certains laboratoires un diagnostic très satisfaisant de 

Conductrice d' hémophi 1 i e. Pour notre part, nous espérons bi en tôt pouvoir 

analyser l'ensemble des résultats que nous avons acquis, ces dernières 
an né 

es, en dosant par deux techniques le VIII:C, en 1 et 2 temps (p.93) 
et 1 
1 e VIII R:Ag ,par électroimmunodiffusion quantitative et par méthode 

~unoenzymatique (voir p. 56 et ci-dessous) afin de vérifier si, notam-
ment ' 
1 'ainsi que viennent de l'assurer FISHMAN et al. (6?Q), la technique 

~unoenzymatique améliore la discrimination entre conductrices et femmes 
norrna 1 es. 

\ 
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IV- DOSAGE DE L'ANTIGENE LIE AU FACTEUR VIII PAR LA TECHNI@1 i 

ELISA. INTERET DANS L'ETUDE DE LA MALADIE DE WILLEBR~ 

C1 eSt en 1976, époque à laquelle n1 étaient utiliséS, 

pour le dosage du VIII R:Ag, que la technique d 1 électroimmunodiffusion 

quantitative, la technique d 1 inhibition d 1 hémagglutination et deux types 

de dosage radio-immunologiques l 1 un en phase liquide, l 1 autre en phase 

solide (voir p.57), que parut le premier article conc~rnant la possibilité 

de doser le VIII R:Ag par une technique irrununoenzymatique (BARTLETT !.! 
~ : 671). C 1 est cette même année que nous avons travai 11 é à 1 a mi se 

au point d 1 une technique analogue avec pour but : 

- d 1 obtenir une sensibilité meilleure que celle obtenue 

par l 1 électroimmunodiffusion quantitative, ce que n1 obtenaient pas BARTLETf 

et a 1., 

- d 1 avoir une tech ni que qui ne soit pas dépendante de la 

mobilité êlectrophorétique, tout comme les dosages radioimmunologiques 

qui présentent néanmoins certaines contraintes, car on commençait alors 
à montrer que dans certaines variantes de la maladie de Willebrand (voir 

p.64) il y a une augmentation de la mobilité électrophorétique du viii 
R:Ag. 

En 1977 nous avons pub 1 i ê 1 a tech ni que que nous a vi 0115 

mise au point, en spécifiant déjà une variante nous permettant d 1 obtenir' 

une sensibilité 1,5 x 10-3 U/ml. A la suite de deux publications américai# 

nes de 1979 consacrées à deux techniques immunoenzymati ques (voir p. 56)' 

nous avons, plus tard, dans une courte note, rappelé sa sensibilité et 

sa fiabilité. Nous avons, en outre, noté que cette tech ni que, tout co(T1llle 

les techniques radioimmunologiques, est intéressante lors de l 1 étude dtJ 

VIII R:Ag de malades vWD, d 1 une part parce qu 1 elle est beaucoup plus sensi# 

ble que la technique d 1 êlectroimmunodiffusion quantitative de LAURELL 

et d 1 autre part, pa~ce qu 1 elle peut, quand ses résultats sont inférieurs 

à ceux obtenus avec le ulaurellh, être un élément orientant vers la recher# 

che d 1 une anomalie qualitative du F vWf. 
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DOSAGE DE L'ANTIGÈNE LIÉ 
AU FACTEUR VIll PAR LA TECHNIQUE ELISA. 

INTÉR~T DANS L'ÉTUDE 
DE LA MALADIE DE WILLEBRAND 

Claudine MAZURIER, Armelle PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND 

Centre Régional de Transfusion Sanguine, 
21, rue Camille-Guérin, 59012 Lille Cedex (France) 

~ RGSUMI! --------

~Y) ltcboique ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent 
~~~~ rviû appliquée au dosage de l'antigène lié au facteur 
\tt.~ SlJl R. & Ag). Le VIII R : Ag est, tout d'abord, pris 
~~~~ b11111dWicb » entre des anticorps de lapin and-facteur
~ lllèlll alo 'Insolubilisés dans des tubes de polystyrène et 

llut es ~otlcorps liés l de la peroxydase par action de 
~lti0~\debyde ; son dosage proprement dit se fait par 

1t toi un substrat chromogéoique de l'enzyme et mesure 
~ 11,, é oratton au spectrophotomètre. 
~~..~t re lude Préliminaire permet de juger de la sensibilité, 
~!~trOduc:tibillté et de la spKificlté de la technique. Les 
~~~loa qu'elle apporte, comparés A ceux de la techoJque 
t"<lltitlie lllunologlque classique (ElA), donnent de précieux 
: du fallleotJ sur les nriatlons quantitatives et qualltati· 
CL .\\>u1 cteur VIII R : Ag, dans certains types de maladie 
'-'\lita : rbrand. Deux cas significatifs sont notamment 
~ ~~ 111

110 a un taux de VIII R : Ag apparemment normal 
sbtabl ais diminué en ELISA, la discordance étant vrai· 
I.e boret~lfttot due l une augmentation de la mobilité élee· 
~Qoi'IIIJ11e ; l'autre, bien que possédant ua taux de VIII R : 
'"tttfistl Par les deux techniques, présente des anomalies 
~Or~ quea de la maladie de Willebrand. 

~~ Fi~fS A.fEDLINE : Maladie de Von Willebrand • lmmuno. 
'-._que e~~ VIII • immunologie • Technique d'immuno-enzyme 
~). 

4 Malériel et Mélhodes 
ltin s ~cha . 
1,8 tult Pr1ttllons de plasma analysés proviennent de sang 
~P. lOo à ev~ en tube plastique sur citrate de sodium à S de sa ratson de 1 volume d'anticoagulant pour 9 volu· 
~tes (V~1i le plasma standard utilisé pour les différents 
~~ta tit R. : Ag, VIII : C et VWF) est un mélange de 

t , {ô!~ de 20 témoins conservé durant moins d'un 

~~~~--------------------~ ~~941 C •• PARQUET..QERNEZ A., QOUOEMANO M •• 1177. 
""1, ~t"ttr:: l'anlig6ne 116 eu lecteur VIII per 11 technique 

• '~Ppt dene 1'6tude de Il meledle de Wlllebrancl. Peth. 
•• 18-24. 1 

-----~-------------SUMMARY------------------

ENZYME-LINKED IMMUNOABSORBENT ASSAY OF 
FACTOR VIII·RELATED ANTIGEN. INTEREST IN 
STUDY OF VON WILLEBRAND'S DISEASE. - Factor 
Vlll-related antigen is measured by ELISA as follows : 
Factor VIII R 1 Ag is first « captured » between rabbit antl· 
bodies to human factor VIII R : A~: adsorbed ln polysty· 
rene tubes, and conjugale (peroxydase-labelled rabbit antl· 
bodies). A chromogenic enzyme substr3te ls theo added and 
absorbence measurement allows subsequent assay. 

This method is sensitive, rcproducible and specifie. The 
comparlson between the results obtained by this enzyme 
lmmuno-assay and the electro-immunodiffusion assay (ElA) 
ls lnteresting for the study of quantitative and qualitative 
variations of F VIII R : Ag ln von Willebrand's disease. 
Two observations of von Willebr:md variants are descrl· 
bed ln detaU : VIII R : Ag plasma levet of the first one ls 
normal using ElA but decreased ustng ELISA, its electro
phoretic mobility ls increased ; ln the second case we found 
typical anomalies of von Willebrand except the VIII R : Ag 
leve! normal by the two methods. 

MEOLINE KEY WORDS : Von Witebrand's disease • tmmunotogy • 
Factor VIII • lmmunology • Enzyme·linked lmmunoabsorbent assay. 

Dosage de l'activllé Facteur VIII (VIII : C). 

L'activité coagulante est dosée par la méthode en un 
temps de Soulier et Larrieu (12). 

Dosage du facteur Willebrand. 

Ce dosage a été effectué par une technique dérivée de la 
méthode de Weiss et al. (14) décrite précédemment (9). 

Manuscrit reçu A la Rédaction le 20 octobre 1977. 
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Etude électro-immunologique de J'antigène Facteur VIII. 

Le dosage du VIII R : Ag est effectué par la technique 
classique ElA de Laurell (8), les conditions techniques adop
tées et la préparation de l'antisérum ont été précisées pré· 
cédemment (10). 

La mobilité électrophorétique du VIII R : Ag a été déter· 
minée arâce à la technique d'immunoélectrophorèse bidi· 
mensionnelle de Laurell (7), sur des plasmas préalablement 
concentrés par ultrafiltration en microconcentrateurs A-25 
(Amicon, Oosterthout, Holland). Le Rf du Vlll R : Ag est 
calculé en faisant le rapport de la distance de migration du 
maximum du pic de VIII R : Ag sur la distance de migra· 
tion d'albumine marquée au bleu de bromophénol. 

Dosage enzymo-lmmunologique du Facteur VIII. 

Principe. 

La technique employée est une micro-méthode de dosage 
par ELISA (c enzyme Iinked immuno-sorbent assay ,) où 
l'antigène facteur VIII est pris en c sandwich , entre des 
anticorps anti·facteur VIII humain. Dans un premier temps 
les anticorps sont insolubilisés, en excès, par fixation dans 
des tubes de polystyrène. Dans un deuxième temps l'anti· 
aène à doser est introduit dans les tubes et incubé pour 
permettre la liaison antigène-anticorps. Un lavage ultérieur 
permet d'éliminer toutes les protéines qui ne se sont pas 
liées spécifiquement aux tubes par l'intermédiaire des anti· 
corps. Dans un troisième temps on ajoute une solution 
d'anticorps anti-facteur Vlll marqués par une enzyme et on 
incube de nouveau. Enfin, après avoir éliminé tous les anti· 
corps marqués en excès par lavage, on détermine la quantité 
d'enzyme fixée en ajoutant dans les tubes un substrat chro· 
mogénique de l'enzyme. La coloration développée après un 
temps déterminé est proportionnelle à la quantité d'anticorps 
marqués par l'enzyme donc à la quantité d'antigène qui s'est 
fixée durant la deuxième étape. 

Technique. 

Nous avons adapté la technique décrite, pour le dosage 
d'autres protéines, par Engva!l et Perlmann (4). 

a) Anticorps utilisés. 
Les lgG d'un aotisérum de lapin anti-facteur VIII humain 

préparé au laboratoire selon le protocole décrit précédem· 
ment (10) sont obtenues après passaae sur DEAE Sephadex. 

b) Insolubi!isation des anticorps. 
Une solution à 100 l'g/ml d'lgG de lapin dans du tampon 

carbonate 0,05 M de pH 9,6 contenant 0,02 p. cent (w/v) 
d'azoture de sodium est répartie, sous un volume de 1 ml 
dans des tubes de 4 ml de polystyrène incubés 1 h à J7"C et 
conservés jusqu'au moment du dosage à + 4"C (nous avons 
gardé ces tubes sans inconvénients durant l mois dans cer· 
tains cas). 

c) Couplage des anticorps à l'enzyme. 

L'enzyme utilisée est de la peroxydase (grade 1, Boehringer, 
Mannheim, Deutschland). Elle est couplée aux lgG de lapin 
en suivant la méthode en 1 temps d'Avrameas (1) : on dis· 
sout SO mg d'lgG de lapin anti-facteur VIII humain dans 
10 ml de tampon phosphate 0,1 M de pH 6,8. Ori ajoute 
1.00 mg de peroxydase et on laisse Je mélange sous agita· 
hon douce pendant JO minutes. Puis on ajoute goutte à 
g~ut!e ~.6 ml de glutaraldéhyde à 1 p. cent dans l'eau. 
L ag!tauon e.st poursuivie pend:• nt 2 h~urcs à température 
am~tante puts le mélange est dialysé à + 4"C contre 2 fois 
5 .btres ~ tampon PBS 0,1 M pH 7. Après la deuxième 
DUit de daalyx on compl~e le volume des anticorps mar
qu~s l 100 ml en les diluant dans de la s~rum-albumine l 
5 p. cent (w/v) dans du tampon Tris·HCL O,OS M pH 8 
contenant 0,01 M de M1: Ch et 0,02 p cent (w/v) de Na N,. 

La préparation d'anticorps marqu~s obtenue est répartie 
en tubes de 1 ml puis congelée à - 20"C. 

tl) Mode opératoire. 
On lave 3 fois de suite les tubes contenant la solution 

d'anticorps en les remplissant de tampon PBS-tween (talll; 
pon phosphate 0,1 M, NaCl 0,14 M contenant 0,05 P· cent 
(v/v) de tween). On ajoute 1 ml de la solution contena~. 
l'antigène facteur Vlll : les plasmas ou préparations de (~ 
teur Vlll sont dilués dans Je tampon PBS-tween. Les tU 3 
sont incubés ensuite 1 h à J7"C puis lavés de nouveau ml 
fois avec le tampon PBS-tween. On ajoute ensuite 1 se 
de la préparation d'anticorps couplés à la peroxyda Je 
décongelée et diluée extemporanément au dixième dan~ ~ 
tampon PBS-tween. On incube de nouveau les tubes 1 ~n 
37"C. Enfin, dans chaque tube !av~ 3 fois avec du taDI ulr 
PBS-tween on ajoute 1 ml de la solution contenant le ~ou· 
strat révélant l'enzyme préparée extemporanément en aJ 111• 
tant 10 111 d'eau oxygénée à JO volumes à 100 ml de, taide 
pon phosphate 0,02 M pH 6 contenMt 80 mg d ac ve· 
S-amino-salicylique. Une coloration brun-violacée se dé Ia 
loppe dans les tubes. Une demi-heure après on stopP~ioP 
réaction enzymatique en alcalinisant le milieu par addtt 
de 0,1 ml de NaOH lM. 

t) Calcul du taux de VIII R : Ag. 
On mesure ensuite la DO à 449 nm des solutions corr;; 

pondant aux différentes dilutions du plasma standard et dd 
plasmas à tester. On établit une droite d'étalonnage surtiOP 
papier millimétré en portant en abscisse la concentratad~ 
en Vlll R : Ag et en ordonnée la DO à 449 nm. Le deS 
de VIII R : Ag se détermine en faisant la moyenne oser 
valeurs obtenues pour trois dilutions des solutions à de Je 
en se rapportant à la droite d'étalonnage obtenue ave 
plasma témoin analysé à 8 dilutions différentes. 

/) Variante. ..,. 
. J' ~p• 
Un autre substrat chromogénique de la peroxydase, 0 V 

phénylène diamine a été utilisé au cours de notre étud~· Jll• 
solution substrat se prépare alors en dissolvant 4 110s
d'orthophénylène diamine dans 100 ml de tampon Pénée 
phate citrate pH S,O additionnés de 10 1'1 d'eau oxYS leur 
à JO volumes. Le chromophore obtenu est de co~a~ 
jaune ; les mesures de DO nécessaires au calcul dU 
d~ VIII R : Ag sont faites à 415 nm. 

Résultats 

Etalonnage. • e 
La figure "2 représente la courbe d'étatonn~~s 

établie à partir de la densité optique à 449 nl11. 111 
solutions de chromophore obtenues en étUd13

1e 
diverses dilutions d'un pool de ptasmas témoin ~~ 11• 
tampon PBS seul (témoin blanc). Il y a proporll0

11r 
nalité entre la DO et le taux d'antigène lié au factAS 
VIII pour des concentrations de F VIII R : 
inférieures à 5 X 10-2 U/ml. 

Sensibilité. 

La droite d'étalonnage montre qu'il est possib~ 
de mesurer une coloration correspondant à 0,1~011c 
J0-2 U/ml de VIII R : Ag. Cette technique est ~00e 
au moins 10 Cois plus sensible que la mét 111,t 
d'immunoélectrophorèse quantitative. Eile pe~tsll 
de doser, en se fondant sur la moyenne des résU. }.S 
de trois dilutions différentes, des taux de VIII R · et 
supérieurs à 0,037 U/ml (plasma analysé pur, 
tJilué au 1/2 ct au 1/5). 
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11~11b1Utl, 
~~1>1 
l;~~ent~s(as à doser son: analysés à trois di!utions 
~, 1140Pour les taux de VIII R: Ag normaux : 
~~ l't~ les et 1/80). Dans le tableau I nous avons 
~e à Parr tnoyennes et déviations standard calcu-

~~ll~s s •r des résultats de 10 dosages successifs 
ur un plasma normal conservé congelé. 

0,1 

DO à 449 nm 

0.05 
F VIII R•Ag (U/ml) 

Fig. 2. - Droite d'élalonnaga établie en reportant la denal16 opti
que (DO.) • 449 nm apr.. addition d'acide 1 amlno-aallcyllque, 
en fonction du laux d'antlg•ne lié au lecteur VIII (F VIII R : Ag) 
de diHéreniH dllullone d'un pool de plaamaa témoins. 

TABLEAU 1.-Taux d'anug•ne lié au facteur VIII (F VIII R: Ag) d*'ermlnélors 
de 10 doa•o•• aucce .. lla ellecluea, par la technique ELISA. aur troie dUuUons 

ct'un mtme pleame de aujettemoln. 

DlluliOn F VIH R : Ag en Ulml 

du 
pluma Moyenna Ecan-type 

1/20 o.se 0,1 

1 /.CO o.~ 0.07 

1/80 0,150 . o.os 

Spécificité. 

Pour étudier la spécificité de notre technique de 
dosage nous l'avons appliquée à l'étude de seize 
sujets atteints de maladie de Willebrand sévère dont 
le plasma ne donne pas de pic de précipitation déce
lable par la méthode de Lauren (les échantillons 
sont représentés sur la figure 4 dans la zone 
correspondant à des taux < à 0,1 Um/1 de VIII 
R : Ag sur l'axe des abscisses). Pour dix d'entre eux 
le VIII R: Ag est compris entre 0,16 et 0,07 U/ml; 
pour six d'entre eux le taux ne peut être déterminé 
précisément, il est inrc;rieur à 0,0075 U/ml puisque 
dans les tubes correspondant à ces plasmas non 
di!u:s, la densité optique n'est pas sensiblement 
différente de celle du témoin blanc. Ces valeurs sont 
significativement diminuées par rapport aux taux 
trouvés sur des plasmas normaux puisque dans un 
échantillon de 20 témoins, la valeur moyenne est de 
0,83 et l'écart type de 0,29. 
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FIÎ. 4. - Corr61etlon entre lee r••ultate d11 douve• de VIII R : 
o elleetu6e per ElA et ELISA eur quarante-troie pleamae de 

eujele atteinte de maledle de Wlllebrand. 

Corrélation avec la méthode d'lmmunoéledrophorèse quan· 
tltative. 

Sur la figure 3, nous avons reporté les résultats 
trouvés par la technique de Laurell (EIA) et par 
notre technique ELISA, sur des plasmas normaux 
et d'hémophiles A majeurs. Pour les 20 plasmas 
de sujets témoins étudiés, ia droite de régression 
est tracée, le coefficient de corrélation linéaire 
r de 0,88 est significatif même au seuil de 99 % 
d'après la table de Fisher. Les moyennes des taux 
VIII R : Ag des 10 plasmas d'hémophiles analysés 
sont de 1,41 (EIA) et 1,26 (ELISA), les écarts types 
de 0,54 (EIA) et 0,42 (ELISA) ; le coefficient de 
corrélation entre les valeurs obtenues par les deux 
techniques de dosage est significatif au seuil de 
95%. 

Application 1 l'étude de la maladie de Willebrand. 

Etude générale. 

Le VIII R : Ag de quarante-trois plasmas de 
sujets pour lesquels le diagnostic de maladie de 
Willebrand a été établi à la fois sur des critères 
cliniques et biologiques (association d'au moins 2 
perturbations des analyses suivantes : détermina
tion du temps de saignement, de la rétention des 
plaquettes sur billes de verre et de l'activité coagu
lante du facteur VIII) a été dosé par notre technique 
ELISA. 

00 à 415 nm 

0.001 0.01 
F VIII R:.Ag (U/ml) 

Fig. 1. - Droite d'6telonnage 6teblle en reportent le den•111~,~~ que (DO) l 415 nm eprh eddltlon d'ortho-ph6nyl•n• dlem 0j il lonetlon du teu11 d'enuv•n• n• eu laeteur VIII (l' VIII R : ~ 
dlll6rent11 dllutlone d'un pool de plumae 16molne. 

Pour 19 de ces plasmas, le taux de VIII R : ~ 
n'est pas calculable par EIA. Trois d'entre de5 
donnent, lorsqu'ils sont analysés non dilués, Ille 
pics de précipitation à peine décelables, tout cotfllllsS 
une dilution au dizième de notre pool de ptas a~ 
témoins. Sur la figure 4, on voit que leur 1

11es 
de VIII R : Ag, calculé à partir des valeurs l"btell de 
sur trois dilutions en ELISA, est respectivemen~_, 
0,17, 0,155 et 0,15 U/ml. Les seize autres ptased" 
ne donnènt pas de pic de précipitation par la 1 

11 
nique de Lauren, ils nous ont permis d'étu.d!ef 111s 
spécificité de notre technique ELISA (votr Pde5 
haut et cf. fig. 4). L'ensemble des résultats 

0
, .. ) 

examens effectués pour'' Un des six malades ~~de 
dont Je taux de VIII R : Ag se situe sous le seUl pl 
sensibilité de notre technique de routine ELISA 
reporté dans le paragraphe suivant. 

de! 
Enfin, nous avons analysé les résultats ,r 

dosages de VIII R : Ag calculables aussi bien 5~~~ 
ElA que par ELISA. Vingt-quatre échantillons pl 
répertoriés ; par EIA la moyenne des vateur51 !Je 
de 0,35, par ELISA de 0,32, l'écart type état! 0~ 
0,19 par le$ deux techniques. Sur la figure "\ott 
a la représentation graphique de la compara V 
des valeurs obtenues par les deux technique~7 il 
coefficient de corrélation linéaire est de 0,7 d: JI 
est significatif au seuil de 99 %. L'équation 

49
) el 

droite de régression (y • 0, 775 X + 0,0 t ~~ 
l'erreur d'estimation de Y (Sdy • 0,12) oG 0-J 
calculûs ; pour trois plasmas se situant en-deSS el
de la limite tracée, le taux de VIII R : AS pl 
trouvé supérieur en ElA. Cette discordanc~13de 
particulièrement marquée sur Je plasma d'une fl1 
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r---_ TABLEAU IL- Etude d.IIIUI .. cie trola eujete atteinte de maladie de WIUebtancl. 

R*tentlon d• 
~~~iut Syndrome Temps de plequan• sur 

"'mor,.gique Aognament billes de .. r,. 
(lvy) (Bowie) 

l"'" ma ru - Eristaxls > 15mn 0'!1. 
1 

- Htmorragies 
digest-. 

i - Htrnarthroses 

·~~ 
- Epistaxis 14mn 0% 

':'---- - GingivOrragln 

\.~'"'il 
- Eplstaxil >20mn 23% 
- Htmorragies lorw 11% 

~ 
d'avulliont denlalres 

- Htmaton.s 

~ < 10 mn >50% 

(Go 
On ·;~rn dont l'observation est reportée ci-dessous. 
~\isagtrque en ~utre, qu'un autre. cas doit être 
J;. ta~ ?lus préclSément, c'est celut de Jo ... dont 
"11\ites dd antigène VIII R : Ag se situe dans les 
e e la normale par ELISA comme par EIA. 
t~~qe dé 
b taillée de 3 malades. 

rl •. ans 1 
-q rEsul e tableau II, nous avons regroupé l'ensemble 
~~ente tats de 3 malades (Fo ... , Jo ..• et Go ... ) qui 
~lllu nt un syndrome hémorragique de type cuta
-q llla(Ueux et un temps de saignement allongé. 
~leur ~des. non apparentés sont les seuls membres 
~ Ob an1111e atteints de maladie de Wiilebrand ; 
"-ls-4. ~ervation illustre l'intérêt de la technique 

ans 3 cas difiérents. \ 

~'~tm 
~lllt!~di:rd Fo ... est un malade atteint d'une forme sévère 
O,ol~; v111 de Willebrand. Son taux d'activité coagulante 
' '~/llll a ~té trouvé, l maintes reprises, inférieur 1 
t~~~ d~ ~ rétention des plaquettes sur billes de verre et 
~t\ji~~~ne 1. acteur Willebrand sont très diminués. Son taux 
~~~b11ité /· au facteur VIII se situe en deçà de la limite de 
~. ~llloins e l'ElA et de notre technique EUSA de routine. 
IQ~ ltiara' en utilisant un autre substrat chromogénique 
~~~ne ~ dans chapitre mat~riel et m~thodes) nous obte-
1[!.;11\s <le V~ne proportionnalité entre la DO et des concen
~.\.1/lll II R : A; comprises entre 1 x to-1 et O,lS X 
~~Utj lte, 1 (fi;. S). Cette technique ELISA sensibilisée 
''1 ~ ~ur l'~tablissement de la droite d'étalonnage, des 
~lq 1 ~1rl 1 Po~ antes du pool de témoins (du 1/ 100" au 
~ 1tnt~ : so1n à apporter l ces dilutions rend la technique 
rylltqUi ne Ile: est donc r~servée aux dosages des taux d'anti
~ Il. : Ason,t pas calculables par la technique de routine 

a de f:ll tnférieur 1 0,037 U/ml). La valeur avec le 
~? ~0 o ... est de 0,6 x 10-2 U/ml. 

~~ l~ reportons les résultats des examens biologiques 
~Ylit'IQ ·;; ~alade qui présente un VIU : C diminué variant 
i~biJ· 1t , ,30 U/ml selon les prélèvements, mais un taux 
'1 tE~tt Ele'c: Ag toujours normal par la technique E.I·A. La 
~~~ tnti011 trophorétique de son VIII R : Ag est normale. 

~ Jllus· de ses plaquettes sur billes de verre a été trouvée 
leurs reprises mais son taux de cofacteur Wille-

Taux da F VIII R : Ag Mobill" 
Taux de (Uiml) Taux de oN/F •lectro.pho,.tique 
FVIII: C (Uiml) du VIII R: Ag 

(Uml) ElA EUSA (Rf/albumine) 

0,02 <0,1 <0.0075 <0.05 -0,6 lC 1()-1 

0.33 0,90 1.05 1.0 0.21 
0,10 

0.1 0.1 0.28 0,10 0.38 
0,3 o.e 

1,00 1.00 1,00 >0.5 0.26 

brand se situe dans les limites de la normale. La technique 
EUSA nous a permis de confirmer son taux normal de 
Vlll R: Ag. 

- Chez un autre malade, Valérie Go ... le taux de Vill : 
C a été trouvé une première fois à 0,6 U/ml et sur un 2• 
prélèvement, à 0,3 U/ml, le taux d'antigène VIII R : Ag par 
ElA est de 0,6 U/ml les deux fois. La rétention de ses 
plaquettes sur billes de verre est anormale. La technique 
EUSA apporte un élément nouveau : un taux d'antigène 
abaissé à 0,29 U/ml assez proche du taux de facteur Wille· 
brand (0,1 U/ml). On note, chez cette malade, une augmen
tation de la mobilité électrophorétique de l'antigène lié au 
facteur VIII (!ig. 1) qui pourrait expliquer la discordance 
entre les résultats de VIII R : Ag par ElA et ELISA. 

Discussion 

• Différentes techniques immunologiques ont été 
appliquées au dosage du facteur VIII R : Ag : la 
technique d'immunoélectrophorèse quantitative ( 15), 
l'inhibition d'hémagglutination (13), la contre
immunoélectrophorèse (5) et le dosage radioimmu
logique (6). La technique ELISA, technique immu
nologique récente de dosage à l'aide de marqueur 
enzymatique, est à la fois sensible, spécifique, simple 
et rapide ainsi que le soulignent Bartlett et al. (2) 
qui, les premiers, l'ont adaptée au dosage du VIII 
R: Ag. 

. La technique à la peroxydase que nous avons 
mise au point et que nous employons en routine, 
car elle s'est avérée spécifique, reproductible et 
rapide. permet de détecter 0,75 X IQ-2 U/ml de 

. VIII ~ : Ag. En utilisant comme substrat de l'en
zyme de l'orthophénylène diamine, nous avons même 
porté le seuil de sensibilité à 0,15 X 1~ U/ml. 
Dans des plasmas témoins il existe une bonne corré
lation (r • 0,88) entre les taux d'antigène déter
minés par ELISA et par ElA. Les taux de VIII 
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R : Ag déterminés par la technique ELISA chez les 
hémophiles A majeurs se situent dans les limites de 
la normale. · 

• L'application de ELISA à l'étude du plasma de 
43 sujets atteints de maladie de Willebrand a pré
senté un double intérêt. 

Tout d'abord, cette technique rend possible le 
dosage du VIII R : Ag chez les malades dont les 
taux sont inférieurs à la limite de détection du pic 
de précipitation en EIA ( < 0,10 U /ml). Ainsi nous 
avons pu mettre en évidence chez un de nos malades 
qu'on peut classer sans problème dan!l le type I de 
la classification de Ekert et al. (3), Fo ... , un VIII 
R: Ag au taux de 0,6 X 1~ U/ml. 

De plus, la comparaison des résultats des 2 tech
niques, EIA et ELISA, fournit des renseignements 
sur l'existence éventuelle d'anomalies quantitatives 
ou qualitatives du VIII R : Ag. Ainsi. chez les sujets 
atteints de maladie de Willebrand dont le taux de 
VTII R : Ag est normal en EIA, on peut distinguer 
deux types de variants. 

Le premier correspond au cas de Jean Jo ... , pour 
lequel se posait un problème diagnostique : en effet 
ce malade présente, tout comme les hémophiles A 
mineurs, un VIII : C diminué mais un taux de 
VTII R : Ag normal. Mais, la confirmation à plu
sieurs reprises de l'allongement du temps de sai
gnement, l'absence de rétention des plaquettes sur 
billes de verre et le type de réponse à l'injection de 
cryoprécipités autorisaient le diagnostic de maladie 
de Willebrand. La technique ELISA vient confirmer 
le taux normal de VIII R : Ag et permet d'identifier 
ce malade au type II de la classification de Ekert 
et al. (3). 

Dans le deuxième cas, les résultats de la technique 
ELISA sont en discordance avec ceux de ElA. Il 
s'agit de Go ... Valérie dont le taux de VIII R : Ap,. 
apparaît nettement plus faible en ELISA qu'en ElA. 
Ceci implique l'existence d'anomalie qualitative du 
Vlll R : Ag. Comme la technique ETA dépend non 
seulement de la concentration de l'antigène mais aussi 
de sa charge électriquè1 cette discordance peut être 
due à l'augmentation de la mobilité électrophorétique 
du VIII R : Ag constatée chez la malade. Ce cas 
est analogue à ceux décrits récemment par Peake et 
Bloom (11) qui comparent les résultats de IRMA 
(Immune-RadioMetrie Assay) et de EJA. Ces auteurs 
obtiennent en effet, chez 5 malades, des taux nor
maux en EIA, ainsi que par la technique de contre
immunoélectrophorèse, alors que par la technique 

IRMA les taux sont nettement diminués. Il ap~ar~ 
donc important de pouvoir comparer les résulta 
des techniques tributaires de la mobilité électrop~~ 
rétique, telle que l'ElA, avec ceux obtenus par A 
techniques qui n'en dépendent pas, telles que ELIS 
et IRMA, de façon à rechercher d'éventuelles ~ 
malies qualitatives du VIII R : Ag. Ceci est P .

5
• 

culièrement intéressant chez les malades qui para\, 
sent avoir un taux normal de VIII R : Ag pa: nt 
technique de Laurell jusqu'ici utilisée et qui éta~e ~ 
classés dans le type V de la classification de E l 
et al. (3). 

Conclusion 

L'application, au dosage de l'antigène _lié '~ 
facteur Vlll, de la technique ELISA s'avère lntértl' 
sante à plusieurs égards : 

Tout d'abord, il s'agit d'une technique facile; 
mettre en œuvre, simple et rapide d'exécution, rePic! 
ductible et spécifique. Chez les sujet-; norrna~: tel 
hémophiles A et la plupart des personnes atteJO ~ 
de la maladie de Willebrand, ces résultats son~ Ill 
bonne corrélation avec ceux obtenus par la tech111q~ 
de Laurell (ElA) classiquement employée pour 
dosage du VIII R : Ag. 

·el 
Mais la sensibilité de cette technique est ~~dl 

meilleure que celle de l'ElA, en effet, elle perJ'II; ~ 
doser des taux faibles d'antigène jusque 0,1 u(ll\ 
lQ-Z U/ml) alors que, en EIA, le seuil de déte'1(rl se situe généralement aux environs de 10 X 
U/ml. 

~nfin, tout comme les techniques radio-i~rtl11~ 
logtques, la technique ELISA possède égale~d~ 
l'avantage sur l'ElA de donner des résultats ! 0~ 
pendants de la mobilité électrophorétique de 1 ~,Dt 
gène à doser. Ceci est particulièrement irnP~e dl 
dans l'étude des formes atypiques de la matad111je~ 
Willebrand, car on sait que certains de ces

1
5ctr0' 

peuvent avoir un VIII R : Ag de mobilité é e 
phorétique anormale. f.. 

Ainsi, par sa simplicité d'exécution et s~ s: dl 
riorité sur la méthode de Laurell, la technlq!l ~f 
dosage du VIII R : Ag par ELISA permet d.'aP dP 
ter des éléments intéressants dans la discussJ~~ dl 
problèmes nosologiques que pose la mala 6ciS~ 
Willebrand. Elle devrait aussi contribuer à pfr ete~ 
les caractéristiques physico-chimiques du a 
Vlli. 
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The Assay of Factor VIII Related Antigen by an 
lmmuno-Enzymatic Method 

Dear Sir, 
Wc have read with interest the article by Ness and Perkins (1) 

on the development of an immuno-enzyrnatic method (ELISA), 
for the assay of factor VIII-related antigen (VIII R: Ag), more 
sensitive than the Laurell technique (ElA). These authors men
tion the previous work of Bartlett et al. (2) whose ELISA 
microtechnique is of a comparable sensitivity to the ElA method, 
but fail to cite our technique of which we emphasised the 
simplicity, reproducibility and especially the sensitivity (3). 

The advantage of our technique bave led us to use it routinely 
for the last 3 years. The correlation of the results with those of 
ElA is highly satisfactory. A double blind test involving 167 
plasma samples from normal women or hemophilia A carriers 
gave a correlation coefficient of 0,91. The tests of inter or intra
assay reproducibility are equally good (Table 1). The sensitivity is 
at !east 65 times greater than for ElA and also greater than the 
sensitivity of the 2 recently-published competitive immuno
enzymatic methods (1, 4). In fact in more than 200 assays wc have 
always obtained a good linear relationship between the Am 11111 

Tablt 1 Reproducibility data. Intra and Inter-assay variations in factor 
VIII R:Ag levet of plasma from normal donon. 

i. U/ml SD, U/ml CV, % 

Intra-assay (3 sam pies, 10 assays of each) 

Plasma 1/100 0.66 O.OS 
Plasma 1/200 0.39 0.04 
Plasma 1/400 0.25 0.02 

Inter-assay (10 plasmas, 5 usays of each) 

1 
2. 
3 
4 
$ 
6 
7 
& 
9 

10 

1.23 
1.18 
0.99 
0.89 
1.39 
1.81 
1.39 
1.5S 
1.05 
0.91 

0.088 
0.080 
0.105 
0.099 
0.166 
0.144 
0.066 
0.099 
0.132 
0.074 

1.S 
10.3 
s. 

7.1 
6.8 

10.5 
11.0 
11.8 
7.9 
4.7 
6.3 

12.4 
8.1 

' 

'and !1 
and the quantity of VIII R:Ag between 1,5 X 10" ~ · 
10·' U/ml. This sensitivity thus perrnits the measure ~ 
VIII R: Ag, undetectable by ElA, in the plasma of 111ost 
patients with severe von Willebrand's disease (VWI>)· 

Fin ally, as we stressed already in 1977, this techni~ 
ted the detection of variants of VWD by the differe ~ 
with respect to ElA. These variants, characterised bY ~~~ 
Ag of a higher electrophoretic mobility than nonna~ ~ 
since been found using radio-immunological methods~~ 
immuno-enzymatic methods, offer the advantage of 
pendant of the electrophoretic mobility of the mole.cul~~ 

We believe therefore that the ELISA method wh1ch 'Il 
its sensibility, reproducibility and simplicity merits 

1 

among the factor Vlll-related antigen assay method5• 

Claudine Mazurier 
Armelle Parquet-Gernez 
Maurice Goudemand 
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21, rue Camille Guérin 
59012 Lille Cedex, France 
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En guise de discussion, nous avons comparé dans le tableau 
~~II (ci -dessous) 1 es différentes techniques immunoenzymati ques de dosage 

~u VIII R:Ag effectuées à l'aide d'anticorps hétérologues polyclonaux. 
~ . 

s Pouvons également dire que cette technique, dans laquelle nous n'avons 
~dif'-

le que le mode de couplage de 1 'enzyme à l'anticorps, car nous préfé-
~ . 

ns ma; ntenant emp 1 oyer 1 a technique de coup 1 age au péri odate de NAKANE 
et KAw ~ AI (672), est facile à mettre en oeuvre et qu'une firme commerciale 

t~ rêacti fs d • hémostase l'a choisie pour proposer aux 1 aboratoi res des 

~~actifs et techniques, adaptables· aux microplaques ELISA, de dosage du 
II R 'A l' . 1 · g et de ant1gène iê au facteur IX. 

T A B L E A U X V 1:1 

CARACTÉRISTIQUES DES DIFFÉRENTES TECHNIQUES. IMMUNOENZVMATIQUES 

DE DOSAGE DU FVIII R AG, EMPLOYANT DES ANTICORPS HETEROLOGUES 

r- @ : : : 
AUTEURS : PRINCIPE : ENlntE UTILISEE : 

1..._ : : : 
SENSIBILITE ~ 

: : : 
BA RTL ETT !!...!.!..:.. : Technique •sandwich" : 

: : Phosphatase •lcaline : ., 0,1 U/ml 
1976 (6731 : Type ELISA : : -- : : : 

: Techniqu~ •sandwich" 
: : 

MAZU RI ER !!...!.!..:.. : : : 
0,15 x 10·2 U/ml : : Peroxydase : 

1977 . Type ELISA . : 0 Oo 

--- : : : 
: : : 

NESS et PERKINS Technique : : 
0,16 x 10·2 U/ml : enzymo·immunomêtrique : Phosphatase alcaline : 

1979 (6741 : 1 double anticorps : : 

--- : : : 
: : 

YORDE et al . : Technique compétitive : : 
5 x 10·2 U/ml : : Peroxydase : 

1979 (6751 . Type CELlA : : . .....___ : : : 
: : : 

HANSEN !.!....!,h : Technique •sandwich" : : 
: : Phosphatase alcaline : ':t! 0,1 U/ml 

1981 (676) . Type ELISA : : . .....___ : : : 
: : : 

FISHHAN et al. : Technique •sandwich" : : 
1 x 10 •2 U/ml : : Phosphatase alcaline : 

\ 1982 (671l : Type ELISA : : ...__________ : : : 

CEJKA 
: : . Technique "undwich" : Phosphatas• alcaline : 

3 x 10·2 U/•1 
0 

1982 (677') 0 0 ou 0 
0 Type ELISA 0 0 

0 0 Peroxydase 0 ,....._ 0 0 0 

BOBROW et al. Techniaue compétitive : 
: 

0,75 x 10·2 U/ml 1982 (677'.) Type CELlA Phosphatase alcaline : 

' 
: 
: 

SCHOSSLER et al. Technique : 

1982 Phosphatase alcaline : 0,78 x 10-z U/ml (677'' 1
) enzymo·immunomêtrique : 

: 

-
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V 11ALADIE · DE WILLEBRAND AC QUI SE AU COURS D'UNE MALADIE.$ 

WALDENSTROM 

· Nous rapportons l'observation d'un homme de 66 ans dont 

le bilan d'hémostase préopératoire, avant biopsie d'un ganglion cervical, 
a permis de mettre en évi denee des anoma 1 i es généra 1 ement trouvées dans 

1 a ma 1 adi e de vWD. Après 1 nterrogatoi re du ma 1 ade et mi se en évi denee 
d'une activité inhibitrice du VIII R:RCo dans son sérum, le diagnostiC 

de ma 1 a die de Wi 11 ebrand ac qui se est avancé. La recherche 1 mmunoé 1 ectrO" 
phorétique d'immunoglobulines anormales dans le plasm& du patient, qui 

pouvaient être â l'origine d.-une activité anticorps, conduit â la décOU" 

verte d'une macroglobulinémie de type de Waldenstrorn à IgM Kappa. Cependant, 

la purification des immunoglobulines permet de constater que les IgM mono" 

clonales n'ont pas d'activité inhibitrice mais que l'effet inhibiteur 

se retrouve dans une frac ti on d' IgG purifiées. Le caractère acquis deS 
anomalies est confirmé, par la suite, car en quelques mois le bilan 

d'hémostase se normalise. 
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Acquired von Willebrand's Syndrome in the Course 
of Waldenstrëm's Disease 
Claudine Ma~urier, Armelle Parquet-Gernez, Jacques Descamps, Francis Bauters• and 
Maurice Goudemand · · 

From the Laboratoire d'Hémostase, Centre R~glonal de Transfusion Sanguine, Lille, France 

'da 
\ir •• .... v . 

rôlll' on Willebrand's syndrome - Auto-antibody -
s disease 

•tor 

~~ittd 
~~~n.Willebrand's syndrome with a regressive evolu
\t01 

1
d 1~ a 66 year old man with Waldenstrôm's disease. 

~ ~ne ectl\·ely direct cd against Ristocetin cofactor activ
'~tll dernonstrated, active in vitro after incubation at 
'Lor th fractionation showed thal the inhibitor was inde• 

'te ine monoclonal IgM and subsequent purification that 
~lj~y. nature. The results permit its classification as an 

~ 
1· on 
~,1 
. l'l.·e 
:~t ~on nty. cases of acquired hemorrhagic syndrome 

~·le ltst Wdlebrand's disease (vWD) have been described 

1 ~ullita ~ev.· Years (1-lS). Ali these patients bad quantita
. vtrv live abnormalities of factor VIII!ron Willebrand 
11!1 Pr "\VJ:) v.ith a diminution, in variable proportions, of 
l~(ytn ~agulant acthity (VIII: C), factor VIII- related 
~·eve ·Ag) and ristocetin cofactor activity (VIII R: 

l·~~c d' r, the absence of any clinical or familial history of 
~ 1.1llpa1~~ase .and the :egres~i"e evolutio.n of the disord~r 
~~ t descti~e \\1th the d1agnosJs of congemtal vWD. In th1s 
,·~11àfll's ~ a new case of acquired vWD in a patient with 

1 ~ the 1 dtsease. An inhibitor against VIII R: RCF is 
\ &Cl fraction of his serum. 

\~.nd M 
'~'Po ethods 
\. 'lqlld 
~'166 ~bn,atol'y Data 

~~" ~:~r ~Id man "'ith no clinicat or familial history of abnonnal 
~~~ 'hld l'llutr:d to the h~pital in Occembcr 1978 "'ith a 
~~~~~ ~·er;o~e ~~o·ith se\'ere epistaxis. Lympho-.adcnopathy and 
~~~~lis..,.~ .d•~ovr:rr:d. Before biopsy of a cemcallymrh node, 
~~~td (pl .

111"estigated: the acth·ated partialthromboplastin ti me 
i~ 'l'he ~r:nt: 52 sec, control: 37 sec) and VIII: C le,·el reduc:ed 
\~ lts (28 Opsy lilas th us perlormed art er infusion oC lyophilised 
\ ~1) 12 \J VIn: CIK& b. wt). The sa me dose of factor VIII 

1
11t 0~ b . for severa! days but did not prevent abundant 

rahon 111ound. The various hematological investiga
l 
1.~ ~~ 
~ 'lt.. d~ 
~\~· t.1a1 d' ~ Çlld~ a •es du San&, Centre Hospitalier Univer~itaire, 
'[Jio ~t la· 
"'· ~~~~ d~ T . Dr. ~· Muurier, La !'~oratoire d'Hc!mo~tasc, 

rl~e ran,ru,mn SanFuine, 21, Rue C:.mille Guérin, 

lions showed that the patient was suCfering from Waldcnstrom's mac:ro
&lobulinemia with the presence of I&M K (47.6&11) and thus BUSUL
FAN• wad administered. The hemorrhagic syndrome disappeared alter 
15 days and it has not recurrcd since. 

2. Diagnostic M~thods 

Most or the techniques used were those classically desc:ribed ( 16). 
Factor VIII: C was measured by a one-stage method (17). Plate let 
aggregation studies were perlormed usine the Icare asgregometer "ith 
0.3 ml of platelet-rich plasmas (PRP). Aggregating agents (0.1 ml) 
included collagen, AOP and Ristocetin which were used respecti\'ely in 
final concentrations of 8 Il&! ml, 2.5 11M. 1.2 mg/ml. Factor VIII R: A& 
was assayed by an electro-immunodiftusion method (18) or an ELISA 
assay ( 19). Factor VIII R: RCF was te~ted on microtitration plates 
according to the method oC Sultan and Rossi (20). Assay of an inhibitor 
against '/111 : C "'as performed as described by Kasper el al. (21 ). 

The inhibitory action on VIII R : RCF was investigated by comparing 
the curves of aggregation induced by Ristocetin (1.2 mg/ml) obtained 
with 100 ~o~l sample or the patient's plasma (or of plasma fractions) 
incubated with 200 I-Ll oC a normal P.R.P. As a blank, lOO I-Ll of buCfer and 
200 1'1 of normal PRP were incubated before the addition of Ristocetin. 

3. F'acrionation of lmmiUioglobuliiU 

IgM was separated from other immunoglobulins by gel filtration of 
2.5 ml oC serum from Fo .•• on a column (2.5 x 120 cm) containing 
l:Jitrogel AcA 34, equilibrated in 0.05 M Tris/HO buffer pH 8.0 
containing 0.5 M NaO. The lgG was puriried from the concentrated 
fractions obtained after elimination of lgM, b)' ion-exchange on OEAE-. 
Sephadex according to Webb (22). The different fractions were analysed 
by immuno-electrophoresis against an anti-whole human serum, aCter 
concentration of the protein to about 10% (w/v). 

Results 

1. Diagnosis of Acquirtd "WD 

Pre-operative laboratory data showed both abnomalities of 
pri:n:~ry hemostasis ~nd or <:o<~gulation compatible with a diag
nosis of vWD. However, some weelcs tarer the three activities of 
F VIJI/vWF had returned to normal (Table 1). A decrease of 
platelet aggregation by collagen and ADP was also noted 
(respectively 45% and 40% compared to control values of 70% 
and 72%). Rcpeated analysis has not demonstrated any change 
up till now in paraprotein concentration and platelet aggregation 
induced by collagen and ADP. 

Among the family, only the patient's two sons ha\'e been 
invc~tigated: they ha"e normal blccding times and normal \'alues 
for Vlll: C, VIII R: Ag and VIII R: RCF. 
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Tabl~ 1 Laboratory in,·e~ti_çations 

Date January March May Normal 
Examination 1979 1979 1979 values 

Blc:c:ding Timc: 
Duke 4 min 30 4 min 4 min 30 <4min 
1VY > 20 min - 7min < IOmin 

Activated p:lrlial 5~ {39) -'3 {·U) 41 {35) Dirrc:rc:nce from 
thromboplastin control {in paren-
time (sec) theses) Jess than 

10 sec 
VIII: C (Uiml) 0,27 0.52 0.7 > 0.5 
VIII R:Ag (U.ml) 

Laure li 0.10 1.30 > 0.5 
Eli~a 0.15 1.20 1.23 

\111 R: RCF (U."ml) < 0.3 0.50 0.50 > 0.5 
Platelet retention 9 31 7 > 50% 
on gl:!Ss bcads (cr) 

1.0 

0.1 'r~---_,...----2T"I -----,.J -----.,; 

Fig. 1 Levet or the different factor Vlll-linlced activities be fore and after 
infusion of 28 U/ka anti-hemophilic factor A (lyophilized cryoprcc:ipi· 
tates) in patient Fo .•• (the recovery of VIII: C expected in a case of 
constitutional von Willebrand's discasc il shown by the dashed Une). 

2 4 5 min 2 J 4 5 min 

10 10 

50 

A 1 
~ ~ 

Fi1. 2 Dcmonsuation ln the pluma of Fo. , , of aa lnhibitor of lhc 
Ristocetin •weaarion (R: l.l m&lml) ol a normal plate let -rieti pluma 
(PRP). A: curves obtained with 200 J&) PRP incubated 30 min with 100 J&) 
ol buffer (8) or pure or diluted (1/1.5 to l/5) plasma from Fo .•• 8: 
cuo·es obtained with :!00 Ill PRP incubated for tim~ varyina between 0 
and 30 min with 100 1'1 of plasma from Fo .•• 

2. Demonstr~uion of an /nhibitor 
·tus~ 

A. R~spons~ to factor VI// infusion. One hour artcr the iO C ~~ 
or cryoprecipitates (28 U VIII : C.'kg} the value or Vlll: ~ ' 
0.62 U/ml (Fig. 1) whilst, taking into account the patienr's P13h111 
volume, it should have been 0.92 U/ml. Moreo,·erafterJ.h.l'flll 
was no retarded increase of VIII: C as is t\'pical in ,.wo: •• ~ 

• ' (U~I"'' apparent elevation of the VIII R: RCF Je,·el 3 h aCter 10 · s!Y. 1 
not significant as it falls within the limits of precision of th~ ~bil~ 

B. Ttsts for inhibition of factor Vll/. Assay for an 10 -~u~ 
against VIII: C was c:mied out on the patient's plasma P~~\1 (O.l 
heated to 56• C for 30 min. It was initially slightly pos•U\~ts fd 
Bethesda unit) but was subsequently always negati\'e. i~cc!l· 
inhibition of Vlll R: Ag were also negati\'e. L'sing the dl~ t 
TERLO!'IY method (23) no precipita ting antibody was rounl~ 
addition of a plasma sample from the patient to nor~al P ~et\ 
did not reduce the VIII R: Ag le,·el a part from the dilutton ~i' 
Tests for inhibition of VIII R: RCF pro\'ed positive. The pa 

1 

,, 
Fz 

• 
100 sôo "" !li. 

Fig. J Elution diagram obtained by gel filtration of 2.5 ml oC~~~~ : 
Fo .•• on 1 column (2.S x 120 cm) containing AcA 34 c:qu••. rJII ~ 
Tris (O.OS M) - HO bufrer pH 8.0 containing 0.5 M :-laCl. flo• 

1 30 ml/h. 
1 
1 
1 

JI,\ 
. ~J JI' ., 

- . • 'te" '' 
plasma incubated at 37• C with normal PRP i~h~~~jti01 1 1 
Ristocetin platelet aggregation of this PRP. This tnh~~)~ 
dependent on the amount of the patient's plasma added ( 
and on the incubation time (Fig. 2 B). 

J. Purification of the lnhibitor cdS); 1 

By gel filtration of the patient's serum (sec _rneth"',s ~~ 
obtained IGM in peak F 1 (Fig. 3). This fracuort (orflll/1 
separated rrom peaks 2 and 3 which were poo!ed 10 31jo~ .i\ 
fraction F2. The inhibitor errect on Ristocetin aggre~OI'ciJ!ft/! 
assayed in fractions Ft and F2. Fig. 4 gives the aggreg~ll •' ~:1 
obtained without pre-incubation (A) and after 30 rn•l'l· rd:Ji~ 
(B). In the absence of pre-incubation no Ristoc:etin 3~flef!'J/'~ 
inhibition wu obscrved in cither Fl or F2. Howeve!;,. ~ ', 
incubation F2 exhibited a signifiant dfec:t .. ·hilst Ft, ·~-"'~~~ 
activity. Th us fraction F2 contained the specifie ' 11 tiOII l 
dent" inhibitor of Ristocetin aggregation, this fr.ac f&O \ 
devoid of lgM and containing, among other protc:lftS• ~ 
lgA. \ 
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s """ 

~ 

2 J ' S mon 

dO 

~ ............ F2 L 

~ 
~50 

~, t 
8 

1. 
~~ 1 

8 
100 

r,l !r;:;stigation of inhibitor activity aCter ael filtration: to 200 J11 of 
.~ 1~ ~ ~~o·ere added 100 J.ll of buffer (B) or of fraction FI (13.7 e/1) 

1 

~ (~/'1). lOO 111 or Ristocetin (R • 1.2 mg/ml) was added imme· 
or after 30 min incubation at 37" C (B). 

.~nca. 

l ~ati hon of the IgG of fraction F2 was realized by batch 
. \ lt~n on DEAE·Sephadex. The fraction eluted in the buffer 
iSha ed L and subsequent washing with 0.02 M sodium 
l~t~ te butrer pH 6.5 gave the fraction L'. The remaining fixed 
~~~Ct' 'Nere eluted by 1 M NaCI and were the fraction 
~o;~ns l and L' only contained IgG, fraction E containing 
~~ S er serum pro teins remaining after the gel filtration step. 
,~ 10 ~ornpares the action of tractions L, L' and E (concen· 
~~,the initial serum volume) on the Ristocetin aggregation 
(la30 al ~RP. Fraction L had no anti-aggregating effect, even 
~~~tio rn~n pre-incubation. Fraction E seemed to cause a slight 
~~ lh n ~n the aggregation, but the\ effect did not increase 
~~e ~ Incubation. In fraction L', shown by immuno-elec
~tor sas to con tain only IgG, ali the "time-dependent" 
~ 'lti erre~ pre\iously demonstrated in the plasma was found. 

\·as 0115 tn\'estigations did not establish whether or not the 
ltlonoclonal. 

1 

i\1,io, 

:~tru. 
· 'tl it h e tncidence of acquired \'WD syndrome se ems very low 
• 'litS\~ On! y been described in about 20 patients. 
~h è~dro.rne is orten associ:ued with auto-immune diseases 
~ (J ;ontc lymphopathies: 5ystemic lupus erythematosis : 4 
~ho.;e .' 4, 13), Felty's syndrome: 1 case (7), malign::mt 
~ aa~1CU!opathy: 3 cases (8, 9, 12) and "benign" mono
~~ted ~apathy: 4 cases (S, 6, 11, 14). The other cases scem 
t'~' i,"'uh. probably intercurrent C\'ents, lor instance aCter
~· ~, ~e~tion (2), in a patient with Ehlen-Danlos syndrome 
~~~l'ria tabetic (10) or to be idiopathie (3). The association 

'l ~~~lit ry macroglobulinemia has not been reported in the 
~"'t or l!fature. 
~~ ~~~lio~he lahoratory features are sim il ar to tho~ observed :n 
i\~~~~1 :l V\\'0 and are directly correlated with the deficiency 
~\~~~ tirn Bctor VIIl/von Willehrand (VIII/\'\\'F): prolonged 

1
:\~~c~ 1\f ~·. rlatc:l.c:t retention on gla~s and aggrc:gation in the 

\Il). C'1'hl\:cl1n rcnurhc:d, :1nd ~imultancou~ low leve!~ or 
. and \'Ill R: Ag. The rathol!cncl'i~ or thcse ahnor· 

100~------------------------------
Fig. J Investigation or inhibitor activiry aCter purification by ior 
exchange. Aggregation c:ur•es obtained on adding lOO 111 of Ristoceti 
(R: 1.2 mg/ml) to 200 111 of normal PRP added of 100 1&1 of buffer (B) c 
the different fractions obtained aher separation on DEAE·Sephadex (I 
L' and E). If the mixtures v.·cre preinc:ubated 30 min at 37" C before tl: 
addition of Ristoc:etin the traces were superimpos.able except in the case < 
l" for which thow two c:urves obtained are shown. 

malities bas be en mu ch discussed. The recovery factor VIII whic 
is poor in most or the patients (12/14 cases) and the absence of 
secondary rise in VIII : C characterizing constitutional vWD (2< 
· suggest the presence of an inhibitor interacting ~ith factor VIl 
\'\\'F. Generally no inhibitory activity against factor VIII activitic 
could be demonstrated but in some of the cases reported (Il, 1~ 
it seems thal the incubation time (2 min, 37• C) during the test fe 
inhibition of Vlll R: RCF was too short to detect a wea 
inhibitor. In the absence of circulating inhibitor the low leve! • 
factor VIII could be due, according to some authors (12, 14, 25 
to an accelerated catabolism of this factor. This acceleratc 
clearance may have resulted from adsorption of large forms of 
\'III/vWF onto lymphocytes of the patients described by Joi 
(12) and Meyer (2S) as this mechanism has been demonstratc 
recently in a case of Waldenstrom's macroglobulinemia wi1 
VIII: C and VIII R: AG deficiencies. Immune complex form: 
tion between monoclonal lgG K and factor VIII in the ca! 
reported by Zetter\'all and Nilsson (14) can also explain the fa 
"in vivo" disappearance of ali factor VIII-related acthities. A 
inhibitor which specifically prevents aggregation of norm 
platelet!t by ristocetin was clearly demonstrated in the plasma of 
patients and in the plate let eluates of a rourth (1 0). ln two cases 
is lgG in nature (8. 13) and in the third !gA (9). · 

In the case of our patient (with Waldenstrëm's disease), tt 
question was whether the antibody acti\'ity anti· VIII R : RCF 
carried by the monoclonal IgM present at high concentratio 
since it is known that .monoclonal lgM can possess antiboc 
acti\'ity (27). Whilst it is not surprising that this paraprote: 
disturbs platelet aggregation by ADP and collagen since it 
present at a high concentration in the plasma (28). it does nt 

- intel"ene, -in ·contrast, in· ~he !!:ime-dcpendenf' inhibitor..dfec 
This specifie inhibitory action was found in a fraction puriCied t 
gel Ciltration and ion-exchange chromatography in which on! y Ig· 
was present. 1t is thus possible to consider that the appearance • 
\'WD syndrome in our patient could be due to an autc 
immunisation process electi\'ely directed against the VIl R : RC: 
The existence of such an antibody or type IgG in the course or tt 
malign lymphopathy (which Waldcnstrom·s diseao;e is}, c3n t 
c•:esscd with the ahnorm:tlitics in immune function obsef'\·ed 
!".UCh di,Ca!>CS, ~hown hy the frcquenC'}' or OCCUrCnC'e or ant 
erythrocyte, anti-pl:lldct and othcr auto-antihodies. 
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Durant ces quinze dernières années, plusieurs dizaines 
'~'observations concernant des cas de maladie de Willebrand acquise ont 

~ê rapportées. Afin de faire le point sur ce sujet, nous avons re~roupé 
~ans le tableau XVIII (p.l50-152)la plup~rt des cas publiés, en essayant 

· ~ rnettre en évidence les résultats biologiques,' les circonstances d'ap

~arition et les causes possibles des anomalies du FVIII/vWf. Il apparaît 
~ue Plusieurs mécanismes ont été évoqués afin d'expliquer la diminution 

~ce complexe : la présence d'un inhibiteur circulant, l'absorption du 
iVrrr/vWf sur les lymphocytes ou au niveau de tumeurs, un catabolisme 
1~9rnentë du FVIII/vWf. Ces mécanismes ne sont peut être pas les seuls 

:~ c.ause et, de pl us, i 1 s peuvent agir certainement de façon conjointe: 
ns, la formation d'immun-complexes entre le F VIII/vWf et un inhibiteur 

~ut entratner une augmentation de l'élimination du F VIII/vWf. En fait, 

a forme ac qui se de 1 a ma 1 a die de vWD se révè 1 e hétérog.ène et camp 1 exe, 
~~ rn . 01ns dans son étiologie, et ceci explique certainement que les études 

: ~ffectuëes jusqu • à présent n • aient pas apporté d • é 1 éments prépondérants 
' ~ans 1 e 

domaine de la connaissance de la physiopathologie du F VIII/vWf. 

T A B L E A U XVIII 

\ 
PRI~IPALfS CARACTtRISTIClJES DES DIFffRENTS CAS DE IW.ADIE DE 

WU.LfBRAND ACQJISE RAPPORTES DANS LA LITIERAlURE BU 
~~ F v'm;vwf ~ ë 

Recherche 
f lt.!c.e,TioN (en U/ml) Circonstance 

Etiologie invoquée d'un 

~ d'apparition inhibiteur VII 1 : c VIIIR : Ag VI IIR : RCo 
ll~llt -.;;:: 

~ 6 tt at. o.o4 a 0,17 . . Lupus an ti VI Il :C•neg Phênomêne auto-immun 

~\~ l11 

~ 0.03 1 ngestion de antiVIII :C•neg Hypersensibilité 
pesticide 

~ 0,2 a O,JS 0,40 Composant mono antiVIII :C•neg 

------------ -·---------- ------------
~l!!~L~!!ç~~!. 

-------------- . .. ---...... ---. --- .... 
~t 0,02 1 0,22 . Lupus P~noMfne auto·t~n 

~~~ '~~tLsorc ------------ ------------ ----------- -------------- -------------- ··--------- --------
K 0,07 1 20 0,05 Aucune ------------ ------------ ····------- -------------- -------------- . -······- ----·· --·-··-

o,o4 a o.1a 0,05 Aucune 
1'1)3~. G.~~~~~apathie ant1 VIII :C•neg Hfcanlsme humoral ou o.os a o.zo 0,04 

~ 
bénigne cellulaire 

1 lgG3 Lambda a nt iVIIIR:Ag 
• neg 
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TABLEAU XVIII (SUITE) 

PRI~IPAL.ES CARAC1tRISTlaJES DES DIFF~ROOS CAS DE 1-W.ADIE DE 

WtL.LEBRAND ACaJISE RAPPORTES DANS LA LITTERA1\JRE . 

__...,.. 

MEYER et al. Ganmapathie 

1974 ( 68~ 0,10 < 0,05 ( 0,05 bénigne 

a IgG Kappa 
.-/ 

' . 
LEONE et al. Anomalie Syndrome 1 

de de 1974 (684) 0,15 0,20 l'agrégation antiVIIl :C•neg 
1 la Fel ty 

_./ ris tocêtine 

jttUf 

HAN D Ilf .!!..!!· o,14 a o,25 0,10 1 0,20 0,13 a 0,15 lymphosarcome antiVI II :C•neg Présence d'un i nhi~ flee: 
de type lgG pouvdn• 1 ~éli-' 

1976 (685) antiVIIIR:Ag ter la synthèse ou 
• neg nation du F Vlil/vWf 

antiVIIlR:RCo 
__./ • pos 

• Inhibiteur (!gAl 
spêcili' 

WAUTIER et al. o,1o a o,20 o,o6 a o.1 antiVIIIR:RCo 
ou non, 

0,52 Leucê,~ie ()Ill' 
1976 (686) lymphofde • pos • Association d'une an 

chronique lie plaquettaire.~ 

biteu' 
Présence d'un inhi. 

STABLEFORTH 
< 0,10 

différent de l'antl 

!!..!.!.· 0,015 Agregation an ti VIl I :C•pos VIII :C 

1976 (687) 
1 la Diabète sucrê antiVIIIR:RCo. ris tocêti ne prêsent dans • nulle 1 'êluat des 

plaquettes. ~ 
dt 

Anomalies associêeSt 
ROSBOROUGH type plaquettaire e 

!L!l· 0,09 ( 0,03 < 0,03 Ganmapathie antiVIII :C•neg vasculaire 

1978 (688) bénigne antiVIIIR:RCo 
_.../i a IqG Kappa • neg 

.~j JOIST !!...!,h 
Fixation des rorr~ni' 

0,45 
po lymêr1sêes du , ttS:1 0,19 0,12 Lymphome antiVIII:C•neg vWf sur les lymphOt~boP 

1978 (689) 
pulmonaire antiVIIIR:Ag Augmentation du ca palf 

- • neg me des formes trH 1~wl· antiVIIIR:RCo mêrisées du F viiJ•un' 1 •·neg sous l'influence pa' 
substance secrêtêt 
lymphocytes, ma~ 

. b;tfll' 
Prêsence d'un ;nh' 

GAZENGEL et a 1 0,08 (0,05 < 0,025 Lupus antiVIII :C•neg de type lgG 1 

1 1978 ( 69tl antiVIIlR : Ag 
i • pos 

antiVIIIR:RCo __...,.../ • pos 
; 

us s' ZETTER VA LL Lymphome mal in antiVI II :C•neg Les IgG monoclona llf till'. 
et NILSSON 0,36 0,25 0,26 avec composan antiVIIIR : Ag fixent au F viil/~ 1 ,t-t monoclonal • augmententent so~ 
1978 (6 89.) . lgG Kappa • neg 

t1on. 
antiV&IlR:RCu 

__,/ • neg 

ClOUGH !L!l· 0,01 0,05 0,05 Syndro111e de antiVI II :C•neg 
1979 (690 1 1 Eh 1 e rs·Dan 1 os antiVIIIR : Ag 

• neg 

antiVI IIR: RCo 
• neg 
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TABLEAU XVIII <sunE> 

I'Rit.~:IPAl..ES CARAC'TtRISTiaJES DES DIFF~RENTS CAS DE tw.ADIE DE 

.wo,zo 

Wll.l..EBRAND ACOOISE RAPPORTES DANS L4 LITTERA1\JRE 

• 0,20 

Agregation a Lymphome malin antiYIII:C•pos 
la ristocé-
tine nulle. antiYIIIR : Ag 

Présence d'un inhibiteur 
et possibilité d'adsorption 
du F VIII/vWf sur les 

l979 (6 9 1) 

~~---4----~------r-----+-------~-----r-------------Ptzzuro et a 1 . Lupus et 

• pos lymphocytes malins. 

1979 ( ~ 0•06 
• 0 •47 Syndrome de antiVIII:C•pos 

~~---------~------~-------f--------t-=SJ~·~~gr~e~n----r---------r------------------

Phénomène auto-immun. 

IIE~ER et al 
--..:. 

1979 ( 69~ 
0,09 0,06 < 0,03 

Gammapathie 
bénigne a 
lgG Kappa 

antiYIII:C•neg Diminution de. la synthèse 
antiYIIIR : Ag des formes très polyméri

sées du F VIII/vWf. 
• neg Eliminatlon accrue ou ad· 

antiVIIIR:RCo sorption de ces formes sur 
• neg les cellules lymphofdes. 

l'--------~------~-------4-------4-----------r--------~-----------------J 
~ GRATH et al 
1979 (6~ 0,06 < 0,04 < 0,04 

Telangiectasie ant1VIII:C • 
faible 

gastro-intesti- antiVIIIR : Ag 
nale. • pos 

antiYI IIR:RCo 

Inhibiteur de type IgG ne 
précipitant pas le VIII R: 
Ag mais pouvant induire une 
augmentation de l'élimina
tion du F YIII/vWf. 

~ • faible 
1.~~-----~-----+--------+--------r--------r-------~--------------------~o IAAULT 
~EILt•IANN 0,17 0,09 ( 0, 1 G~:~~~!h~e antiVII::C•neg 
~al. IgG Lambda antiVll R: Ag 

Phénomêne auto-immun et 
augmentation de l'élimi· 
nation du F YIII/vWf. 1-~ • neg 979 

( 6 95) 

présent dans '1 V antiVIIIR:RCo• ft~ 
la fraction .L 

~~-----~------+-------+-------r-------~~I~gM ____ ;-----------------~~lE 
BRoov Adsorption du F Ylll/vWf 
1 !.L!.l.:. 0,05 0,10 • Hacroglubiné- antiVIII:C•neg sur les lymphocytes du 97

9 (69d mie de antiYIIIR : Ag sang et de la rate. 
Waldenstr~œ • neg 

antiVIIIR:RCo 
~-------~----~--~----~-----------+-----------r-----·~ne._g __ r----------------; 
Ro~ssr et al \ 
19 -----· 80 ( 697) 0,27 0,50 0,32 

Leucémie antiVIII:C•neg 
1 

Tricholeucocyt~ antiVIIIR : Ag 
• neg 

Adsorption de formes 
três polymérisées du 
F VIII/vWf sur les 
tricholeucocytes. 

antiYIIIR:RCo 

~-------+----------~---------~---------~----------~---·-n_eg~~----------------------l 

0,27 0,10 < 0,3 
Hagrobu li né

mie de 
Waldenstr!lm 

Inhibiteur de type IgG. 
Phénomène auto-immun. antiVI Il :C•neg 

antiVIIIR : Ag 
• neg 

"- antivpb~~Rco 
1.-----+--------+------;--------~----------r~~-r--------·------------~ tt 1 

19 -......!.!..:.. 
8() ( 698) 

Svndromelympho antiVIII:C•neg les IgG monoclonales se 
lifé tif fixent au F YIII/vWf et 

~~~babl;~ antiVIIIR : Ag induisent une éliminati~ 
Gammapathie • neg augment~e par le système 

{ 0,1 < 0,1 0,08 

6 IgG Kappa antiYIIIR:RCo réticulo·endothélial. 

~-------~----------~------------~---------~a~ve~c~~~r~o~t~é~in~u~rl~!r-----•--------i----------------------------~ 
~·SAUREZ Leucé111it antiYIII :C•neg 

• neg 

Les leucotytes tndui
sent une eugmentation 
de 1'tli•1nat1on du 
F YIII/YWf 1. 

lsal • (699) 0,20 0,18 0,12. ~~~~!:~ antiVIIIR : Ag 

"-- lnt1VI11R:RCo 
1 Sc~~--+----+------f----+----t-__;.•...:.:n;::.:a....eq--+--------1 

'tl et 1 198 -...!.:_. 
. 1 ( 
l 7oo) 

0,18 ( 0,06 ( 0,28 Tumeur 
de 

Wilson 

antiVIII :C•neg 

antiYIIIR : Ag 
• neg 

antiVIIIR:RCo 
• neg 

Excrétion diminuée du 
F VIII/vWf des cellules 
endothéliales. 
Catabolisme augmenté. 
Pas de phénomène immune
logique ni d'adsorption 
du F YIII/vWf au niveau cl! 
la tumeur. 
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• 

ETUDE BIOCHIMIQUE DU F VIII/vWF 

Dans cette der ni ère partie. nous avons rassemb 1 é d • abord 

des articles consacrés à la purification du F VIII/vWf. Le but de ce tra~ 

vail était double. Il avait un aspect appliqué car on nous avait confié 

la mise au point d•une technique de préparation de fraction antihémophili~ 
que A concentrée à usage thérapeutique. I 1 comportait êga 1 ement un aspect 

fondamental puisqu•en visant â obtenir une préparation pure de F VIII/vWf, 

il constituait 1 •étape préalable nécessaire à toute étude biochimique 

précise sur le complexe F VIII/vWf. Bien que nous ayons du tenir compte 

d 1 i_mpératifs différents (p.17) pour atteindre ces deux objectifs, leS 

expérimentations nous ont bien souvent été profitables dans les deux domai~ 
nes et c•est ainsi que, par exemple, nous utilisons, au laboratoire, comme 

première étape de purification du F VIII/vWf, la technique mise au point 

pour la préparation de concentré thérapeutique. 

Nous avons fait figurer ensuite certains résultats acquiS 

1 ors de 1• étude de 1 a préparation pure de F VI II/vWf. A ce stade. 1 es 

publications présentées sont essentiellement le reflet de la collaborati 011 

entre notre laboratoire du Centre Régional de Transfusion Sanguine de 

Lille {Professeur M. GOUDEMAND) et le laboratoire de Chimie Biologique IÙ' 

de l•Université des Sciences et Techniques de Lille I (Professeur J. MON~EV 
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l: CONTRIBUTION A L'ISOLEMENT ET A L'ETUDE DE LA MASSE MOLE
~IRE DU FACTEUR VIII HUMAIN 

Cet article rend compte des possibilités d'enrichissement 

du complexe F VIII/vWf, à partir de plasma humain, en suivant la technique 

que OWEN ·et WAGNER (701) ont mise au point à partir de plasma de chien. 

~ Prêcipitê obtenu aprês précipitation à froid de plasma concentré environ 
2 fois est ensuite purifié par tamisage moléculaire; c'est la fraction 

Obtenue au Vo qui est en richie en F VII I/vWf. Nous avons voulu, tout d'a

bord, vérifier, par des contrôles irrununologiques sensibles, sa pureté 

~ra l'époque, la plupart des études biochimiques sur le facteur VIII/vWf 

ne fa; sai ent état que de cri têres de pureté à nos yeux insuffisants : 

Par exemple, l'absence d'arc en immunoélectrophorèse simple. Puis nous 
1• 

avons soumise à une ultracentrifugation analytique, afin de contribuer 

~.ëc~aircir le problème de la masse moléculaire du F VIII/vWf qui était 

ObJet de nombreuses controverses (p.20 à 25). Enfin, nous avons étudié 

son comportement en mi 1 i eu de force ionique ê 1 evée afin de vérifier 1 a 

Possibilité de dissociation entre le HMW, dépourvu d'activité coagulante 

~is support du VIII R:Ag et de l'activité VIII R:RCo, et le LMW support 
e l'activité VIII:C (p.28). 

\ 
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CONTRIBUTION A L'ISOLEl\'lENT 
ET A L'ÉTUDE DE LA 1\IASSE 1\IOLÉCULAffiE 

DU FACfEUR VIII HilliAIN 

C. MAZURIER •, A. PARQUET-GERNEZ •, M. GouoEMAND 
1 

et J. MONTREUIL 2 

1. Centre Régional de Transfusion Sanguine, 21, rue Camille-Guérin, 
59000 Lille (France) 

2. Laboratoire de Chimie Biologique et Laboratoire Associé au C.N.R.S. n" 217 
(Biologie physico-cltimique et moléculaire des glucides libres et conjugués), 

Université des Sciences et Techniques de Lille 1, B. P. 36, 
59650 Villeneuve-d'Ascq (France) 

R~UMlt- La préparation l partir de plasma, les propriétés biologiques et les critères de 
pureté de fraclloas rk:hes en facteur VIII humain sont décrites. L'homogénéité de cette fraction 
qul contient ractivilé coagulante VIII, l' « antigène VIII » et le « cofacteur Willebrand », a 
permls d'entreprendre l'étude en ultra-centrifugation analytique S ~5; ~:'ml = ZO,S. Par ailleurs, 
une fracllon possédant une activité coagulante VIII supérieure à celle du plasma de 
départ et ne contenant Dl c antigène VIII », nl « cofacteur Wlllebrand » a pu être 
mise en évidence après tamisage moléculaire en lampon de force Ionique élevée. Sa masse 
moléculaire, estimée par chromato~:raphie de filtration sur gel de Sépharose, est voisine de 
ZSO 000 dalloas. 

Mots-eUs Medlint :Facteur VIII • Isolement et purification. - Facteur VIII • analyse. -
Poids moléculaire. - Humain. 

MAZURIER C. PAROUET·GERNEZ A., GOUOEMANO M., MONTREUIL J.. 1975. - Contribution l 
l"laolament et 1 1'6tude de la ma11e mol6culalre du Facteur VIII humain. Path. Biol., 23, auppl., 11-11. 

INTRODUCTION 

D ts 1937, date à laquelle l'hémophilie a été attri
buée par Patek et Taylor (18) à une anomalie 

d'un facteur plasmatique, de nombreuses équipes 
de chercheurs se sont attachées à préparer des frac
tions concentrées de ce facteur en vue d'applications 
thérapeutiques. Ces fractions servent, bien souvent, 
de matériel de départ pour des tentatives de purifi
cations ultérieures du facteur VIII [Hersgold et coll. 
(4), Marchesi et coll. (12), Green (2)]. Jusqu'à pré
sent, il reste difficile d'estimer la pureté des différentes 
préparations de facteur VIII qui ont été décrites, 
car les seuls critères appliqués par la plupart des 
auteurs sont la mise en évidence d'une activité coa
gulante facteur VTII, l'absence d'autres facteurs de 
coagulation et la pr&cnce d'un seul •re de pr~i-

Manuscrit re~u l la Rédaction le J•• octobre 197.5. 

· · · . él h è 'd' • "(llleJie-l p1tat10n en 1mmuno ectrop or se um 1mens1 vll 
L'analyse des publications concernant le facteur JeS 
humain révélant une grande dispersion dan.s Je$ 
résultats qui ne permettait pas de bien défit11r 0~s 
propriétés physico-chimiques de ce composé, ~ 
avons entrepris d'étudier les différents proC. q~i 
décrits dans la littérature en vue de retenir cehJ1,11 fs 
fournirait rapidement les composés les pluS 8 

9w 
et les plus homogènes en ultracentrifugation}~ell' 
tique et en immunoélectrophorèse uni- et b1 

6
1 ~ode 

sionnelle. Notre choix s'est fixé sur la m,6~r ~ d'Owen et Wagner (16) proposée pour pufl ~i 
facteùr Vlil canin. Nous rapponons, <laos ie P' ~ 
mémoire, les r&ultats préliminaires que nous ~o1r 
obtenus, concernant en particulier la JDASSC 0~ culai re c du co~plexe facteur VIII , (activit6 c ..&Jtlitt 
tante et activité antigénique) et de la sou~e 
c LMW , responsable de l'activité coagula11 • 
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C. MAZURIER, A. PARQUET-CERNEZ ET COLL PATHOLOGIE·BIOLOGIE 
DtCF.MIItE 1915 

MAT~RIEL ET M~THODES 
11 Préparation du facteur VIII. 
~~ltllleat d'uÎa prklpltf riche til lactear VIII (prfclplt6 
~ l a fW rbiiM aelon le procfd6 d'Owen tt Wacner (111) : 
~ntratton du plr.smt. par dialyse contre du polyftbylfne 
~~ 20 OOo (PEO • 20 000) tamponne 1 pH 7~5 et retroldlase• 
~du Plumr. concentre, 1 o•c pendant 30 mn. 

lit ~atorraphle de tamlsa,e moltculalre. Le prtclpltf P·VIII 
~ ua dans un yoJume de tampon reprtsentant 1/40 du 
~ ta~ 4u Plasmt. de dfpart. D e.st purUI6 par chromato;;rapble 
Ill ~ ~~~ce moltculalre et!ectut 1 + 4•C aur une colonne 
IAjl( '!10 Cm) de Sfpbaroae Il El 1 l'alde de tampon lmld:&ZOie 
~llo·. &Ct 0.14 M de pH 11,5 (debit : 20 ml/h : Yolume des 

na recuellllea : 3 ml). 

~~~~ détermlnallon de l'activité coagulante VIII a tt• 
~ e Plr la mfthode en un temps de Soulier (25), 

~~ ~ dosage du • cofacteur Wlllebrand • r. 6&6 rblld t. 
~l.l.t 'lllle technique dfrlvee dt lt. methode de Wel.u et al. 
~t1» lllode operatoire ut lt auhant : 
~~ ~~ltlon des plaquettes la des : 1 Yolumes de aanc temoin 
~ 1;1'1ltiJUa sur 1 volume de aolutlon anUcoacuJante d'aprù 
11o"'tt ~ate de aodlum : 4,48 p. 100, acide citrique : 2,75 p. 100, 
~~~ P 2 p. lOO). Le pluma rtcht tD plaquettes (PRP) est 
i~~' 10 lr une centrltu,atlon dt 2 mD t. 1 800 rpm. 4 ml de 
.. t ».11~ dfposù aur 0.5 ml d'une aolutloD d'albumine boYine 
"~!liu 00 ctana uD tampon Trta • BCl 0,05 lot de pH '1,4 et 
~~ 10~h 10 mm 1 3 ~00 rpm. Lei plr.quettee aln.sl eoncenU'ttJ 
~~llllaea 1 3 lavt.~u en t&mpon Tyrode ar.na C&Cl1 avec 

let! 'tlon aur 0.5 ml d'albumine • .._. tau
0 ~lt& 1 1\ par la rtstocftlne. Apr~a avoir "'rUI6 que lu pla• 

~ltt11'•fea ne a'acrtrent paa apontan6ment en prtaence de 
~ Ditq,11' <nombre de lavr.te.s lnauftlaanta ou vieillissement 
~llltea e;tes), on ettectue les acrfratlona dr.ns les con.:!Jtlona 
~ 0!1 ~.· l lOO IÙ de dltt~rentes cUiutloDI de pluma Umoln ·,tt Pl '<~IUtlon t. analyser. sont aJouth 300 1'1 de la auapen· 

•• ~Quettea lavees (200 000/mml), pula 100 IÙ d'une aolu· 
~~!till 1&oc6tlne (concentrr.tloD finale 1,2 m1/ml), 
lb~~·~~ taux de • cofacteur WUiebrand •· On trace un~ 
~~~ 4 atonnace .en reportant la • vflociU d'arre:ratton • en 
\tGtltte e la dilution du pluma tfmoln correcteur. Le taux 
~~ta Ur le determine en faisant 1& moyenne dea Yaleurs 
''Ottl11~our troll dilutions de la prfpsratlon l doser eD at 
l)l l la droite obtenue avec le plasma t•moln. 

~~ ::hnlques lmmunotogfques. · 
~'lill dt ~~ruma utlllsfs ont ft6 prfpar6s au laboratoire : 
~'il Pin antl·&erum humain total, drum de Lapin an tl• 
~ ~~~ 11 humain aelon la technique de Zimmermann et Rat· 
~ '~lt:iu!'- lmmunoflectrophorbea unlcUmenslonnellea ont 
S~otte es &elon la technique de Scheldener (21) et les 
~ !t~trophor6sea bldlmenatonnellea aulvant le procfl16 de 
~tr.tt IUr dea traction• prealablement aoumlsu 1 une 
~~ Gt 0

11. IUJ' des membranu (UK '·100 • Scblelcher et 
~-:- 11a':•ll.lère 1 obtenir une concentration de 10 mc de 
~~~ll!lii.U. . 
~~ (1) lllunocUttualon quantitative a U6 rtallde aelon 
~ tt l'lmmunocUttualon racUale almple aelon Jotr.nclnl 

L Do, 
~~ D •g• de protéines. 
" lotfl 
h (IQ) ,~ea ont. tt• dos~es par les techniques de Lowry 
, ~llt de Schattner (20). . 

~~~dt •tentrlfugatlon analytique. 
~lt :~ la constante de ddlmentatlon a •u ettectu~e t. 

~~~.lt O~centratton de !acteur VIII (1-' mr/ml de tampon 
.,., ' l4 • NaCI 0,14 M de pH 8.5) dans une Ultracen· 

!ut1 28etncol modfle E. 1 la vltllJI! .de retlme de 30,0® 
~e Sel a 5co~stant, 2 g~ sea1mentat1un a ete 

on veaberg l i• 

~Obte R~SULTATS . 

2) Propriétés biologiques de la fraction enrichie 
en facteur VIII. 
La figure 1 repr~sente Je diagramme d'~lution 

obtenu après purification du précipité riche en 
facteur VIII (P-VIII) sur colonne de Sépharose 6 B 
en tampon de force ionique physiologique. Au 
volume mort de la colonne (Vo) est recueillie une 
fraction qui -absorbe peu la lumière u!traviolette ·et 
dans laquelle on retrouve pratiquement toute J'acti
vité coagulante facteur VIII du précipité P-VIII. Le 
rendement total de ~tte méthode de préparation en 
activité coagulante atteint 50 % après la filtration 
sur agarose. La fraction Vo donne un arc de préci
pitation unique avec le sérum de Lapin anti-VIII 
et corrige la rétention sur billes de verre (13, 14) 
et l'agrégation par la ristocétine de plaquettes d:: 
sujets atteint'$ de m-aladie de Willebrand. 

Sur chacune des solutions collectées au Vo, nous 
avons déterminé (fig. 2), la densité optique à 280 nm, 
hl concentration en protéines, l'activité coagu!ante 
facteur VIII et le taux d' c antigène lié au facteur 
VIII :.. 

T2BOnm 
0 

50 

10 

Vo 

1 
U/ml 

10 

50 fractions 

Fig. 1. - Chrom•lographle aur S6pheroae 1 B du pr,clpll' P·VIII 
(150 mg de prolflnea), riche en facteur VIII (150 unllh co•gu. 
lanlea VIII). Colonne de 2,5 x 70 cm ; lampon lmtdazole 0,02 M • 
NeCI 0,14 M dt pH I,S ; lemp6ralure f + C•C 1 d'bll : 20 mllh ; 
•olume d.. fr•cllona recuellllea : ' ml. 
- 1-1 p. 100 de lranamlaelol\ (T) • 210 nm. 
- (e-e) •ciiYII6 coagul•nle VIII en unll,a/ml (U/ml). 

DO 
280nm 

c 
mt 

1100 

50 

FVUI+ 

J 
U/ml 

10 

~~Pa~llon du précipité riche en facteur VIII. 

~E r(Pde 200 g de plasma, nous obtenons un .. 

~ 
VIIII) ' d' d S 1 d Fig. Z: - Proprl•l•a de la fr•cllon flu•• eu Vo de 1• colonne (e Ùtl' • qua, re 1ssous ans m e S'-h•r••• 1 •· 

~, ... idazo!e, contient 30 mg par ml de pro- - ~ "t •1 ',..,.;,. '"'- 11101 •"'-

29 30 fractions 

« ~ 3Q • ~ - - ) : .-anltatkNI 011 ,.WIMe (e) ... ...,.._ . lQu111_ unat ... s par ml d'actlvit~ coagulante VUI - 1 : ectt.ll• -eulente tecteur vm t$ .........,.., 
O"UC li"- fa t UTTT - •-•) : lallll tl" • oMie6ne tocteur VIII• ). '"' au c eur -. ~ - +), .._ • • ..coeteur wu...,... c-e .... ,..," ...... ,. 
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VOLUME lJ 
SurrLtMENr 

MASSE MOU.CULAIRE DU FACTEUR 11111 

,... 
i s 

-
.. 

1 

' .... ~· ''·• 1 
•.•• 1 

:! 
1 

l 

i 
i .. 
1 t\ ' ... 
! 
; 

•. j , •. 
. • . 1 ! .. 

\·. ··j ~. / . . 

i :·:. ~~· l~, . . . ~-=~ . . ~,:·, ·. v : '\ ~ ~.:-~~~·> .. 
..... :.:···· ., 1 .•. ··! . . . ·.·.--:.··~·· •• 
. . . :· . ·. :' :· . 1 k: . . : . . . .. . : ·~, . . : .. .. . :~ :;-~ . ~ . . . . . . . . . . · ... 

• . j ··~---~ ··-·. - .... ~. . . ... . . ~.::·· . . J_ ... ?$·~ .\1 
~:~ · .. :~... . : ... J [·· ·...._;,; :·;::( .. · .. :.·~ . .~~:. ~-: .. ~~.-:- ... ~ ... {~.:~~ .. -=~~ ... ~ 
.~•'·:'. . . -· .. - ··•· . • .. • ·~ .. ___ -_:__ .. _ .. _. u._· _____ ... ~· .. - .. ~~rj.~·'fÎ~<'sj::;';;;;.·~·:·~!!t,~.'~~ 

VIII Fig. J. - Analyle en "•ctrophor••e bldlmen•lonnelle, contre un a nlla,rum humain total de deuJr pr,parallon• (A et B) de fecteur 
• la concentration de 10 mg/ml (le pic de pr,clpllallon du lacteur VIII e1t lndlq~ par une ll*cht). 

La fraction contenant l'activité coagulante spéci
fique la plus élevée est appelée F-VIII+. La moyenne 
des activités spécifiques des fractions F-VIII+ de 
10 préparations différentes est de 150 unités caagu
lantes par mg d: protéine, c:: qui correspond à un 
enrichissement de 10 000 fois. 

3) Contrôle lmmunologique de pureté. 

Les résultats fournis diffèrent profondément, d'une 
part, avec le procédé d'immune-électrophorèse utilisé 
et, d'autre part, avec les préparations analysées. En 
effet, l'immune-électrophorèse unidimensionnelle des 
fractions F-VIII+ à 10 mg de protéines par ml donne, 
avec un antisérum hum-ain total, un seul arc de 
précipitation qui se situe dans la région des az-globu
lines. Néanmoins, ce résultat n'est pas obtenu avec 
tous les antisérums humains. Au contraire, l'immuno
électrophorèse bidimensionnelle, selon ·Ùiurell, 
montre que les contaminants qui accompagnent le 
facteur VIII varient en qualité et en quantité d'une 
préparation à l'autre : les unes, en effet, en sont 
totalement exemptes (fig. 3 A), d'autres ne renfer
ment que de la sérum-albumine et du fibrinogène, 
d'autres encore sont très hétérogènes et contiennent 
jusqu'à une dizaine de constituants (fig. 3 B). Le1 
mêmes résultats sont obtenus par la méthode de 
Mancini qui précise· toutefois que les quantités de 
sub.;tanccs contamin-antes sont toujours inférieures 
à 10 % pour Je fibrinogène, à 5 % pour la ~rum
albuminc et pour les IgG et l 2 % pour les 1~, 
les IgM et tc plasminogènc. Ces risultats montrent 
donc que Ja composition des prtparations de facteur 
VIII est variable et doit !tre systématiquement sou
mise à l'analyse immunoélectrophorétique bidimen-

sionne/le. Certaines, en effet, sont pures mais d'autr:~ 
le sont à environ 90 %, le raux maximal de co"\1 
mination restant toutefois inférieur à 20 %. Il \ 
9onc possible à présent d'isoler le facteur VIII_, maJ1 il reste à perfectionner le procédé de man1ère 
obtenir systématiquement des préparations pure:; 
L'entréprise est difficile car l'écart entre la rna.s i· 
moléculaire du facteur VIII et celle des contatfl Je 
nants n'explique pas la présence de ceux-ci d-all~ 1J 
c pic d'exclusion ~ des colonnes de Sépharose leS 
et il faut donc admettre qu'ils sont adsorbés s%Il~ 
macromolécules qui constituent le facteur 
L'ultracentrifugation analytique confirme cette bypO' 
thèse. 

4) Ultracentrifugation analytique. t 
L'ultracentrifugation d'une préparation de f~ct:~. 

VIII homogène en immuno-électrophorèse bid1lll gll' 
sionnelle (fig. 3 A) et renferm"ant 30 unités c08

011
r 

Jantes facteur VIII par ml a été réalisée, P 1• 
l'instant, à une seule concentration. Elle mon!re 1115 
présence d'un pic unique bien symétrique, 111c

1
re 

dans un~ ligne de base qui ne révèle aucun a~éS 
pic qui serait le témoin de l'existence de cornP t"O~ 
présents dans les échantillons dans une propori:o~ 
supérieure à 3-5 %. La constante de sédimen~ d' 
est, pour une concentration de J ,5 mg/~ 6 5 
tampon imidazo'e 0,02 M·NaCl 0,14 M de P ' 
(s 1.5 mg:ml ) d" 20 5 20; lp • ... ' • 

5) Influence de l'augmentaUon de la tore' 
Ionique. ~ci· 
Le diagramme d'~lution obtenu lorsque te pr pt 

pité P-VIII isolé 1 partir de 200 g de plasrna 
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~is à un tamisage moléculaire sur colonne de 
~ arose 6 B stabilisée en tampon 1 M en NaCl 

sensiblement différent (fig. 4). 
~~fraction I, recueillie au Vo de la colonne, ne 
~ ède pratiqueme·nt pas d'activité coagulante, mais 
~~ &e l'agrégation par la ristocétine de plaquettes 
~ ~ ~t donne un arc de précipitation avec le sérum 
~e P1n anti-VIII humain. Son taux d' c antigène 
~ è~r VIII :. et de c cofacteur Willebrand , a donc 
l' e déterminé (tableau 1). 

~tiactivité coagul-ante VIII est retrouvée dans des 
~ 0~S éluées plus tardivement, souvent répartie 
~t P Usieurs tubes en fin de fraction II ou en 
~lttiv- de fraction III. Le tableau 1 montre que 
~~ lté coagulante de ces fractions n'est pas liée 
~~~~~sence d'antigène ou de cofacteur Willebrand 
~~ epar les techniques que nous avons utilisées. 
~ot~onnant notre colonne par passage de plusieurs 
~e es pures de masse moléculaire connue (fibri-

. ~Ue • lgG, transferrine, albumine) nous pouvons 
~~~j ~'après leur volume d'exclusion, la m-asse 
~Ils atre de ces fractions tardives à 225-250 000 

!)l DISCUSSION 

~ethnique de préparation. 

~e~hojx que nous avions fait de la méthode 
?tlE et Wagner en raison de sa simplicité s'est 
Obten·satisfaisant. En effet, ce procédé permet 'p Ir, avec un rendement convenable, des frac-

eu dénaturées et riches, à la fois, en activité 

~"' 
ji"~~~ 

1 

1 

1 

• w+ 

Il lii U/ml 

\ 
3 

2 

\\ 30 50 fractions 
~'th ~ 1 ·~ l,~matographle aur Slpharote 1 Il du prlelpltf P·VIIf, 
~~ 111 •ur VIII. Colonne de 2,5 )( 70 cm ; tampon Imide· 

~ K: •o'1'H•CI 1 M da pH 1,5 ; d'bit de :zo ml/h ; templrature 1 ,1, l1 11 "~• dea fraetlona reeuelllla• : 3 ml. 
, 1, '• • 00 de trenamlulon (T) 6 :ZIO am. 
~~~llo))•: aetlvlt• eoegulante VIII en unltlt/ml (U/ml). 

· tau · t•ux d' • antlgtna lecteur VIII •, en unlth/ml 1 Ag. 
l~ • de • cofeeteur Wlllebrand • (deux dlttrmlnatlona) : w. 
l~\1 

VIII, en c antigène facteur VIII :t et en c cofacteur 
Willebrand ,, 

Les fractions F-VIII+ qui possèdent la plus grande· 
activité coagulante spécifique (150 U/mg) sont enri
chies 10 000 fois en facteur VIII et leur degré de 
pureté, évalué par des méthodes immunologiques 
très sensibles, \-arie suivant les préparations, entre 
85 % et une pureté absolue. 

Les performances de cette technique à partir de 
plasma sont au moins égales à celles des méthodes 
de Johnson et coll. (6), de Hersgold et coll. (4), de 
Van Mourik et Mochtar (28), de Marchesi et coll. 
(12), de Legaz et coll. (9), de Shapiro et coll. (23) 
qui utilisent comme matériel de départ deS fractions 
déjà enrichies en facteur VIII (cryoprécipités, frac
tions AHG ou fractions IV Hyland). 

2) Dissociation entre antigène et activité VIII. 

Comme de nombreux auteurs (1, 15, 17, 19, 29, 
32), nous avons pu séparer, par tamisage moléculaire 
du précipité P-VIII en tampon de force ionique 
élevée, d'une part, une fraction appelée c HMW :. 
(High mo~ecuiar weight) ne possédant plus d'activité 
coagulante mais conten-ant l' c antigène VIII :. et 
le c cofacteur Willebrand :. et, d'autre part, une 
fraction de masse moléculaire bien inférieure 
c LMW :. (Low molecular weight) qui corrige la 
coagulation d'un plasma d'hémophile A majeur 
m-ais qui ne forme pas d'arc de précipitation avec 
les anticorps de Lapin anti- c comp!exe VIII :. 
humain.· 

3) Etude de la masse moléculaire du facteur 
VIII. 

a) Constante de •'dlmentatlon du • complexe facteur 
VIII •· 

La valeur de la constante de sédir.lentation 
s• d'une molécule permet, si on connaît son volume 
.spécifique partiel et sa constante de diffusion, de 
calculer sa mas~ moléculaire. Les déterminations 
directes de la constante de sédimentation du facteur 
VIII sont rares. Dès 1960, cependant, Shulman et 
coll. (24) ont trouvé une valeur très proche de la 
nôtre (21 S) pour un des 3 pics qu'ils obtenaient 
-après ultracentrifugation analytique de leur prépa
tion de cofacteur plaquettaire de Bœuf. Plus tard, 
S<:hmer et coll. (22) et Hersgold et coll. {4) ont tenté 
une détermination directe de ·la constante de sédi
mentation du facteur VIII bovin et humain mais 
ont échoué, leurs préparations se révélant hétéro-

1.- p 
roprlftla de 2 lreetlona collectlta aprb chromatographie du prlelplt' P·VIII, rteha en facteur VIII, sur colonne de 

••pharoae 1 8 ttablllale en tampon 1 M en NaCI (fig. 4). . 

Voluume Eatlmatlon de la ActlvfW Teux Taux de • cotae1ew d'excluaiOft lftUM mo!KulaiN coagulent• VIII • cl'amlftne VIII • Wlllebrand • l•n 1111) (an Ulml) (en Ulml) (en Ulml) 

10 > 1000000 0.05 4 1,1 

110 2SO 000 1,10 < 0,10 0 
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gènes en ultracentrifugation ou formant des oagrégats 
lors de la concentration préalable. Récemment, 
Legaz et coll. (9) et Hersgold ont publié des valeurs 
de constante de sédimentation du facteur VIII 
humain qui sont respectivement de 23,7 · et de 
26,1 S. Notre valeur est nettement différente 
(S 1:0 ~~~ml = 20,5)' mais il faut remarquer que cette 
valeur n'est pas corrigée car nous avons déterminé 
cette constante sur une préparation non concentrée, 
sitôt sa sortie de colonne, pour éviter, soit la forma
tion d'agrégats, soit une dissociation possible au 
cours du vieillissement ou de purifications ultérieures. 
En outre, notre résultat est en accord avec les 
résultats obtenus par quelques auteurs utilisant 
l'ultracentrifugation en gradient de saccharose (3, 
24, 27). 

b) Masse moléculaire du • LMW •· On appelle 
c LMW , la sous-unité qui, dans ~e c complexe 
facteur VIII , est le support de l'activité coagulante 
et que des auteurs (15, 19, 27, 31) ont caract~risée 
par chromatographie de tamisage moléculaire ou par 
ultracentrifugation en milieu de force ionique élevée. 

Plusieurs estimations de la masse moléculaire de 
cette molécule ont déjà ~té effectuées. Dès 1961 
Thélin et Wagner (27) ont observé que la constant~ 
de sédimentation de la fraction du plasma de Bœuf 
douée d'activité coagulante VIII variait avec la 
force ionique du nùiieu : elle est de 20,8 S en NaCl 
0,154 M, mais de 4,3 S seulement en NaCl 0,4 M. 
D'autres auteurs travaillant sur le facteur VIII 
hum~i.n, ont fait la même observation mais n'ont pas 
précisé la valeur de la constante de sédimentation 
du c LMW , mis en évidence. Pour Weiss et 
Kochwa (31), cette constante serait proche de celle 
du fibrin~ène. (7,9 S). Pour Rick et Hoyer (19), 
elle se Situerait entre le S du fibrinogène et celui 
de l'albumine et la masse moléculaire du c LMW ::. 

humain serait inférieure à 200 000. Seuls Weiss et 
coll. (32) ont, jusqu'à présent, publié les résultats 
de détermination de masse moléculaire des fractions 
c LMW , qu'ils mettent en évidence à partir de 
plasma humarn soumis à un tamisage moléculaire sur 
Bio-gel A, 1,5 M en tampon de force ionique éle'>'~· 
Ils constatent que les sous-unités actives qu .'15 
obtiennent possèdent des masses moléculaires varW 
bles (194 000 à 544 000 daltons). Toutefois, la 
masse moléculaire des plus petites sous-unités se 
situe entre 169 000 et 194 000 daltons, valeur biell 
supérieure à celles trouvées par Owen et Wagner 
(17) et par Cooper et coll. (1) pour le c LM~ ' 
du facteur Vlll de Chien. Comme ces dern•e~ 
auteurs, nous avons remarqué l'étalement du P1

' 
d'activité de faible masse moléculaire sur plusieurs 
tub:s collectés. Néanmoins, l'estimaticn d: la ma_sse 
moléculaire en fonction de leur volume d'exclU!~ 
moy:n sur Sépharose 6 B permet d'évaluer à 225 ~ 
250 000 daltons la masse moléculaire des fracuonS 
c LMW , possédant 100 % d'activité coagulante 
VIII. 

CONCLUSION 

L'application au plasma humain de la méthode 
proposée par Owen et Wagner pour préparer ~ 
facteur VIII canin permet d'obtenir, par un proC~ 
simple et rapide, des fractions très enrichieS ·~ 
facteur VIII qui représentent un excellent matél'lc· 
pour entreprendre t'étude physico-chimique et stfllrt~ 
turale du facteur VIII dont nous avons raPP0 

ici les résultats préliminaires. 

REMERCIEMENTS. - Nous remercions vivement M· ~ 
VERBERT et Mme M. CoNIEZ-LECOCQ. technicienne JyP' 
C.N.R.S., qui ont rblis~ les ultracentrifugations an~00,J 
ques. Ce travail a bénéfici~ d'une aide du Centre }'olatfoll' 
de la Recherche Scientifique (L.A. n• 217) et de la 
dation pour la Recherche Médicale Française. 
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SUMMAR.Y. - T1M uchon ~ ..,... proputJa of •lchiJ·p•rltW ladoc' VIII coa
reatntes lsolalcd from laumaa plasmL Til• fnctlon contalnlnc c factor VJJI-complex • 
(factor VIII procoa.:ulant adlvlly, factor VIII rrlalrd antlgrn and von Wlllrbrand lac· 
lor) ls homogrnrous by analyfkal ultu-crnlrlfugallon and Ils sedimentation codliclenl ls 

S 1.5 mg/ml_ lOS 
20;b - •• 
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By gel filtration ln high Ionie strength bufrer a Jow molecular welght fraction (LMW) wllb 
factor VIII proc:oagulant actlvity stronger lhaa plasma's one bas been lsolated. This LMW 
fractloo cootalos oeilher factor VIII relah:d anligen oor von Willebrand factor. Jts mole
cular welght determlaed by gel filtration ls appro:dmallvely 250,000. 

Mtdlint Key-words: Factor VIII • Isolation and purification.- Factor VIII • analysis.
Molecular weight. - Human. 
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- En ce qui concerne la technique de purification utilisée 

dans ce travail nous insisterons sur les points suivants : 

Tout d'abord, 1 e procédé de concentration adopté qui' 
contrairement à ce qui est annoncé dans le titre, permet ensuite d'isoler, 
par tamisage moléculaire, non pas le F VIII, mais le complexe F VIII/vWf, 

présente plusieurs avantages sur la cryoprécipitation généralement utilisée 

(p.l8) :sa facilité et sa rapidité d'exécution, son rendement et le 

fait qu'il permet d'obtenir parfois une préparation finale, après tamisage 
moléculaire, qui parait pure quand elle est analysée en immunoélectrophorë

se bidimensionnelle. 

Cependant , cette technique présente p 1 us i eurs i nconvé .. 

nients qui ont été la cause de la mise au point ultérieure d'autres procé
dés d'isolement que nous développerons ci-dessous (p.l63 et p.l84). Tout 

d'abord, elle n'est pas reproductible et nous avons souligné dans la publi

cation que certaines préparations étaient contaminées par diverses protéi

nes difficiles à éliminer car sans doute adsorbées sur le complexe F VIII/ 
vWf. Deuxièmement, elle est difficilement adaptable à une échelle plus 

importante ; l'étape de concentration du p 1 as ma par di a lyse contre dU 

PEG n'est pas envisageable lorsqu'on traite des quantités supérieures 

à quelques litres de plasma et des essais de concentration du plasma par 

d'autres procédés, notamment l'ultrafiltration, se sont soldés à l'époque 

par des échecs. 

- En ce qui concerne les résultats de l'ultracentrifugatiO~ 
analytique, ils ne sont quefragmentaires car la constante de sédimentation 

n'a été déterminée qu'à une seule concentration (1 ,5 mg/ml) ; néanmoins, 

1 a va 1 eur obtenue ( S = 20,5) se si tue entre ce 11 es de HERSGOLD ( 702) et 
· 1 a 

LE GAZ ( 703) et a 1. ( S = 16,3 et 23,7) qui ne précisent cependant pas 
concentration de la préparation analysée. De plus, l'obtention d'un pi' 
unique dans le système optique Schlieren permet d'exclure la présence 

. nt 
de contaminants, notamment de lipoprotéines qui, en flottant, donnera1e 

l'image d'un petit pic inversé. Cependant, bien que le pic soit bien symé' 

trique, on ne peut en déduire que la préparation soit iso-moléculaire· 

Après la publication de ces résultats préliminaires, nous avons pu complé' 
lé 

ter l'étude en ultracentrifugation analytique par un calcul de So extraP0 

â partir des résultats obtenus avec trois concentrations différentes de 
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r VIII/vWf • La valeur obtenue {Sa = 35 ) est alors à comparer avec 
telles de BOUMA {704) et BOLHUIS (705) et al. qui sont respectivement 

~ 27 et 29 S. Maintenant qu•on cannait la polydispersité et la variabilité 
~formes du F VIII/vWf {p.22 à 24), il semble que les calculs de MM déri
~ës de sa constante de sédimentation Sa (p.21) sont discutables car ils 

sont fondés sur des hypothèses, concernant sa forme et ses propriétés 
~Ydrodynami ques, qui n • ont pas été vérifiées. 

- Enfin, nous avons confirmé la dissociation du F VIII/vWf 
en deux entités moléculaires, l•une support de 1•activité VIII:C, 1•autre 

suPPort de l'activité VIII R:RCo, de masse moléculaire bien distinctes, 

Par tamisage moléculaire en milieu de force ionique élevée. Les résultats 

de Cette expérimentation sont en accord avec les travaux de nombreux au
~Urs (p.28) qui permettent de conclure que, au sein du complexe F VIII/vWf 

les molécules de F VIII et de F vWf sont associées par des liaisons de 

~~non convalent dont la nature n•est cependant pas encore précisée. 

\ 
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II ... ETUDE D'UN CONCENTRE THERAPEUTIQUE DE FACTEUR VI 1 1/v)ft 

PREPARE EN CIRCUIT CLOS 

Cet article présente, en quelque sorte, le bilan de la 

fraction thérapeutique concentrée en F VIII:C, préparée au C.R.T.S. de 

Lille depuis 1979, en rapportant ses caractéristiques obtenues "in vitro 
Il 

et "in vivo", après injection à des ma_lades hémophiles A ou vWD. Notre 
travail avait consisté auparavant à mettre au. point cette technique, â 

une époque où les centres de transfusion français ne préparaient pour 

ce type de malades que des cryoprécipités congelés ou lyophilisés contenant 

environ 5 U/ml de F VIII:C. L'objectif était d'obtenir un concentré d'envi~ 
ron 25 U/ml puisque c'était là le taux généralement annoncé par les firmes 
commerciales étrangères q~i proposaient donc des produits plus adaptéS 

au traitement à domicile des hémophiles et au traitement des hémophiles 

avec inhibiteur anti-VIII:C. Comme le cryoprécipité , notre matériel 

de départ, était préparé à l'époque en circuit clos, nous avons essaYé 

de ne pas perdre cet avantage 1 ors des étapes ul té ri eu res afin d'éviter 

1 a filtration stéri 1 i sante fi na 1 e qui nous occasionnait des pertes de 

rendement causées par des problèmes de colmatage. Le deuxième aspect 
de ce travail, qui est le plus développé dans cet article, a consisté 

à comparer notre production à celle des firmes commerciales. 

( 
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Étude 
d'un concentré thérapeutique 

de facteur VIII/vW f· 
préparé en circuit clos 

parC. MAZURIER, J. MAILLARD, A. PARQUET·CERNEZ 
et M. COUDEMAND 

Laboratoire d'Hémostase, 
Centre de Transfusion Sanguine de LILLE. 

LES concentrés de Facteur antihémophilique A (F VIII) de haute 
pureté définis par une activité coagulante (F VIII:C) supérieure 

à 25 U/ml et une acti'(ité spécifique supérieure à 1 U de F VIII:C/mg 
de protéine répondent à un besoin thérapeutique chaque fois qu'il 
est nécessaire de recourir à des doses très élevées de F VIII ; l'indi· 
cation majeure étant la présence d'un anticoagulant anti·VIII. 

De nombreuses techniques sont préconisées pour préparer de tels 
concentrés à partir de cryoprécipités, elles dérivent pour la plupart 
de la méthode de NEWMAN [ 1] qui fait appel à des précipitations en 
Présence de polyéthylène glycol. Les opérations se font en circuit 
ouvert sur des volumes importants de cryopn!cipité de départ ; elles 
liOnt complexes, nécessitent des riltrations successives dont une 
filtration stérilisante finale. Le rendement en acti\'ité coagulante est 
faibic (5 à J.C\ p. 100) ct les concentrés obtenus ne permettent pas 
le: traitement des malades présentant un déricit en facteur Willebrand 
car en cours de préparation, il y a une perte partielk des propriétés 
Physiologiques du complexe F VIII/facteur Willebrand (\'Wr). 

ManUJCril n.'Ç\1 Il: JO.l~-1911. 

• 
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Nous avons mis au point pour notre part un procédé plus simple, 
pouvant être réalisé entièrement en circuit clos, d'un rendement 
satisfaisant et préservant au maximum les deux activités physiolo
giqu~s du complexe F VIII/vWf afin d'obtenir une fraction théra
peutique efficace à la fois chez les hémophiles A et chez les person
nes atteintes de maladie de Willebrand. 

Nous voulons présenter et discuter ici les résultats des divers 
contrôles effectués pour vérifier l'efficacité \hérapeutique des con
centrés obtenus. 

MA TERI EL ET METHODES 

A. - Préparation des_ concentrés de F VIII/vWf 

1. Préparation du cryoprécipité de départ par rassemblement, 
en flacon de 20 1, des cryoprécipités unitaires (jusqu'à 1 000 cryo
précipités d'environ 16 ml) remis chacun en solution avec 10 ml de 
solution citrate-NaCl. 

2. Préparation du concentré en deux étapes dont les différentes 
opérations d'extraction et de décantation sous pression sont réalisées 
également en local stérile. Les centrifugations, agitations et la congé
lation sont effectuées en flacon de verre de 500 ml. 

1,. étape: élimination d'une partie du fibrinogène par addition 
de glycocolle 1.6 M à des aliquotes de 200 ml du cryoprécipité. Agita· 
tion. Addition de 1.5 vol. de NaCl 0.15 M. Agitation. Centrifugation 
de 15 min. à 900 g et à 10°C. Extraction et rassemblement des surna
geants avec filtration intermédiaire. Répartition du surnageant sous 
des volumes de 350 ml. Congélation à - 35°C, 

2- étape: nouvelle cryoprécipitation par décongélation lente à 
4°C. Centrifugation de 60 min. à 900 g et à OOC, lavage des précipités 
et remise en solution avec un volume de solution tris-citrate calculé 
en fonction du nombre de poches de plasma de départ (V en ml = 
nombre de poches -15 Ofo). Après dissolution à 37°C, rassemblement 
des concentrés, filtration sur soie puis répartition sous un volume 
de 20 ml en flacon de 50 ml. Congélation rotative. Lyophilisation. 

B. - Contrôle • ln vitro • des concentrés de Facteur VIII 

J. Solubilité. 

La reconstitution se fait après avoir amené préalablement le pro
duit lyophilisé f't l'eau de reconstitution ·à température ambiante. 
Le flacon est ensuite mis sy~tématiquement au bain-marie à 37oC 
pendant une durée maximale de 10 mn en conformité avec 1'~.rticle 42 
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du J.O. du 29 janvier 1976. L'absence de matériel insoluble est vérifiée 
par mirage puis par passage sur filtre de type Monoject (16 X 3/4i) 
analogue à celui délivré pour l'injection. 

2. Taux de Facteur VIII coagulant (F VIII:C). 

L'activité F VIII:C en cours et en fin de production est déterminée 
par la méthode en 1 temps de SoULIER et LARRIEU [2) dont la métho
dologie a été standardisée à la Sl•ite d'une séance de travail entre 
représentants de différents Centres de Transfusion français (Paris, 
1977). Après lyophilisation, le F VIII:C des concentrés est contrôlé 
également par la technique en 2 temps de Biccs et al. [3), après 
adsorption préalable par l'alumine du P.lasma témoin et du concentré 
dilué au 1:5 dans du plasma d'hémophile A majeur. L'activité F VIII:C 
est calculée par rapport au plasma témoin, pool de 30 à 50 plasmas 
citratés de donneurs, dont le taux de F VIII:C est déterminé par 
rapport au deuxième standard de la WHO (73/552 = 1.1 U/ml). La 
stabilité du F VIII:C de ce pool, conservé moins d'un mois à- 80°C, 
est vérifiée chaque semaine par un dosage vis-à-vis du deuxième· 
plasma standard français (ét<1lon 81 facteur VIII plasma = 1.1 U/ml). 

Deux lots de concentrés ont été également dosés par sept labo
ratoires différents selon une technique en 1 temps dont tous les 
réactifs (phospholipides, . kaolin, plasma d'hémophile, chlorure de 
calcium, tampon de dissolution et concentré de référence à 20.6 U/ml) 
ont été standardisés lors d'un travail collaboratif entre 5 Centres de 
Ttansfusion européens (Amsterdam 1979, Springe 1980). 

3. Taux d'antigène lié au Facteur VIII (F VIII R:Ag). 
\ . 

Les dosages ont été effectués par la technique ELISA déèrite 
précédemment [4] en utilisant comme standard le pool de plasmas 
témoins décrit ci-dessus dont le taux de F VIII R:Ag a été déterminé 
par rapport au l" standard britannique (66/355 = 1.05 U/ml). 

4. Taux de cofacteur de la Ristocétine (F VJ/1 R:RCo). 

NÔus avons utilisé en pratique courante la méthode semi-quanti· 
tative de SULTAN et Rossi [5] et plus exce.ptionnellement la technique 
par agrégom~trie avec des plaquettes fraîches lavées selon un proto
cole dérivé de celui de NICHOLLS et HAMPTON [6]. Les résultats exprimés 
en U/ml sont calculés par rapport aux agglutinations obtenues avec 
diverses dilutions du pool de plasmas témoins utilisé également pour 
doser le F VIII:C et F VIII R:Ag dont le taux du F VIII R:RCo 
est fixé arbitrairement à 1 U/ml. 
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S. Electrophorèse bidimensionnelle. 

L'étude a été faite sur des échantillons de 10 Ill de concentrés de 
F VIII migrant pendant 6 h sous 4 V /cm dans la 1"' dimension et 
pendant 15 h sous 2 V /cm dans la 2' dimension où la gélose à 1 p. 100 
est additionnée de 0,4 p. 100 (v/v) d'antisérum anti-F VIII R:Ag 
monospécifique préparé comme décrit précédemment [7]. 

6. Autres techniques. 

Les taux de fibrinogène ont été déterminés par mesure du temps 
de coagulation en présence de thrombine [8], par pesée, ou encore 
par immune-diffusion radiale. Les taux de protéines sont déterminés 
par la technique au Biuret sur auto-analyseur Abba 100 .. 

Les taux d'anticoagulant anti-F Vlii:C ont été déterminés sur 
plasmas citratés par la technique de KASPER et al. [8] et exprimés 
en unités Bethesda (UB). · 

Le titrage des anticorps anti·A et anti-B naturels se fait en milieu 
salin après incubation d'1 h à 22°C. Pour le titrage des anticorps 
immuns, après neutralisation préalable des anticorps naturels par 
contact (vol/vol) pendant 1 h à 4°C avec de la substanc~ de Witebski, 
le titrage se fait par réaction de Coombs indirecte. 

C. - Contrôles • ln vivo • des concentrés de Facteur VIII 

1. Chet les l1émophiles. 

Quinze hémophiles A majeurs, ne possédant pas d'inhibiteur du 
F VIII:C ont reçu des concentrés de Facteur VIII, préparés en 
1980 ou 1981, à des doses variant entre 20 et 35 U/kg. 

Un échantillon de sang est prélevé 1 h après l'injection, sur citrate 
trisodique 0.13 M à raison de 9 vol. de sang pour 1 vol. d·'anticoagu· 
lant. Le taux de F VIII:C est déterminé .dans les 2 heures suivant 
le prélèvement sur le plasma obtenu après centrifugation de 30 min. 
à 3 000 g et à 4"C, p:1r la technique en 1 temps en utilisant comme 
référence le pool de plasmas témoins décrit ci-dessus. Le taux de 
F VIII:C, en U/ml, du concentré injecté est estimé en divisant la 
quantité d'unités de F VIII:C recouvrée • in vivo • par le volume dl! 
concentré injecté, la masse plasmatique en ml des malades étant 
évaluée à 50 fois leur poids en kg puisque dans la formule utilisée [ 10] 
pour calculer le nombre d'unités de F VIII:C {d) à injecter à un 
hémophile: d = kwi, la constante k est égale à 50, w étant le poids 
en kg du malade et i l'augmentation dl!sirée de son taux de F VIII:C 
en U/ml. Le pourcentage de récupération est le rapport du taux de 
F VIII:C estimé ainsi sur la be1se de l'épreuve • in vivo • sur celui 
détermin~ • ln vitro •· 
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La demi-vie du facteur VIII:C de nos concentrés a pu être déter
minée à 5 occasions lorsque des prélèvements de sang ont pu être 
effectués plus de 8 h après l'injection. Les plasmas citratés corres
pondant à des intervalles de temps de 1, 4, 8, 12, 24 et 48 h après 
injection sont alors congelés dans les 2 heures suivant le prélèvement 
et les taux de F VIII:C déterminés dans la même série de dosage. 
La demi-vie du facteur VIII:C est calculée graphiquement à partir 
de la droite obtenue lorsque l'on reporte le logarithme de l'activité 
F VIII:C en fonction du temps écoulé depuis l'injection. 

2. Chez. les patients atteints de maladie de Willebrand (vWD). 

Chez 3 de ces malades pour qui le diagnostic de vWD a été porté 
sur la base des résultats rassemblés dans le tableau 1 nous avons eu 
la possibilité de faire des contrôles de temps de saignement et parfois, 
de taux de F VIII:C, F VIII R:Ag et F VIII R:RCo après injection 
de nos concentrés. 

TABLEAU I 

Principales caractéristiques biologiques des patients 
atleints de maladie de Willebrand explorés 
avant injection des conC'entris CRTS-Lille. 

Temps 

PATl~'TS 
de saignement F VIII:C F VIII R:Ag F VIII R:RCo 

min. U/ml U/ml U/ml 
(Duke) (lvy) 

B.F •..•••••••••• > 10 >30 0.02 0.01 < 0.05 
IC.D. •.•..•..... 4 \ >~ 0.08 0.21 0.13 
ll.L. •••••••••••• a - 0.08 0.03 0.05 
Valeurs 

normales .... < 4 < 10 > 0.5 > 0.5 > 0.5 

D. - Matériel 

Des lots produits en 1980 et 22 lots produits en 1981 au CRTS 
de Lille ont été étudiés ainsi que 9 lots de concentrés de Facteur 
VIII provenant de 8 firmes commerciales différentes (Armour, Cutter, 
Hubber, Hyland, Immuno, Mérieux, Sanquisan, «-Therapeutic Corpo-
ration). · 

RESULTATS 

A. - Préparation des concentrés 

Le tableau II reproduit un txemplc typique des résultats obtenus 
au cours des différentes étapes de préparation, en les ramenant à 10 
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poches de 400 ml de sang au départ. On sait qu'une partie de l'activité 
F VIII:C est inévitablement perdue lors de la première cryopréci
pitation. L'étape de précipitation au glycocolle semble occasionner 
une perte supplémentaire du F VIII:C mais la présence de glycocolle 
dans le milieu interfère dans le dosage du F VIII:C et, en fait, peu 
de F VIII:C est retrouvé dans le précipité. La cryoprécipitation du 
F VIII:C dans la deuxième étape est très satisfaisante mais le lavage 

TABWU II 

Ex~mple de valeurs obtenues lors de la priparation de concentris de facteur VIII 
(ramenies A un volume de 2 litres de plasma de dipart). 

Volume en ml F VIII:C 1 Fibrinogène 
U/ml 1/l 

Plasma .................. 2000 o.a 3 
Cryopr~pité ............ 160 6.7 6 
Surnageant 1" étape .... 400 > 1.6. 0.6 
Précipité 2" étape •••••••• 10 43 10 
Concentré après lyophill-

sation ·················· 10 35.5 10 

• Ce taux est sous~valué étant donnée l'interférence du alycocolle dans le dosage. 

du précipité nécessaire pour éliminer une grande partie du glycocolle 
diminue le rendement. Un calcul effectué sur la base d'un taux de 
F VIII:C de 0,8 U/ml de plasma de départ et du taux amioncé pour 
le produit délivré montre que le rendement de 22 préparations succes
sives effectuées à partir de 472 à 1 398 poches (760 en moyenne) 
varie entre 13.3 et 22.2 p. lOO (16.5 p. lOO en moyenne). 

B. - Etude • ln vitro • des concentrés 

1. Concentrés C.R.T.S. Lille. 

Dans les conditions précisées ci-dessus, la dissolution à 37°C est 
satisfaisante au bout d'un laps de temps compris entre 1 et 10 minu
tes. Cependant, si ces conditions de température ne sont pas respec
tées, certains lots présentent des difficultés de remise en solution. 

L'activité coagulante F VIII:C des concentrés dosée par les tech
niques en 1 et 2 temps ainsi que celle annoncée sur l'étiquette (celle· 
ci étant fondée généralement, comme nous le verrons plus loin, sur 
la récupération • in vivo •) est reportée dans le tableau III. Par la 
technique en 1 temps, les résultats sont plus variables et générale
ment plus élevés que par la technique en 2 temps: 14/22 lots ont une 
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TAIII..I!AU Ill 
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~ 

Etude • in vitro • de lr"lots de concentrb de Facteur VIII (CRTS-Ulle). ~ 
~ 
~ 
IC) 

F VIII:C (U/ml) 
Activite! 

Fibrinog~ne (g/1) Titre d'anticorps 
Pro-

s~ifique 
U F VIII:C/mg 

Eti-
té ines (U F VIII:C/mg fibrinog~ne naturels immuns 

queue 1 tps 2 tps (g/1) protéines) coag. pesée IDR coagulable 
An tl-A anti-B An tl-A anti-B 

-- - -- ---- --------
Valeurs . 2S 23 2l 13.7 1.00 6 6 s 1.79 2 0 0 0 

1 

l l l l l l l l A l ~ l l 

c::: 
t'l 
tJ 
t'l 

~ __. 

~ ........ 
0 c::: 

~ 

~ .. .. 
extr~mes 40 51 52 39.7 1.12 .20 22 Il 4.1 a 16 a 16 ...... 

< 
~ 

Moyennes •. 29.75 3S.S 30.66 24 1.29 9.84 12.5 11.9 3.02 4 4 2 4 
...-~ 
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activité en 2 temps inférieure de plus de 10 pour 100 de la valeur 
trouvée en 1 temps. 

Les principales autres caractéristiques de 22 préparations de 1981 
sont résumées dans le tableau JI/. Les taux des protéines variant 
entre 13.7 et 39.7 g/1 correspondent à une activité spécifique 
moyenne de 1.29 U F VIII:C/mg de protéines avec des valeurs 
comprises, selon les lots, entre 1.00 et 1.82. Les taux de fibrinogène 
coagulable sont compris entre 6 et 20 g/1 (moyenne 9.8) alors 
que les taux obtenus par la technique par pesée et par IDR sont un 
peu supérieurs (moyenne 12.5 et 11.9 g/1). Les rapports F V_III:C/ 
fibrinogène calculés sur la base du fibrinogène coagulable varient 
de 1.79 à 4.8 U F VIII:C/mg de fibrinogène avec une moyenne de 
3.02. 

Les taux de F VIII R:Ag sont compris entre 70 et 170 U/ml 
(moyenne 105) et correspondent à des rapports F VIII:C/F VIII R:Ag 
compris entre 0.176 et 0.490 (mcyenne 0.303). La présence de formes 

+ ,+ A J\8 ~\ 

1· \ , 
d d , - + - + 

FIC. J. - Etude en électrophorèse bidimensionnelle d'un concentré de 
facteur VIII CRTS-Lille (A) et d'un concentre! de facteur VIII 
commercial (B ). 

très polymérisées de facteur VIII, support de l'activité Willebrand 
a été recherchée par électrophorèse bidimensionnelle. La figure lA 
illustre le fait que nos concentn!s ont une mobilité électrophorétique 
faible, la distance entre le dépôt et le haut de pic (d) est en moyenne 
de 20 mm (19 à 25 mm) et donne un Rf par rapport à l'albumine 
\'Oisin de 0.25. Pour 10 de nos lots on a calculé le pourcentage de la 
fraction du pic délimitée par les formes moléculaires de mobilité 
faible (inf. à 20 mm) par rapport h la surface totale du pic, il varie 
entre 34 et 60 p. 100 avec une \·ateur moyenne de 45 p. 100. 

Le taux de F VIII R:RCo déterminé par une technique scmi
quantitative sur les 22 lots donn~ des valeurs entre 12.5 et 100 U/ml 
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(moyenne = 65). La technique agrégométrique avec ·des- plaquettes 
fraiches donne des résultats plus précis, les valeurs obtenues sur 7 
de ces lots varient entre 35 et 74.3 U/ml (moyenne = 57.2) . 

. Les titres d'anticorps anti-A et anti-B sont en général faibles. Si on 
exclut des 22 lots étudiés 4 lots préparés exclusivement à partir de 
plasma de donneurs de groupe A, les titres d'anti·A varient entre 2 
ei 8, les titres d'anti-B de 0 à 16 (Tabl. Ill). 

Afin de contrôler nos résultats, nous avons soumis un lot de notre 
production à 6 laboratoires de différents Centres de Transfusion 
européens. La moyenne des temps de dissolution, qui sont variables 
étant donné que chaque laboratoire travaille dans des conditions 
de température différentes, est de 10 mn. Les caractéristiques déter
minées par les contrôles sont reportées dans le tableau Il'. La 
moyenne des valeurs de F VUI:C trouvées à Lille (29.J U/ml) est très 
proche de la moyenne (26. U/ml) de l'ensemble des résultats obtenus 
par les diverses techniques. Les activités spécifiques trouvées donnent 
une moyenne de 2.14 U F VIII:C/mg de protéines et de 3.94 U F 

TABLEAU IV 

Etude comparative par 7 laboratoires de contr61e différents 
d'un lot de concentré de Facteur VIII (CRTS-Lille). 

Valeurs Valeur extrêmes des 6 trouvée Valeur 
autres l Lille moyenne(*) 

laboratoires 
\ 

Méthode 25.1 
standardi~ l 32 28 (7) 

l temps 29J -
F VIII:C 

Méthode 27.1 
habituelle l 30 28.7 (4) 

(U/ml) en 1 temps 30 

Méthode 
22.9 
l 2SJ 24 (3) en 2 temps 2SJ 

Protéines (&/1) 9.6 l 16 14 13.4 (4) 
Fibrinog~ne (&/1)' 5 l 7.5 7 6.7 (6) 

Ulm& protéines 1.73 l 2.80 2.08 2.14 (4) 
Activité spécifi- U/mg fibrino-
Que du F VIII:C gène: coagulable 2.12 l 5.42 4.16 3.94 (6) 

(•~ Le nombre C:e risul:ats pris en cc:nptc pour c:liC'.Jier la moyer.ne c:t not.! , 
entre parcn~ 
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VIII:C/mg de fibrinogène, ce qui est également voisin des valeurs 
calculées à partir de nos résultats. 

2. Concentrés de firmes commerciales. 

Les résultats que nous avons obtenus sur 9 lots provenant de 8 
firmes commerciales différentes sont rassemblés dans le tableau V. 

L'activité F VIII:C annoncée par le fabricant varie entre 25 et 
43.6 U/ml, nos résultats sont proches de ces valeurs pour la plupart 
des lots (écart inférieur à 10 p. 100) sauf pour les lots F, G, et H 
pour lesquels ils sont plus élevés. Les résultats obtenus par la techni· 
que en 2 temps sont inférieurs à ceux obtenus par la technique en 
1 temps pour 4/6 lots analysés par les deux techniques. Enfin, les 
activités spécifiques,· calculées sur la base du taux de F VIII:C 
déterminé par les 2 techniques sont en moyenne de 1.12 et de 1.02 
U F VIII:C/mg de protéines avec des valeurs extrêmes de 0.57 et 
2.61. Les rapports F VIII:C/mg de fibrinogène coagulable varient 
eux, entre 1.46 et 6.79. 

Les taux de F VIII R:Ag donnent des rapports F VIII:C/F 
VIII R:Ag compris entre 0.20 et 0.42 (moyenne = 0.32). Les taux 
de F VIII R:RCo, obtenus par la technique semi.quantitative sur 6 
échantillons différents, sont compris entre 6.25 et 75 U/ml (moyen
ne = 32.3). L'électrophorèse bidimensionnelle a été effectuée sur 7 
des échantillons. La figure 1 B montre l'allure des pics généralement 
obtenus. Les pourcentages de la fraction des pics délimitée par les 
molécules de mobilité inférieure à 20 mm ont été calculés, ils varient 
de 2 à 22.5 p. 100 avec une moyenne de 10 p. 100. . 

Les taux d'anticorps naturels anti-A et anti-B ont été déterminés 
sur 7 échantillons. En dehors du lot E préparé à partir de plasma de 
groupe A~ le titre des anti-A varie entre 16 et 64. Les anti-B ont un 
titre variant entre 8 et 16 (Tabl. V). 

C. - Contrôles • ln vivo • des concentrés CRTS Lille 

1. Etude chez les _hémophiles A. 

Le taux du F VIII:C de 25 lots de concentrés produits de 1980-81, 
calculé sur la base de l'activité F VIII:C retrouvée chez les hémophiles 
1 h après injection, se situe entre 18.6 et 33.1 U/ml (moyenne 26.13 
U/ml). Le taux de récupération • in vivo • calculé sur la base des 
dosages • in vitro • en 1 temps varie entre 29 et 102 % (moyenne 
86.2 %). Il apparaît ainsi que certains concentrés sont surévalués 
par la technique en 1 temps alors que la technique en 2 temps donne 
~es résultats assurant une récupération • in vivo • supérieure à 60 % 
dans 92 p. 100 des cas. 
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TABU!AU V ;;J 
Etude • in vitro • de 9 lots de concentr~s de Facteur VIII provenant de 1 firmes commerclalu difl~rentu. 

t'J 

~ 
1"'1 

_./' Act. sp&i- Fibrinog~ne Titres 
F Vlli:C (U/ml) d'anticorps 

Solubilite! fi que (g/1) U F VIII:C/ naturels 
Lots ~ 37•C Protl!ines mg fibrino-

(g/1) 
(U F VIII:C/ 

g~ne coagul. 

fabricant 1 tps 2 tps mg protéines) coag. pesc!e I.D.R. anti-A anti-B 
Lille Lille 

(min) 1 tps 2 tps 1 tps 2 tps -- -- -

~ 
;).. 

~ 
c:: 
:j 
'0 
c:: 
t'J 
b 
t'J 

A < 5 32.7 34 - 43 0.79 - 15.2. 22 34 2.24 - 64 16 ~ 
B < JO 36.3 34 24.25 ll 2.61 1.86 9.5 9.3 12.8 3.58 2.55 - -
c < 10 JO· . 31 21 24 1.29 0.88 10 8 11.1 3.1 2.1 - -
D < 5 28.25 - 29.5 23 - 1.28 6 10.5 16 - 4.92 16 16 
E < 10 • 25 28.5 . 30 35 0.81 0.86 8 11.9 20.4 3.56 3.75 0 8 
F < 5 25.7 36 - 33 1.09 - 5.3 9.6 J2 6.79 - 16 8 
G • incomplète 43.6 67.5 61 65 . 1.04 0.94 20.5 26 39 3.29 2.97 64 16 
H < 10 50 70 52.5 85 0.82 0.62 36 37 40 1.94 1.46 32 16 

I < 10 25 27 32 47 0.57 0.68 16.5 23 20.9 1.64 1.94 16 8 

t'\ 
........ ~ ~ c:: 

~ 

-.:: ---~ 
~ 

----
\foyenne ........... 32.95 41 35.75 . 41 1.12 1.02 14.1 17.5 23 3.27 2.81 30 ll 

' 
~ ....... 

:. 
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La figure 2 représente les valeurs de F VIII:C obtenues à des 
intervalles de temps variant entre 1 h et 48 h après l'injection d'un 
de nos lots de concentrés à un hémophile A majeur. La demi-vie a 
pu !tre ainsi calculée pour S lots différents de concentrés. La demi
vie moyenne est de 11.8 h, les résultats se situant entre 8 h et 15 h, 
mais il est à noter que cette étude n'a pu être effectuée qu'au cours 
d'épisodes hémorragiques nécessitant l'hospitalisation des malades. 

l5a = u 
5 
> 

J 
1'i 
:. 

.. ··----------------, 
1 
1 

5 .. ------------------·--·-··-----....... 
V2wle•13h 

• 
'1 zc 

Tempe •pr .. l' lnjec!ICNI (Il) 

FIC. 2. - Courbe de survie du F VIII:C chez un hémophile A mnjeur 
ayant reçu un concentré CRTS-Lille l la dose de 30 U F VIII:C/kr. 

2. Etude chez les patients atteints de maladie de Willebrand. 
Le taux de cofacteur Willebrand de ·2 lots de concentrés a été 

déterminé sur la base des résultats obtenus chez 2 malades (B.F. et 
K.D.) 1 h après injection. Les résultats sont de 37.6 et de 46 U/ml, 
ce qui correspond respectivement à une récupération de 107 et 109 % 
du taux de F VIII R:RCo déterminé • in vitro • par agrégométrie 
avec plaquettes fraîches lavées. Les valeurs des diverses activités liées 
au facteur VIII chez un des malades (B.F.) avant, 1 h et 20 h après 
injection de concentrés sont reportées dans la figure 3. 

D. - Efficacité thérapeutique 
J. Chez les malades présentant un déficit en F Vlll:C 
Utilisés dans des circonstances nécessitant des posologies élevées : 

accidents hémorragiques graves ou traitements pré et post-opératoires, 
ces concentrés de facteur VIII ont fait la preuve de leur efficacité 
en permettant d'arrêter 9u d'éviter des hémorragies qui auraient 
nécessité l'injection d'un volume cinq fois plus élevé de cryoprécipité. . ... . . .. . 
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Ils ont notamment été utilisés à plusieurs reprises pour juguler 
des hémorragies chez 4 malades avec anticoagulant anti-VIII:C (7 
accidents hémorragiques dont 2 hématomes du psoas chez 3 hémo-

-;; 
~100 
- TS>10mn i 1 rsa3mn30 

! 
50 

~·········· ···-··--.::..-... ra----·· ···-··-·- F VIU:C . ········· 
••••••••••••• F VIII R:RCo 

F VIII R:Ag 
10 

T 1 10 22 
1 Tempe 1pr" 1' lnjecllon (hl 

FIG. J. - Résultats des diverses activités llées au facteur VIII chez un 
malade présentant un vWD sévère, avant et après injection (- i) d'un 
concentré CRTS-Lille (16 U F VIII:C/kg et 35 U F VIII R:RCo/kg). 

philes A majeurs avec inhibiteur et chez 1 malade ayant développé 
un anti-VIII post-partum). Chez certains de ces malades des plasma
phérèses intensives ont été réalisées pour diminuer préalablement 
les taux d'anti-VIII:C (s'élevant parfois jusque 120 UB/ml), aux 
environs de 15-20 UB/ml. Dans ces conditions, les doses massives de 
facteur VIII injectées ont entrainé chaque fois une nette amélioration 
clinique et parfois, ainsi que le montre en exemple la figure 4 une 
saturation complète'de l'anticoagulant et l'apparition d'activité coagu
lante F VIII:C. ' 

1 20 100 

1 ! 
J ~ c . 
! t 

10 so .. 
:s 

~ "' ;:. 

J ë .. 
1 !. 
1 10 • t 
! CQ.5 Ct 

4t7UI~ 333UIKg 1ti7U/Kg 1ti7U/Kg 1ti7UIICg 

Fu~. 4. - Titre de l'anticoaeulnnt anti-VIll C ct tau:< de F VIII:C au 
cours du traitc:mcnt, pour un hématome du psoas, d'un hémophile 
avec Inhibiteur: 1"' Injection de 25 000 U de: F Vlll:C, 2- de 20 000 \.J 
puis 10 000 U toutes les 1 h pendant 4 jours. 
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2. Chez les malades présentant un déficit en F VIII R:RCo 

Outre le fait que ces concentrés sont utilisés avec satisfaction par 
plusieurs malades se traitant à domicile, nous avons pu observer, 
chez un malade (K.D.) présentant des gingivorragies persistantes 
depuis 48 h, l'arrêt définitif de l'hémorragie 10 mn après injection 
de 34 U F VIII R:RCo/Kg mais le temps de saignement effectué par 
la technique d'Ivy 1 h après l'injection, bien que nettement diminué 
quantitativement, restait supérieur à 20 mn. L'hémorragie au niveau 
d'une amygdale d'un deuxième malade (D.L.) s'est également arrêtée 
après injection de 20 U/kg de F VIII R:RCo et de 15 U/kg de F 
VIII:C, le temps de saignement (Duke) qui n'a pu être effectué que 
15 mn après injection, étant corrigé à 3 min. 30. Enfin chez un 
troisième patient (B.F.) le temps de saignement par la technique de 
Duke, habituellement supérieur à 10 mn, était encore corrigé (2 mn 30) 
1 h après injection de 16 U/kg de F VIII:C et de 35 U/kg de F 
VIII R:RCo (Fig. 3). 

DISCUSSION 

Les critères de qualité exigés pour les concentrés thérapeutiques 
de Facteur VIII sont nombreux, l'élément capital pour le traitement 
des hémophiles A étant sans aucun doute un taux élevé de F VIII:C. 
On peut ensuite citer : une activité spécifique élevée, une solubilité 
rapide, une taux faible d'anticorps anti·A et anti·B, un rapport 
F VIII:Ç/F VIII R:Ag et F VIII:C/F VIII C:Ag le plus proche 
possible de 1 et enfin, un taux élevé de F VIII R:RCo pour que 
ces fractions soient susceptibles d'être efficaces chez les patients 
atteints de maladie de Willebrand. 

En ce qui concerne le taU% de F Vlii:C de nos concentrés, il se 
situe entre 25 et 40 U/ml, valeurs au moins égales à celle requise 
par les normes françaises (25 U/ml :t 20 o/o). Il est comparable aux 
taux obtenus pour la plupart des concentrés commerciaux que nous 
avons étudiés, les 2 lots d'activité supérieure (G et H), ayant un tau" 
de protéines très élevé qui retentit sur leur activité spécifique. 
Néanmoins les difficultés de dosage sont certaines étant donné notant·. 
ment l'inexistence d'un standard concentré de facteur VIII, et nous 
observons parfois, comme bien d'autres (11-13) des discordances entre 
les résultats obtenus par les techniques en 1 et 2 temps. C'est pourquoi 
nous avons tenu à vérifier nos résultats, d'une part en les comparant 
à ceux de 6 autres laboratoires de contrôle de divers Centres de 
Transfusion européens confrontés au même problème, d'autre part 
en effectuant un contrôle • in vivo •· Cc dernier contrôle est destiné, 
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non pas à établir les taux exacts de F VIII:C de chacun de nos lots, 
0 ° mais à déterminer, en cas de discordances dans les dosages effectués 

c in vitro», laquelle des tecl,niques en 1 ou 2 temps, doit servir de 
base à l'étiquetage, pour que l'activité annoncée soit recouvrée, de 
façon satisfaisante chez les hémophiles traités. Nous n'avons donc 
pas, dans cette étude, établi précisément la masse plasmatique de 
chacun des malades mais adopté comme base de calcul qu'elle est 
égale à 50 fois son poids en kg puisque c'est une formule fréquem
ment utilisée pour fixer la quantité d'unités de F VIII:C à injecter. 
Les taux de F VIII:C ainsi estimés sur la base des prélèvements 
effectués chez des hémophiles A majeurs 1 h après injection varient 
entre 18.6 et 33.1 U/ml. Les pourcentages de récupération calculés 
à partir de ces valeurs et des résultats obtenus par la technique 
en 2 temps, bien que variables (ce qui n'est pas étonnant puisqu'un 
même lot peut donner des résultats différents d'un hémophile à 
l'autre [14]), sont en moyenne de 80 p. 100. Ce résultat est comparable 
à ceux publiés dans la littérature [14, 15] ainsi qu'à ceux de 
OVER [16] qui a étudié la récupération de la radioactivité après injec
tion de Facteur VIII marqué à rmr. De même, la demi-vie de l'acti
vité F VIII:C (moyenne: 11.8 h) est semblable à celle obtenue avec 
d'autres concentrés. 

Pour ce qui est de l'activité spécifique du F VIII:C de notre pro
duit, les résultats exprimés en U/mg des protéines sont toujours 
supérieurs à 1, limite inférieure préconisée pour définir un concentré 
de haute pureté [17]. 11 est à noter que, parmi les concentrés commer
ciaux que nous avons contrôlés, seuls les lots des formes B, C et D 
satisfont à ce critère. Le taux de fibrinogène persistant dans les divers 
concentrés apparaît plus élevé lorsqu'il est déterminé par IDR ou 
par pesée plutôt que sur la base du temps de thrombine. Ceci peut 
s'expliquer d'une part parce qu'une partie du fibrinogène étant déna
turée celui-ci coagule moins vite et, d'autre part, parce que le caillot 
formé est alourdi par la présence de fibronectine à un taux élevé 
dans la plupart de ces préparations. Le taux de fibrinogène coagu
lable de nos concentrés et les rapports F VIII:C/fibrinogène qu'on 
en déduit, bien que variables, se situent dans les limites, d'ailleurs 
très larges, trouvées pour les concentrés commerciaux. 

La solubilité de nos concentrés est moins bonne que celle de 
certains concentrés commerciaux (A, D, F) qui se dissolvent instan
tanément à température ambiante, mais comparable à celle de la 
majorité (5/9) des concentrés étudiés qui nécessitent un séjour de 
10 min. au bain-marie à 37"C. 

Les taux d'anticorps anti-A et anti-B de tous nos lots se situeQt 
en deçà du titre limite de 32 fixé par les normes françaises. Les 
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taux d'anticorps naturels sont inférieurs à ceux de la plupart des 
concentrés commerciaux étudiés, et nous n'avons constaté aucun 
problème d'hémolyse après injection de doses parfois très élevées · 
de notre produit (jusqu'à 50 000 U/j chez un hémophile de groupe 
sanguin A ayant un inhibiteur). 

En ce qui concerne le rapport F Vll/:C/F VIII R:Ag qui est d'au· 
tant plus élevé que l'activité coagulante du complexe F VIII/vWf est 
mieux préservée [18], nous obtenons là aussi des valeurs voisines de 
celles des concentrés commerciaux. 

Par contre, l'activiti Willebrand est beaucoup mieux préservée 
dans nos préparations. En effet, celles-ci sont caractérisées par un 
taux relativement élevé de F VIII R:RCo puisque les dosages semi· 
quantitatifs que nous avons réalisés sur 22 lots donnent une moyenne 
de 65 U/ml. De plus, ALLAIN et al. [15] avaient déjà noté que parmi 
les concentrés de pureté intermédiaire ou de haute pureté, seul notre 
produit donnait en agrégométrie des droites parallèles à celles obte· 
nues avec le plasma de référence. Les· taux de F VIII R:RCo que 
nous avons vu préciser sur 7 de nos lots sont toujours supérieurs à 
35 U/ml. Ces taux obtenus • in vitro • ont été vérifiés à 2 occasions 
• in vivo,., ainsi que le préconisent Mc CuE et al. [19], par campa· 
raison avec les taux de F VIII R:RCo obtenus chez des patients 
atteints de maladie de Willebrand 1 h après injection. De plus, alors 
que certains auteurs [14-20] ont· montré que plusieurs concentrés 
pourtant support d'une activité F VIII R:RCo ne sont pas recom· 
mandés pour traiter les patients atteints de maladie de Willebrand, 
notre préparation peut corriger le temps de saignement de ces mala· 
des et est efficace au point de vue clinique. Ceci s'explique du fait 
qu'elle contient, ainsi que l'a- montré l'étude en électrophorèse 
bidimensionnelle, une grande proportion de molécules hautement 
polymérisées nécessaires à l'activité Willebrand [21-22]. Nous pen· 
sons que, contrairement à certaines techniques de préparation [1] 
faisant intervenir une étape de précipitation au PEG qui, en même 
temps que le fibrinogène, élimine les formes très polymérisées du 
F VIII/vWf, notre technique qui fait appel à une 2• cryoprécipitation 
du F VIII:vWf favorise l'enrichissement du concentré en formes 
très polymérisées tout comme la l" cryoprécipitation. 

Ainsi, la technique de préparation de concentrés que nous avons 
mise au point avec, pour base de travail, d'établir un protocole en 
circuit stérile évitant d'une part l'apparition de substances pyrogé· 
niques, d'autre part, ta nt:cessité d'une filtration stérile finale h l'ori· 
gine d'une diminution supplémentaire du rendement est adaptable 
au traitement journalier de plusieurs centaines d'unités de plasma 
frais congelé. L'ensemble des contrôles effectués sur cette production 
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a montré qu'avec un rendement moyen de 16.5 p. 100 nous préparons 
des concentrés ayant les mêmes caractéristiques « in vitro • et «in 
vivo • que la plupart des concentrés thérapeutiques commerciaux. 
En outre, nos concentrés ont la particularité d'avoir une activité 
Willebrand relativement élevée, ce qui devrait leur permettre d'être 
aussi efficaces chez les patients atteints· de maladie de Willebrand 
que chez les hémophiles A. 

RESUME 

Un procédé original de préparation en circuit clos de concen.trés 
de Facteur VIII a été mis au point. Il est fondé sur l'élimination 
d'une partie du fibrinogène des cryoprécipités par précipitation au 
glycocolle et sur l'enrichissement en Facteur VIII par une deuxième 
cryoprécipitation permettant d'obtenir un taux de Facteur VIII coagu
lant supérieur à 25 U/ml avec un rendement voisin de 16 p. 100. Les 
différentes caractéristiques • in vitro • des préparations ainsi obte
nues (solubilité, taux de protéines et de fibrinogène, activité spécifi· 
que, taux d'anticorps anti-A e! anti-B ... ) se situ~nt dans les limites 
des résultats trouvés pour divers concentrés commerciaux que nous 
avons contrôlés à titre comparatif. En outre, nos concentrés ont la 
particularité d'être enrichis à la fois en Facteur VIII coagulant 
(F VIII:C) et en facteur Willebrand (F VIII:vWf) et une étude c in 
vivo • a montré qu'ils sont efficaces pour traiter, non seulement les 
hémophiles A, mais également les patients atteints de maladie de 
Willebrand. 

\ SUMMARY 

An original procedure of preparation in a closed system of high 
purity Factor VIII concentrate is presented. Starting from cryopre
cipitates, this method involves a first step of partial removal of 
fibrinogen by glycine precipitation ( 1.6 M.) and a second step of 
Factor VIII concentration by cryoprecipitation. The yield is 16.5% 
of plasmatic F VIII:C (0.8 u/ml.). Severa! batches of concentrates 
thus prepared are compared • in vitro • to 9 other commercially 
available concentrates from 8 different manufactories. The results 
show that most of the ch<lracteristics of our concentrate are within 
the range of specifications of other commcrcially available high· 
purity F VIII concentrate: F VIII:C activity (CRTS Lille concentrate: 
25-40 U/ml.; other concentrates: 25-50 U/ml) solubility, specifie acti· 
vity (CRTS Lille conccntrate: 1.0-1.82 U F VIII:C/mg protein and 1.79-
4.8 U F VIII:C/mg clottable protc:ins; othcr concentrates: 0.53-2.79 . .. ... ...... .. 
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U F VIII:C/mg protein and 1.39-4.84 U F VIII:C/mg clottable proteins), 
isoagglutinin titers (CRTS Lille concentrate: 2·8 anti-A, 0-16 anti-B; 
o:her concentrates: 0-64 anti-A, 8-16 anti-B) F VIIIC/F VIII R:Ag 
ratios (CRTS Lille concentrate: 0.18-0.49; other concentrates: 0.20-0.42). 
Furthermore F VIII R:Ag electrophoretic mobility studied by crossed 
immunoelectrophoresis and F VIII R:RCo assays provide evidence 
that very high molecular weight multimeric forms of F VIII/vWf 
which support vWf activity are present in our concentrate. c In vivo • 
study and clinical efficacy· in vWd patients confirm these results and 
show that our concentrate is appropria te for the treatment of patients 
with F VIII:C or F VIII R:RCo deficiency. 

REMERCIEMENTS. - Nous remercions les Centres de Trans· 
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Le bilan de notre production montre que 1 e procédé que 
nous avons mis au pei nt permet d'obtenir, avec un rendement moyen de 16 ~ 
fondé sur le nombre d'unités de F VIII:C, un concentré contenant au moinS 

25 U de F VIII:C/ml pouvant se classer, par comparaison avec les autres 

prépara ti ons thérapeutiques que nous avons pu étudier, parmi 1 es produitS 

dits de "haute pureté" car ayant une activité spécifique (U F VIII:C/m9 

de protéines) supérieure à 1. Les autres caractéristiques de notre concen
tré, et particulièrement son taux d'anticorps anti-A et anti-8, sont satiS' 

faisantes et il est donc tout à fait valable pour traiter les hémophileS· 

Les expérimentations réalisées "in vitro" et "in vivo" ont montré, en 

outre, que notre préparation a la particularité d'être riche en F vWf, 

encore doué d'activité VIII R:vWf, et d'être tout à fait adaptée au traite' 
ment de patients atteints de vWD, contrairement aux concentrés préparés 

par d'autres méthodes. 
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~IFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE 

Devant les difficultés rencontrées pour apRliquer le 

Protocole décrit précedemment {p.l55 à 160) à des grandes quantités de 

Plasma, et grâce aux travaux effectués pour mettre au point une préparation 
de concentrés thérapeutiques de F VI II (p. 164) nous avons, vers 1978, 
dëcidë d'utiliser le procédé suivant pour obtenir des fractions (S-VIII .. ) 

enrichies en F VIII/vWf : le cryoprécipité (obtenu à partir de plasma 

frais congelé à -35°C et décongelé à une température inférieure à 7°C) 

est débarassé d'une partie de son fibrinogène par addition de 12 p.lOO 

de glycocolle ; après centrifugation, le surnageant est congelé à -35°C 

~is décongelé à température inférieure à 7°C ; .le F VIII/vWf reste insolu
Dle durant cette 2ème étape de cryopréci pi tati on et est récupéré par cen

trifugation. Ce procédé, complété par une étape de tamisage moléculaire 

sur Biogel A-SOM, permet d'9btenir une fraction très purifiée en F VIII/vWf 

!Va- VIII) qui, bien qu'elle satisfasse en général à tous les critères 

~Pureté mis au point précédemment (p.155), n'induit cependant pas unique

~nt des anticorps monospécifiques lorsqu'elle est injectée au lapin. 

~Otre but étant a 1 ors d • avoir une préparation pure afin d • en déterminer, 

;ans aucun risque d • erreur du à 1 a pré·sence de traces de contami nants, 

, a campo si ti on chi mi que, nous nous sommes orientés vers 1 a chromatographie 

!d
1

affinité. Etant donné que nos études biochimiques étaient un préalable 

~~- êtudes ultérieures permettant d'élucider les relations structure-acti

~itë du F VIII/vWf, nous avons choisi, non pas de fixer ces molécules 
e . 
1 

qui aura1t pu entraîner des risques de dénaturation ou de dissociation 

~o.,.s de leur élution, mais de fixer leurs contaminants. Comme nous n'étions 

fas Sûr d'avoir identifié tous les contaminants du F VIII/vWf dans la 

~Ction Vo - VIII nous avons décidé de préparer un antisérum hétérologue 
~1.,.. -
~~ 19e contre toutes 1 es protéines plasmatiques, mais ne contenant pas 

~~ticorps anti-VIII R:Ag, en utilisant le plasma d'un malade vWD sévère, 
~e matériel immunisant. 
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BIOCHIMIE. - Étude de /!antigène lié au facteur VIII (F VIII R: Ag). Purification 
par chromatographie d'immuno-affinité. Note (*) de Claudine Mazurier, Armelle Parquet
Cernez, Bruno Samor, Maurice Goudemand et Jean Montreuil, présentée par Jean Bernard. 

La chromatographie d'affinité sur immunoglobulines de Lapin immunisé avec un plasma de malade 
dépourvu de VIII R : Ai permet d'éliminer de préparations enrichies en facteur VIII les derniers contami· 
nants. L'activité biologique et les critères de pureté du facteur VIII R : Ag ainsi préparé sont présentés. 

lmmuno-a!Jinit)' (nromatographJ• on imnrunoglobulins from a rabbit immunistâ with tht plasma of a patirnt 
dt~•oiâ of fa(tor VIII R :Ag allows tht tlimination of urtain (Ontaminantsfrom prtparations a/rtaâ,l' tnri(htâ 
ln fa(tor VIII. Tht btologi(a/ Q(IÏI'ity and (rittria of purity oftht fa(tor VIII R :Ag prtparation obtaintd 
tlrt prtstnttd. • 

INTRODUCTION. - Depuis plusieurs années déjà l'étude physicochimique du facteur VIII 
est l'objet de nombreux travaux. Si la majorité d'entre-eux concordent en ce qui concerne 
son comportement en chromatographie de tamisage moléculaire, sa nature glycoprotéinique 
et sa masse moléculaire, les quelques résultats publiés sur la composition chimique de ta 
molécule sont discordants ([1]-[6]). 

Ces divergences peuvent être dues à la présence de contaminants car la pureté dès prépa
rations a été plus ou moins contrôlée par les auteurs. Cest pourquoi nous avons entrepris 
de préparer une petite quantité de facteur VIII très pur afin d'en étudier ensuite les principaux 
caractères physicochimiques et de les comparer aux résultats décrits jusqu 'à présent. Comme 
on ignore encore si l'activité Willebrand (VIII : vWF) et l'activité coagulante du facteur VIII 
(VIII : q, cette dernière étant trés labile, sont portées par une molécule unique, nous nous 
sommes attachés à purifier la molécule, appelée VIII R :Ag, d'identification facile car capable 
de précipiter avec les anticorps hétérologues. Dans ce but, les procédés classiques de prépa
ration (précipitation, tamisage moléculaire) ont été complétés par une étape ultime de 
purification par chromatographie d'affinité sur immune-absorbant. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES. - Purific~tion du facteur VIII. - Dans une première étape, 
du glycocolle, à la concentration finale de ·12 %. est ajouté sous agitation, à température 
ambiante, à des cryoprécipités lyophilisés et remis en solution dans de l'eau distillée. Après 
40 mn de centrifugation à 1 500 x g et à + l8°C,le surnageant est recueilli et congelé à -800C. 
Après décongélation lente de 36 h à + 4°C, la partie insoluble (fraction S-VIII) est récupérée 
par une centrifugation de 40 mn à 1 500 x g et à aoc. . 

Le précipité S-VIII, dissous dans un tampon imidazole 0,02 M/NaCI 0,14 M de 
pH 7,0 (lBS) est purifié par tamisage moléculaire sur une colonne (2,6 x 70 cm) de 
Biogel A-50 M (50-100 « mesh ,) à température ambiante, en tampon lBS avec un débit 
de 30 ml/h (fractions deS ml). Les fractions recueillies à l'exclusion contiennent le facteur VIII 
(fraction V0- VIII). La dernière étape de purification est réalisée grâce à l'immuno-absorption 
des contaminants par une chromatographie sur une colonne de 180 ml de<< Sepharose 4-B ,, 
couplé par la méthode de Cuatrecasas [7] à 1,8 g d'immunoglobulines d'un sérum de 
Lapin immunisé avec toutes les protéines plasmatiques humaines, à l'exception du VIII R :Ag, 
dans les conditions opératoires décrites dans la figure 1. Ce sérum est préparé en injectant 
à un Lapin le -plasma d'un malade atteint de maladie de Willcbrand sévère (taux plasmatique 
de VIII R .: Ag inréricur à 7.5. Jo-a U/ml) débarrassé de louce trace de VIII R :Ag par 
Incubation préalable avec un sâum de Lapin mon~fique du facteur VIII humain. 
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Ml!thodes analytiques. - Les dosages de protéines ont été effectués par la méthode de 
Lowry [8 ]. L'activité coagulante du facteur VIII (VIII : C) a été mesurée selon la méthode 
en un temps de Soulier [9 ]. La détermination de l'antigène-facteur VIIl (VIII R : Ag) a été 
réalisée par la technique immuno:enzymatique (E.L.l.S.A.) décrite précédemment [10] 
avec un antisérum (anti-VIII H) préparé au laboratoire par absorption, avec du surnageant 
de cryoprécipité, d'un sérum de Lapin immunisé contre la fraction V0-VIII. Le cofacteur 
Willebrand (VIII : vWF) a été dosé semi-quantitativement en plaque de microtitratiôn 
suivant la technique de Sultan et Rossi [11 ], avec des plaquettes humaines lavées et formolées 
selon le protocole préconisé par Zuzel [12]. 

o.o. 

~ .. , 

--...... .... -....... 

.... 

Fia. 1. - Chromatographie d'affinité de IS ml de fraction V,-VIII sur colonne (3 x 20 cm) d'immuno
absorbanl. Absorption et lavage: tampon lBS; élution :tampon glycocolle, HCI 0,1 M de pH 2,5: débit : 
27 ml/h; volume des fractions : 4,5 ml. En abscisses : volumes recueillis; en ordonnées : absorbances 
i 278 mn. · 

Contrôles de puretf.. - Les immunodiiTusions qualitatives selon la technique d'Ouchter
Jony [12) ont été réàlisées sur acétate de cellulose. Les immuno-électrophorèses bidimen
sionnelles, en milieu gélosé contenant de l'antisérum humain total (ASHT) ou de l'an ti-VIII H, 
ont été effectuées selon la technique de Scheidegger [14) et les électro-immunodiffusions 
quantitatives selon la méthode de Laurell [ 15 ]. Les -Lapins ont été immunisés suivant le 
protocole de Vaitukaitis [16]. Les sérums anti-fibrinogène et anti-CIG proviennent de 
la firme Behring Hoechst. 

RÉSULTATS. - 1. A partir dè 6 cryoprécipités lyophilisés, contenant au total 1 500 U 
de F VIII :Con obtient un précipité S-VIIl qui, repris par 15 ml de tampon lBS, renferme 
58 U de F Vlll : C par millilitre. Le rendement en activité coagulante de cette première 
étape avoisine donc 62 p. 100. · · 

2. La fraction S-VIII, après tami~ge moléculaire fournit à l'exclusion un pic d'activité 
renfermant 500 U de F VIII : C. _ 

3. Le profil obtenu par chromatographie sur immuno-absorbant des 3 fractions les 
plus riches en protéines(V0-Vlll) est précisé dans la figure 1. Par lavage à l'aide du tampon lBS 
on obtient une fraction majeure La contenant 30 p. 100 des protéines injectées, suivie d'un 
pic: mineur appelé ~. L'élution de la coloMe détache une fraction protéinique E. 

4. 1.q rmaltats de ranaJyse de la reaction obtenue au maximum du pic La (L-VIII) et 
de Ja fraction E concentrée sur membrane Amicon UM-10 sont décrits dans Je tableau et 

• 
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dans les figures 2 à 4. La fraction L-VIII contient 58 J.lg de protéines et 7,5 U de F VIII R :Ag 
par millilitre. Cette activité correspond à un enrichissement de 10000 fois par rapport au 
plasma de départ et à un taux plasmatique de facteur VIII d'environ 8 mg/1. La fraction 
L-VIII a conservé une partie de son activité biologique (environ 2 U de VIII : vWF et de 
VIII : q. Elle réagit contre le sérum an ti-VIII H mais ne donne aucun arc avec les antisérums 

Fia. 2 

Fig. 3 

Fia. 2. - ~tude immunologique de la fraction L-VIII. l, anti-fibrinogène: 2. anti-CIG: l. anti-immuno
alobulines G (lgG). 

Fia. 3. - ~tude immunologique de la fraction E concentrée. 1, anti-lgA; 2, anti-lgM: 3, anti-CIG; 4, an ti
fibrinogène; 5, anti·f3·1ipoprotéine. 

Fia. 4. - Mise en évidence dans le sérum anti-L-VIII d'anticorps réagissant avec un antigène présent dans 
la fractionS-VIII, mais différent de la CIG et du fibrinogène. 

monospécifiques suivants : anti-fibrinogène, anti-CIG (cold insoluble globuline) et anti
immunoglobulines G (IgG) {frg. 2). La fraction E, au même taux protéique, ne contient 
que des traces de VIII R :Ag, de rordre de 5.10- 3 Ulm~ et ne possède aucune activité 
biologique liée au facteur VIII. Son étude immunolqgique réalisée après concentration· 
à un taux de 200 J.1g/ml de protéines montre que. si elle ne donne aucun arc avec l'an ti-VIII H. 
elle forme un arc de précipitation contre l'ASHT qui se raccorde à l'arc obtenu contre 
l'anti-IgG (fig. 3). 

TABLEAU 

Dosagr du fot'trur VIII dons l'rfjlul'nl (fraction L-VIII i 58 ~g/ml) 
'' dans l'tluat (fraction E. dialysée et concentrée i SS 11&/ml) dr chromatographi' d'immuno-afjinit~ 

F VIII R: Ag F VIII: vWF F VIII: C 
Fractions (U/ml) (U/ml) (U/ml) 

L-VIII ................. 1,5 2 1, 7 
E ••••• ~ • .............. • 0.005 <O. OIS < 0,005 

5. Le sérum du Lapin immunisé avec la rraction L. VIII (an ti-L-VIII) ne (onnc qu'un 
seul arc de pRcipitation contre une rraction enrichie en (acteur VIII (S-VIII). Comme le 
montre la figure 4, cet arc donne une réaction de non-identité avec les antisérums anti-CIG 

c. R .• 1979, 1• s~tMm~. (T. 288. N· 18) Série D - llO 
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ct anti-fibrinogène (anti-Fib). Ce sérum est monospéëifique du facteur Vlll comme l'illustre 
la figure S : il réagit avec un mélange de plasmas nonnaux purs ou dilués, mais ne donne 
aucun pic de précipitation avec du plasma de patient atteint de maladie de Willebrand 
sévère dépourvu de VIII R :Ag (frg. SA). De plus il ne nécessite aucune absorption préalable 
avec des protéines plasmatiques, contrairement au sérum de Lapin immunisé avec du 
V 0-VIII comme en témoigne la figure S B. 

1-LV~ 

.·~··· .VIII 

''-Y/.~· ·~ 
.. ~ 

~· .' -~ · · ·: Anti-Vlll H 
• f ••• _,. . , •• 

Fia. S. - Mise en évidence de la monospécificilê du sérum anli·L· VIII vis-à-vis du F VIII !R : Ag. A, electro· 
immunodilfusion quantitative d'un mélange de plasma normal pur ou dilué (N) et d'un plasma de patient 
atteint de maladie de Willebrand sévère (vWd) dans une gélose contenant 0, S p. 1 000 de sérum anti·L· VJII. 
8, immuno-dilfusion qualitative des deux antisérums (anti-L-VIIl et anti-VIIl H) vis-à-vis d'une prêpa· 
ration purifiée de ra~teur VIII (V,-VJII) et d'un ASHT. 

CONCLUSIONS .. - La chromatographie d'immune-affinité pennet d'éliminer de prépa
rations enrichies en VIII R : Ag par cryoprécipitation et tamisage moléculaire, une fraction 
contaminante renfennant des IgG dont la présence peut influencer les résultats de l'analyse 
physicochimique du facteur VIII et pourrait expliquer les discordances constatées dans 
la littérature. Le 'facteur VIII R : Ag obtenu par cette technique conserve en partie son 
activité biologique. En outre, son étude immunologique et le fait qu'il induise la production 
d'anticorps monos~écifiques chez le Lapin, révèlent un degré de pureté qui devrait nous 
pennettre de mieux préciser ses propriétés physicochimiques. 

. . 
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Les résultats de cette technique de purification par 
chromatographie d • a ffi ni té montrent que nous obtenons une fraction conte

nant à la fois 1 •activité coagulante VIII:C, le VIII R:Ag et le VIII R:RCO· 

Le rendement de cette préparation est assez fai b 1 e, de l'ordre de 1 % 

mais ce n'est pas là un écueil rédhibitoire, car 11 faut souligner que 
nous utilisons, pour ce type de recherche, les reliquats de fractions 

standards ou concentrées servant aux contré 1 es de chaque 1 ot de notre 
production, les fractions non cédables car ne satisfaisant pas aux normes 

officielles, et du plasma, non utilisable pour la préparation de dérivéS 

sanguins, provenant de plasmaphérèses thérapeutiques. 
Ce type de préparation comporte un inconvénient supplémentaire : celui. 

d'être assez long et de ne pas être adapté au traitement de plus de 2 

à 3 litres de plasma de départ c'est-à-dire de n'aboutir qu'à des quantitéS 
de l'ordre de 2 mg en fi nà 1 e. Néanmoins, comme il fournit ce qu • on appe ne 

maintenant le F VIII/vWf sous forme pure puisqu'après injection aux lapinS 
il n'induit que des anticorps précipitants le VIII R:Ag, ce protocole 

de puri fi cati on a été retenu pour 1 es études ultérieures concernant la 

composition chimique et 1 'étude de la copule glycannique de cette molécule· 
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Dl: COMPOSITION CHIMIQUE DU F VIII 

Cet article fait état d'une étude de la composition chimi

que du camp 1 exe F V 1 II /vWf obtenu se 1 on 1 e protoco 1 e décrit précédemment. 

~rês contrôle de leur pureté, différentes préparations obtenues par chro

~atographie d'affinitê sont dialysées, lyophilisées, puis soumises à une 

extraction au chloroforme-méthanol afin d'éliminer et de quantifier leur 

fraction de nature lipidique. Le résidu obtenu est,soit soumis à une hydro

lyse acide avant analyse des acides aminés, soit à une méthanolyse et 

analyse des monosaccharides par chromatog-aphi e en phase gazeuse après tri
"uoro-acétylation. 

\ 
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CHEMICAL COMPOSITION OF 
FACTOR VIII 
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ABSTRACT 

Factor VIII purified from therapeutic concentrates by gel filtration and immuno
affinity chromatography ia obtained in a form vhich inducea monospecific antibodid 
in rabbits and in quantities per.œitting chemical characterization. Three prepara
tions have beert submitted to complete chemical analysis. A lipid content of about 
20 per cent of dry veight vas calculated after Folch's extraction. The carbohydrat~ 
content determined by gas-liquid chromatography vas found to be 14.5 + 2.5 per cent 
of glycoprotein. Since the carbohydrate portion seems to play a role In the biolo
gical function of factor VIII 1 von Willebrand factor, ve have further investigated 
its monosaccharide mo.lar composition and attempted to separate 0 - and N - glyco
sidically-linked carbohydrate chains in order to establish the structure of the 
glycans. 

IŒYWORDS 

Factor VIII 1 von Willebrand factor - Affinity chromatography - Chemical ~omposi
tion - Carbohydrate -

IN'l'RODUCTION 

Human factor VIII 1 von Willebrand factor (F YIII/vWF) contains both coagulant acd
vity (F VIII:C) and an activity required for normal platelet hemostatic function 
supported by a factor VIII-related àntigen (F VIIIR:Ag) and measured by its abilitY 
to agglutinate normal human platelets in the presence of ristocetin (F VIIL~:RCo)• 
The chemical composition of this complex is yet not precisely knovn and the resultf 
published (HERSCOLD and co-vorkers, 1971 ; LECAZ and co-vorkers, 1973 ; HARCHESI 
and co-vorkers, 1972) have been obtained on preparations validated by insufficient 
criteria of purity. Immuno-chromatography in conditions previously published 
~URIER and co-vorkers, 1979) provides us vith a material inducing monospecifie 
antibodies in rabbits, keeping in part its biological activities (procoagulant 
activity z F VIII:C and F VIIIR:RCa), and in sufficient amount for investiga~ing 
the chemical composition of factor VIII. · 
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FACTOR VIII 

HATERIAL AND METHODS 

Factor VIII Preparations 

Factor VIII was purified as already described (MAZURIER and co-workers, 1979). In 
brief, therapeutic factor VIII concentrates from CRTS Lille vere subjected to 
Biogel A-50 M gel filtration. The void volume fractions (VIII +)were purified by 
immuno-affinity chromatography on immunoglobulins from a rabbit immunized with the 
plasma of patient with'von Yillebrand disease (vYD) absolutely devoid of factor 
VIIIR:Ag. The fractions not bound to the insolubilized immunoglobulins (L-VIII) 
vere assayed for protein and factor VIII-related activities. The L-VIII sample 
containing the highest protein concentration was kept for the study of purity. 
The remaining fractions L .. V·III were pooled and freeze--cJried for chemical analysis. 

Analytical Methods 

Biological analysis. F VIII : C was assayed by the one-stage method of SOULIER and 
LARRlEU (1953), F VIII R : Ag by an immuno-enzymatic method (MAZURIER and co
vorkers, 1977) and F VIIIR:RCo by the semi-quantitative technique of SULTAN and 
ROSSI ( 1977). 

Chemical analysis. Protein concentrationswere determined by the method of LOYRY 
and co-workers (1951). The lipid content was estimated on several preparations 
L-VIII by weighing the fraction extracted by the chloroform ~methanol mixture 
devised by FOLCH and co-workers (1957). Amino-acid analyses were performed on a 
Beckman automatic amino-acid analyzer after acid hydrolysis under vacuum (5.6 N 
HCl, 24, 48, 72 hr, los•c). After lipid extraction three L-VIII preparations vere 
aubjected to methanolysis, carbohydrate composition and molar ratios of monosaccha
rides were calculated on the basis of 3 mannose residues, after gas-liquid chroma
tography (ZANETTA and co-workers, 1972). 

Alkaline borohydride treatment of factor VIII. The 8-elimination vas performed 
according to AHINOFF and co-workers (1980) • The liberated glycans were fractiona
ted by ion exchange chromatography on Dowex AG 50 x 2 column vith distilled water 
and a 50 mM pyridine-acetate, pH 5.4 buf!er. Three fractions containing sugars 
were thus separated: Y-1, Y-2 eluted by water, and A by the buf!er. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Purification of Factor VIII 

The fractions L-VIII, vith a mean of 129.3 U of F VIIIR:Ag/mg vere purified appro
Ximately 9000 fold from human plasma with an overall yield of about 7 p 100, a 
Specifie FVIIIR:RCo activity of 34;5 U/mg and FVIII:C activity of 29.3 U/mg. These 
Preparations comply vith all immunological and physical criteria of purity. 

!_nalysis of Chemical Composition 

The lipid content la, on average of four extractions, 20.5 p 100 of toul weight 
Of L-VIII freez~dried preparations. Although this content ia constant (Table 1) 
we can not yet assert that lipids are not absorbed on the glycoproteinic portion 
0 f factor VIII molecules. The resulta for the carbohydrate content of three diffe
rent preparations are also aummarized in Table 1. The total carbohydrate content 
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(14.55 p. lOO) h in agree~nt with the recent result (15 p. lOO) of SODFT z,.,d co
vorkers (1979). The àmino-acids compositions on the basis of one al:~nin~ 1ùliidue 
are reported in Table 2. 

TABLE 1 Centesimal Composition of three L-VUI Preparation~ 

L-VIII preparation 2 3 mean 

Lipid content 20 20.0 23.0 21.0 

Total carbohydrate content 12 17.2 14.5 14.5 

Neutral monosaccharides 5.8 7.00 6.70 6.50 

N-acetyl-hexosamines 3.6 5.30 3.8!i 4.25 

N-acetyl-neuraminic acid 2.6 4.90 3.90 3.80 

TABLE 2 Amino Acid Composition of three L-VIII Prepantions 

@ E L-VIII preparation 2 3 mean 

Asp 1.98 1.88 1.88 1. 91 
Thr 1.12 0.97 1.05 1.05 
Ser 1.37 1 .58 1.29 1 .1•1 
Glu 2.54 2.12 2.12 2. 26 
Pro 1. 33 1.70 1.34 1.46" 
Cl y 1.45 1.44 1. 34 1.41 
Al a 1 • 1 • '· 1. 
Cys/2 1.30 1.22 1. 26 
Val 1.24 1.08 1.21 1.18 
Hct 0.32 o. JI O. JI 
Ile 0.61 0.45 0.59 0.55 
Leu 1.59 J. 12 1. 51 J. 41 
Tyr 0.57 0.53 0.51 0.54 
Phe 0.64 0.53 0.59 o. 59 
Lys 0.78 o. 72 0.81 o. 77 
His o.52 0.38 0.49 o. 46 
Arg · 0.95 0.79 0.93 0.89 

Analysis of carbohydrate portion 

Results aummnrized in Table 3 are in agreement vith coexistence of N- and 0-
glycosidically linked glycans in factor VIII. Due to the centesimDl and molar 
co~sitJons &Dd KW • 200 000, we can esti~t• that statistically each subunit 
posseaaea 8 &lycana linked o- &lycosidic:ally ou the protein by CalNAc residuel 
and 8 &lyc:ana N- alyc:oaidically-linked. Preliainary structural atudiea point to 
the fac:t that N-alyc:ana are beterogeneoua and conaiat easentially of bi-antenna
ry atruc:tures. Carbohydratc! analyais of the products of ~tlkaline hnrnh~·lriclc 
trcatment (t:~blt- 4) confirms this hypothesia and sho~o·o th:~t C.:~lN.1c rr11i•lu~·s nre 
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all reduced : the•• are involved in the linkage with the peptidic chain. Moreover 
the existence of Ï•megaloglycans" seems unlikely, so these results do not appear 
in agreement with the presence of A blood group oligosaccharide structures on 
human factor VIII/vWF reported by SODETZ and co-workers (1979). 

TABLE 3 Monosaccharides Ratios of three L-VIII Preparations 

LVIII 

Man 
Gal 
Fuc 

GleNAc 
GalNAc 

NeuAc 

pr~paration 2 3 Mean 

3.00 3.00 3.00 3.00 
4.10 3.80 4.00 3.97 
1.20 . 1.13 1.30 1.21 
3.40 3.69 3.20 3.43 
J. 14 1.12 0.92 1.06 
2.40 3.40 3.00 2.94 

TABLE 4 Molar Rat1os of Monosaccharides of the three Fractions 
obtained after S -Elimination. 

Fraction Man Gal Fuc GleNAc NeuAc GalNAc GalNAc-ol 

W-1 
w - 2 

A 

3 
3 
3 

5.80 
2.95 
2.20 
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Les résultats obtenus lors de l 1 étude de la composition 
chimique du F VIII/vWf peuvent être comparés à ceux obtenus jusqu•à présent: 

En ce qui concerne les lipides, nous avons pu voir (p.31, 
35) que notre taux est nettement plus élevé que ceux obtenus par différents 
auteurs. Nous pensons qu•il est très possible que nous ayons des chylomi
crons contaminant nos préparations car nous ne sélectionnons pas, étant 
donné le volume plasma de départ nécessité par notre type de préparation, 
les plasmas et n•éliminons pas ceux qui sont lipémiques. A 1 •heure actuelle, 
nous ne sommes pas encore attachés au problème de ces lipides, le fait 
qu • ils sài ent présents à un taux constant ne permet pas de di re qu • ilS 

fassertpartie intégrante de la molécule F VIII/vWf, car nos préparations 
ne sont pas obtenues à partir d•un seul plasma mais d•un mélange de plasmas 
d•au moins 10 donneurs différents. 

En ce qui concerne les acides aminés, nous avons regroupé 
dans le tableau XIX (p.l96) nos résultats exprimés sur la base du nombre 
de résidus pour 10000 g de protéines, mode d•expression généralement utili
sé par les différents auteurs. 

Les résultats obtenus sur la copule glycannique, qui 
a fait 1 •objet par la suite d•expérimentations plus précises, seront discu
tés ultérieurement à la suite de 1 •article consacré à 1 •étude préliminaire 
de cette copule. 
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TABLEAU XIX 

COMPARAISON ENTRE LES RESULTATS DE LA LITTERATURE 
ET NOS RESULTATS, CONCERNANT LA COMPOSITION EN 
ACIDES AMINES DU F VIII/vWF HUMAIN, EXPRIMEE EN 
NOMBRE DE RESIDUS POUR 100 000 G DE PROTEINE 

1 VALEURS OBTENUES 1 RESULTATS LILLE 
1 PAR DIFFERENTS AUTEURS (P. 32 )1 
1 1 

Moyenne Extrêmes 1 Moyenne Extrêmes 
. 1 

Lys 46,2 39,9 à 50,8 1 38,6 36,1 à 40,7 
His 21,9 17,3 à 27,2 1 23,1 19' 1 à 26' 1 
Arg 42,3 35,8 à 48,21 44,7 39,7 à 47,7 
Asp 82,9 69,8 à 103 1 95,9 94,3 à 99,4 
Thr 50,8 49' 5 à 60' 1 1 52,7 48,7 à 56,2 
Ser 73,8 63,0 à 87 '7 1 70,8 64,8 à 79,3 
Glu 104,8 89,9 à 114,9 113,5 106,4 à 127,5 
Pro 59,5 52,1 à 66,0 72,8 66,8 à 85,3 
Gly 73' 1 62,9 à 86,9 70,8 67,3à72,8 
Al a 50,2 43,8 à 54,3 50,2 

i Cys ~ 53,9 23,5 à 65,7 63,2 61,2à65,3 
Va 1 1 69,3 \ 59,6 à 77,8 59,2 54,2 à 62,2 
Met 1 12,9 8,4 à 25,1 15,8 15,6 à 16,1 
Ile 1 32,5 31,2 à 34,5 27,6 22,6 à 30,6 
leu 1 64,4 48,8 à 72,2 70,6 56,2 à 79,8 
Tyr 1 20' 1 17,8 à 23,0 27 '1 25,6 à 28,6 
Phe 1 25,5 24,0 à 27,0 29,6 26,6à32,1 

1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

@ 
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V --R[SULTATS PRELIMINAIRES SUR LA-COPULE GLYCANNIQUE DU F VlUl 

Ainsi que nous l'avons souligné (p.71 à 74) plusieurs 
éléments tendent à prouver que les glycannes du F VIII/vWf pourraient 
jouer un rôle dans son activité Willebrand. Ceci ajouté au fait que nous 
ayons travaillé pendant p1usieurs années dans le laboratoire du Prof· 
MONTREUIL, sous la direction du Prof. G. SPIK, qui est spécialisé dans 
l'étude des structures glycanniques, a motivé l'orientation préférentielle 
des recherches de type biochimique vers la copule glycannique du F VIII/vWf· 
Avant d'envisager les é~udes, telles que celles présentées p.73 et 74, 
permettant de montrer, indirectement, 1 e rô 1 e des monosaccharides dans 
l'activité biologique du F VIII/vWf, nous avons choisi de préciser quelle. 
est la nature des glycannes de ce complexe. Pour ce faire, nous avons 
soumis ce complexe à deux types de traitements différents : 

- la B-élimination qui réduit et libère les glycannes liéS 
0-glycosidiquement à la chaine protéique par des résidus Serine et Threoni' 
ne et coupe la protéine où restent attachés les glycannes liés N-glycosidi· 

quement par 1 'intermédiaire d'Asparagine. 

- l'hydrazinolyse qui libère les N-glycannes mais détruit 

les 0-glycannes . 

. . "' 
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PRELIMINARY RESULTS ON THE CARBOHYDRATE MOIETY 

OF FACTOR VIII/VON WILLEBRAND FACTOR (FVIII/vWf) 
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Human FVIII/vWf, purified 9 000 fold, was prepared from therapeutic 
concentrates by gel filtration and by immuno-affinity chromatography 
on insolubilized immunog1obulins isolated from a rabbit immunized 
wi th the plasma of a patient devoid of FVIII R:Ag. The se preparaçi.ons 
which contain coagulant activity and agglutinate normal washed human 
platelets in the presence of ristocetin are immunologically pure. 
The carbohydrate moiety of this highly purified FVIII/vWf was sub
mitted to analysis by gas liquid chromatography and thin layer chro
matography before and after hydrazinolysis and alkaline-borohydride 
treatment. The total carbohydrate content is 14.4 p. cent (w/w). Man 
and GalNAc residues were identified, this resu1t indicating the co
existence of N- and 0-glycosidically linked glycans (70 and 30 p. 
cent respectively). After hydrazinolysis it was demonstrated that 
the N-glycosidically linked glycans do not contain GalNAc residues. 
One major glycan belonging to the N-acetyllactosaminic type with a 
bi-antennary structure has been characterized by thin layer chroma
tography. The alkaline-borohydride treatment procedure reduced all 
the FVIII/vWf GalNAc to GalNAc-ol residues, demonstrating that they 
are all involved in the linkage of the O-g1ycans with the peptide 
chain and consequently they cannot be in oligos~ccharidic sequences 
inducing A-blood group activity. Furthermore, at least 10 0-glycosi
dically linked glycans were identified by thin layer chromatography. 
Thus, the high degree of heterogeneity of the FVIII/vWf carbohydrate 
moiety requires further structural studies in or4er to precise which 
class of glycans is involved in the biological activity of~;(vWf. 

~words 1 Factor VIII/vWf - Carbohydrates - Clycans -
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INTRODUCTION 

Human factor VIII/von Yillebrand factor (FVIII/vWf) is a complex 
containing a coagulant activity (FVIII:C) and an activity required for normal 
platelet hemostatic function which is carr~ed by a factor VIII-related antigen 
(FVIII R:Ag) and measured by its ability to agglutinate normal washed human 
platelets in the presence of ristocetin (FVIII R:RCo). Recent studies suggest 
that the carbohydrate moiety of FVIII/vWf is important for the binding of 
FVIII/vWf to platelets in presence of ristocetin and for the in vivo survival 
of the protein (J-6). Moreover, blood group A, B and H activities have been 
recently characterized on human FVIII/vYf (7). However, the carbohydrate com
position of FVIII/vYf is not yet precisely kno~ and the resulta published 
(8-10) have been obtained from preparations with different degrees of purity. 

The aim of this paper was to establish more precisely the monosac
charide composition of a preparation of highly purified FVIII/vWf and to de
termine the nature of its carbohydrate chains. 

MA!ERIALS AND METHODS fiii}\
~ Preparation and purification of factor VIII/vYf. Factor VIII/vYf was 

purified from therapeutic concentrates according to a procedure previously 
described (JI) : after gel filtration of factor VIII concentrates ( 1 500 
FVIII:C units) on a Biogel A-SOM column (2.6 x 80 cm), the void volume frac
tions were further purified by immuno-affinity chromatography on a column of 
immunoglobulins-Sepharose (2.6 x 30 cm). The immunoglobulins were obtained 
from the serum of a rabbit immunized with the plasma of a patient with severe 
von Willebrand's disease, devoid of Factor VIII/vYf (VIII R:Ag < 0.003 U/ml). 
The fractions not bound to the insolubilized immunoglobulins, called L-VIII, 
were submitted to immunological analysis and after delipidation according to 
Folch ~.{12) to checical analysis. 

Carbohydrate determinations. The centesimal carbohydrate compositio~ 
identification and molar ratio of monosaccharides of the intact glycoprotein 
and of its products of hydrazinolysis and 3 -elimination were determined by 
gas-liquid chromatography (g.l.c.). after met~anolysis and trifluoroacetylation 
using the technique described by Zanetta !!_!l. {13). 

Treatment with alkaline-borohydride was performed on delipidated 
L-VIII preparations as described by Aminoff et al. {14) with some minor modi
fications. The reaction was stopped by placing the solution in an ice bath 
and adding Dowex 50 x 8 (25-50 mesh, H + form) un ti 1 pH 4. 5 was reached. The 
mixture of reduced oligosaccharides and glycopeptides with N-linked glycans, 
which are stable in the conditions of 6 -elimination, was desalted by gel fil
tration on a Biogel P-2 column. 

Hydrazinolysis. A lyophilized and delipidated L-VIII preparation 
was hydrazinolysed according to Bayard et al. {15) : the sample (30 mg) was 
dried in vacuum over P205 and then heated 1n a glass sealed tube with 300 vl 
anhydrous hydrazine for 20 h at 105• C. The excess of hydrazine was evaporated 
under nitrog~n. The evaporation was repeated twice after addition of a few 
'ch:opa of toluene. The residual hydràzine was eliminated in vacuum over H2S04• 
Th\a procedure apecifically liberatea N-deacetylated clycans N-clycotidicall1 
linked and deatroyt o-linked &lyeana (16). The clycana vere further detalted 
as above and re-N-acetylated aceording to Reading et al. (17). 
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Thin layer chr~matography (t.l.c.). Oligosaccharides were chromato
graphed overnight on silica thin-layer plates (HPTLC Silicagel 60) with sol
vent : pyridine/ethanol/acetic acid/n-butanol/water (10 : 100 : 3 : 10 : 30 
by volume. In this solvent system, the glycopeptides do not migrate (18).' 

Other methods. FVIII coagulant activity was measured by a one-stage 
method (19), FVlli R:Ag by an immunoenzymatic assay (20) and FVIII R:RCo by a 
micro-titration technique (21). The protein concentrations were determined by 
the method of Loin")'.!.!...!!.." (22). 

Standards (purified N- and o- glycosidically linked glycans). The 
mixture of N-glycosidically linked glycans A (disialylated) and B (monosialy
lated) was prepared from human serum transferrin by hydrazinolysis and their 
atructures were determined (23) as follows : GlycanA: 1 NeuAc a 2- 6 Gal 
81-4 GlcNAc81-2 Man a 1-6 (NeuAc a2-6 GalS 1-4 GlcNAc81-2 
Man a 1- 3) Man 6 1- 4 GleNAc 8 1 - 4 GleNAc ; Glycan B : NeuAc a 2- 6 Gal 
8 1- 4 GleNAc 8 1- 2 Man al- 6 or 3 (GalS 1-4 GleNAc S 1-2 Man 
a 1- 3 or 6) Man 8 1- 4 GleNAc 8 1- 4 GleNAc. 

RESULTS 

L-VIII fractions, with a mean of .. 129 U FVIII R:Ag/mg, were purified 
approximatively 9 000 fold from human plasma with an overall yield of about 
7 p. cent. Their specifie FVIII:C and FVIII R:RCo activities were 29.3 and ·' 
34.5 U/mg respectively. These preparations gave no precipitation line against 
different antisera (anti-fibrinogen, - tibronectin, - immunoglobulins, - s
lipoproteins) and furthermore they induced in rabbits monospecific antibodies 
against FVIII/vWf. , 

The lipid content (21.5! 1.5 p. cent) was estimated on four lyophi~ 
lized L-VIII preparations by weighing the fractions extracted by the chloro
fo~thanol mixture; Although this amount was reproducible from one expe
riment to the other, we cannot yet assert that these lipids are not adsorbed 
on the glycoprotein. These lipidic fractions were submitted to analysis by 
g.I.e. and as no sugar could be detected, the resulta below are related to 
the whole carbohydrate moiety of the glycoprotein. 

The carbohydrate centesimal composition of FVIII/vWf (Table I) was 
determined on four lyophilized and delipidated L-VIII preparations. The appli
cation of g.l.c. to the study of the whole FVIII/vWf glycoprotein indicates a 
large amount of sugars (mean 14.4 p. cent) and NeuAc (mean 3.9 p. cent). 

· TABLE I 

Centesimal Composition of Delipidated FVIII/vWf. 

L-VIII preparations 2· 3 4 Mean 

Total carbchydrate content 12 17.2 14.5 13.8 ~ 14.4 

Heutral .onoaaccharides '·' 7 6.7 '·'' 6.32 

H-acetylhexo•amines 3.6 5.3 3.85 3.87 4. J6 
' 

N-acetylneuraminic acid 2.6 4.9 3.9 4.2 3.9 
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Identification and molar ratios determination of monosaccharides 
vere performed as described in ''Materials and Methods" and the results are 
summarized in Table II. The monosaccharides vere identified as mannose (Man), 
galactose (Gal), fucose (Fuc), N-acetylglucosamine (GleNAc). N-acetylgalacto
samine (GalNAc), N-acetylneuraminic acid (NeuAc) and molar ratios vere calcu
lated on the basis of 3 Man residues vhich make up the inner-core of N-glyco
aidically linked glycans containing GleNAc residues (24). 

TABLE II 

MOnosaccharide Molar Ratios of FVIII/vWf Glycans 

L-VIII preparations 2 3 4 Mean 

Mannose 3 3 3 3 3 
Galactose 4.1 3.8 4 3.4 3.83 

Fucose 1. 2 1 .13 1.3 1.06 1. 17 

N-acetylglucosamine 4.4 4.69 4.2 4.56 4.46 

N-acetylga~actosamine 1.14 1.12 0.92 0.84 

N-acetylneuraminic acid 2.4 3.4 3 3.43 3.06 

The simultaneous presence of Man, vhich is rarely identified in 
0-glycosidically linked glycans 1 and of GalNAc. a common marker of•many oligo
aaccharides Q-glycosidically linked to peptide chains (25) 1 indicates that 
FVIII/vWf probably contains both N- and 0-glycans. It is in order to verify 
this hypothesis that the purified FVIII/vWf preparations vere further sub
jected to alkaline-borohydride treatment and hydrazinolysis (Table III). 

TABU: III 

Comparison betve~n Monosaccharide Molar Ratios of Native FVIII/vWf 
(intact glycoprotein vith both N- and 0-glycans) (A) 1 FVIII/vWf aub
mitted to alkaline-borohydride treatment (reduced 0-glycans and 
N-glycopeptides) (B), and FVIII/vWf hydrazinolysate (N-glycans) (C). 

A B c 

Mannose 3 3 3 

Galactose 3.83 3.8 2.4 

Fucose 1. 17 1.19 1.4 

N-acetylglucosamine 4.46 4.2 4.2 

N-acetylgalacto•amine 1 0 0 
»-acetylgalacto•am!Ditol 0 0.99 0 

R-acetylneuraminic acid 3.06 3.6 1.3 
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Table III-B shows the monosaccharide molar ratio of the products of 
S-elimination of FVIII/vWf. This ratio is identical to those obtained from the 
intact FVIII/vWf molecule (Table III-A). In fact, during the alkaline-borohy
dride treatm~nt, the N-glycans, stable in reductive conditions, remained bound 
to peptidic chains, whereas the 0-glycosidically linked glyca~s were released 
and reduced. The CalNAc residues were quantitatively reduced into N-acetylga
lactosaminitol (CalNAc-ol) residues, so we can affirm that they are all in
volved in the linkage to serine or threonine residues and.that they do not 
belong to N-glycosidically linked glycans. Furthermore, the t.l.c. of the pro
ducts of 6 -elimination indicates a high degree -of heterogenei ty of the o-gly
cans (Fig. J) : at least JO migrating reduced oligosaccharides are characte
rized while the N-glycopeptides do not migrate in the solvent system used. 

... 
\ 
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1 

FIG. J 

Thin layer chromatography of FVIII/vWf 
0-glycosidically linked glycans relea
sed by alkaline-borohydride treatment 
(FVIII/vWf) and of the standard (S) : 
glycan C. 

The monosaccharide molar ratio of FVIII/vWf submitted to hydrazino
lysis is reported in Table III-C. As expected the Man, Fuc, GleNAc molar ratio 
was similar to those of intact FVIII/vWf and no GalNAc residues could be 
detected. This result confirms that FVIII/vWf N-glycans do not contain GalNAc 
residues. This monosaccharide molar ratio of FVIII/vWf hydrazinolysate (Table 
III-C) is in agreement with the existence of a glycan of the N-acetyllactosa
lllinic type with amonosialylated bi-antennarr structure and one additionnai Fuc 
residue (theoritical monosaccharide molar ratio: Man: 3, Gal : 2, Fuc: 1, 
GleNAc : 4, NeuAc : 1) (24). The t.l.c. of FVIII/vWf hydrazinolysate also 
gives evidence for a major component which migrates like the standard B (rig.~ 

On the basis of the FVIII/vWf centesimal composit.;on (Table I), the 
monosaccharide molar ratios (Table II) and the molecular weight of the major 
N-glycosidically linked glycan characterized after hydrazinolysis (Table III-C) 
ve can eatimate that the N-glycana represeut about 70 p. cent of the carbohy-
4rate moiety of FVIII/vWf. 
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FIG. 2 

Thin layer chromatography of FVIII/vWf 
N-glycosidically linked glycans relea
sed by hydrazinolysis (FVIII/vWf) and 
of the standards (S) : glycans A and B • 

The resulta of hydrazinolysis (Table III-C) showing the presence of 
3 Man residues in the major FVIII/vWf N-glycan, those of 8-elimination demons~ 
trating the existence of only 1 GalNAc-ol residue per reduced 0-glycan (Table 
III-B) and the molar ratio Man: GalNAc (3:1) obtained with the intact glyco
protein {Table III-A) allow the assumption that 0- and N-glycans of FVIII/vWf 
are in an equimolar ratio. 

DISCUSSION 

The method used to purify human FVIII/vWf in non-denaturing condi
tions provided sufficient amounts for chemical analysis. This preparation in
duced, like the Factor VIII obtained by heparin-Sepharosa chromatography (26), 
monospecific antibodies in rabbits and has the advantage of keeping in part 
its biological activities (FVIII R:RCo and FVIII:C). 

The lipid percentage of this preparation vas higher than those pre
viously published (8,27). This amount vas reprDducible from one preparation 
to the other and may be due to an adsorbtion of lipids onto FVUI/vWf moleculeS 
consecutive to our starting material and/or our purification method. However, 
since this lipidic fraction, which vas easily eliminated from FVIII/vWf glyco
protein, contains no detectable sugar, our analysis is related to the vhole 
carbohydrate moiety of FVIII/vWf. 

This report indicates that FVIII/vWf contains a total carbohydrate 
content (14.4 p. cent) higher than those of most previous studies (8- IO)but 
in agreement with the recent report of Sodetz et al. (7). Moreover ve confirm 
the respective ratios of neutral sugars, N-acetYThëxosamines, N-acetylneura
minic acid and N-acetylgalactosamine obtained by the latter authors (7). 

Previous publications have noticed the simultaneous presence of Man 
and GalNAc residues in FVIII/vWf vhich suggeststhe presence of 0- and N-glyco~ 
sidically linked glycans (5, 7, 9, 28). Our resulta clearly demonstrate the 
co-existence o! 30 p. cent of 0- and 70 p. cent of N-glycosidically linked 
glycans. Furthermore, by t.l.c., we have given evidence of the high degree of 
hei:uogeneity of thue slycani a at least JO o-linlc.ed oligouc:ch&ridu .u.d 
3 H-linkad &lycans are separated. 

The .alar ratio of the frOducts of hydra&inolysis lDdicates the 
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destruction of 0-linked glycans and suggesa the existence of a major N-linked 
&lycan of the N-acetyllactosaminic type probably having a monosialylated bi
antennary structure. These findings are confirmed by t.l.c. analysis. 

At last, some data are in contradiction with the findings of Sodetz 
et al. (7) who reported that FVIII/vWf oligosaccharides inducing blood groupA 
&ëtiVity may belong to glycans with alkaline-stable linkage. First, after 
alkaline-borohydride treatment, all the CalNAc residues are reduced so they 
are all involved in the linkage of the Q-linked glycans with the protein and 
tonsequently cannet support the A-blood group activi"ty which requires non-re
ducing terminal CalNAc residues. Secondly, as it was demonstrated by the ana
lysis of the products of FVIII/vWf hydrazinolysis, the N-glycosidically liriked 
&lycans, with alkaline-stable linkage, do not contain any CalNAc residues. In 
conclusion, none of these glycans possesses oligosaccharidic sequences able 
to induce A-blood group activity. These results and ethers experiments (29) 
luggest that the blood group activity of FVIII/vWf molecules is not related 
to their own glycans but is probably due to a miner contamination by a glyco-
lipidic or glycoproteinic blood component. . 

. In account of the high degree of heterogeneity of the carbohydrate 
moiety of FVIII/vWf, further structural studies will require fractionation 
followed by methylation, enzymatic analysis, nuclear magnetic resonance and 
mass spectrometry studies of glycans. The results may be fruitful to ascertain 
the type of oligosaccharides implicated in the biological activities of this 
tomplex molecule. 
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Les conclusions de cette étude, déjà avancées en partie 

dans l'article précédent, sont les suivantes: 
- la partie glycoprotéiniquè du F VIII:vWf comporte envi

ron 14,5 p.lOO de monosaccharides, ce résultat est en accord avec SODETZ 
et Mc KEE (706) et vient d'être pris comme base de calcul par GRALNICK 

(707). Il estbien différent de ceux avancés avant 1979 (voir tableau VI 

p.32) ; 
- la présence simultanée de N-Acetyl G1ucosamine et N

Acetyl Galactosamine, mise en évidence également par SODETZ et al. (708) 

est en faveur de la coexistence de glycannes liés N- et 0- glycosidiquement 

à la protéine. L'ensemble de nos résultats confirme ce fait et permet 

de préciser que chaque sous-uni té du F VII I/vWf comporte certainement 
le même nombre (: 8) de chaînes N-glycanniques et de chaînons liés 0-glyco

sidiquement. 
- les compositions centésimales en monosaccharides que 

nous avons déterminé sont comparées dans les tableaux XX et XXI (p.208 

et 209) à ce 11 es trouvées par 1 es autres auteurs. I 1 est à noter que 1 es 

résultats que nous avons obtenu par chromatographie en phase gazeuse ont 
été confirmés, par 1 es techniques de dosage co 1 ori métriques, à partir 
d'une préparation de 10 mg. Néanmoins, ce procédé n'a plus été utilisé 

par 1 a sui te car i 1 nécessite de trop grandes quantités de matéri e 1 de 

départ. . 
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TABLEAU XX 
COMPOSITION CENTESIMALE, EXPRIMEE EN P.lOO DE PROTEINE, EN MONOSAC-

CHARIDES NEUTRES ET EN OSAMINES DU F VIII/vWf HUMAIN 

MONOSACCHARIDES 

Gal 

,IQNOSACCHARIDES 
~ NEUTRES 
1 

1 

Han 

Fuc 

REFERENCES TECHNIQUE DE LIBERATION 
ET DE DOSAGE 

SODETZ et al., ( 70!T) !hydrolyse acide;dosage enz y~ 
1 1atique 1 
1 1 

KAO ~· (710) !hydrolyse acide;dosage enzy~ 
1 matique 1 
1 1 

MORISATO et GRALNICK !hydrolyse enzy-;dosage enz~l 
(711) . 1 utique utique 1 

1 1 
GRALNICK et al.,(712) !hydrolyse acide;dosage enzy~ 

- 1 utique 1 
1 1 

Moyenne des résultats lméthanolyse phase gazeu~ 
LILLE 1 1 

RESULTAf 

+ 
2,43 - 0,23 

+ 
2,97-0,27 

+ 
3,11-0,19 

• 2,97 -0,32 

3,57 

----------------------r---------------------------r----------------------1 
SODETZ et al., (709 1 ) !hydrolyse acide;dosage enzy~ 3,15~0,45 · 1 

1 -- 1 matique ou calorimétrique 1 1 
1 1 1 

Moyenne des résultats l•éthanolyse ; phase gazeuse! 2,80 1 
LILLE 1 1 1 

----------------------r---------------------------1----------------------1 
SODETZ et al., (709 1 ) !hydrolyse acide;dosage 1 0,97~0,10 G@,'-., 

-- 1 colorillétrique 1 LI U 
GRALNICK et al., P-12) 1 hydrol:,s e ëk:ide; dosage co lori-! 0,89 LE 

-- 1 ' •étrique 1 · 1· 
Moyenne des résultats lméthanolyse ; phase gazeuse 1 0, 99 1 

LILLE 1 1 1 
----------------------r---------------------------r----------------------1 

Gal+Man+Fuc Hoyen~e dès résultats !hydrolyse acide; dosage c~ 6,89 1 
~'-...... · LILLE 1 rhétriquel 1 
· .. ---------------r----------------------1---------------------------1----------------------1 

MARCHES! et al., (713) !hydrolyse acide;échanged 1ion' 2,7 1 
- 1 1 1 

SODETZ et al., (709 1 ) !hydrolyse acide;échanged 1 ion~ 4,00.~0,40 1 
-- 1 1 1 

GRALNICK et al., (712) !hydrolyse enzy-;colorimétriel 3,60 ~ 0,66 1 
- 1 utique 1 1 

Glc NAc 

1 1 1 
Moyenne des résultats lméthanolyse ; phase gazeuse! 3,97 1 

LILLE 1 1 1 
----------------------r---------------------------r----------------------r 
HARCHESI et al., (713) !hydrolyse acide;échanged 1ion~ 0,17 1 

- 1 1 
SODETZ et al., (709•) jhydrolyse acide;échanged 1i01~ 0,73~0,09 1 

- 1 1 1 
Gal NAc 

Moyenne des résultatsl•éthanolyse ; phase gazeuse! 0,89 1 

Glc WAc+Gol NAc r-;:;;,.,l:~~[ ,,;:ï;:~d•oly:; acid•:do,;;:-;;;-f···· ····4,9;- ••••• : 
\. f LILLE l colori•étrie j 
~ 1 1 1 , 
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TABLEAU XXI 
COMPOSITION CENTESIMALE, EXPRIMEE EN P.lOO DE PROTEINE, 

EN ACIDE SIALIQUE DU F VIII/vWf HUMAIN 

1 1 
1 REFERENCES 1 TECHNIOUESDE LIBERATION ET 1 
1 1 DE DOSAGE DEL 1 ACIDE SIALIOU~ 
1 1 1 
1 1 1 
1 LEGAZ et al. (714) 1 hydrolyse acide,* 1 

1 1 1 
1 GRALNICK ~ (715) 1 hydrolyse acide,* 1 

1 1 1 
1 SODETZ et al. (716) 1 hydrolyse acide,* 1 
1 1 hydrolyse enzymatique,* 1 

1 1 1 
1 GRALNICK et al. (717) -1 hydrolyse acide,* 1 
1 1 hydrolyse enzymatique,* 1 

1 1 1 
1 SODETZ et al. (718) 1 hydrolyse acide,* 1 
1 hydrolyse enzymatique,* 1 

1 1 
1 ROSENFELD et KIRBY (719) hydrolyse acide et enzyma- 1 
1 tique,* 1 

tBiliLBI~LL··>\ -Il ~ KAO et al. (720) hydrolyse acide,* _ 

1 MORISATO et GRALNICK (721) non précisée,* 1 

1 1 
1 DE MARCO et SHAPIRO (722) hydrolyse acide,* 1 

1 1 
1 GRALNICK ~ (723) hydrolyse acide,* 1 

1 1 

RESULTAT 

0,9 à 1,2 

+ 1,18-0,24 

+ 4,74-0,46 
+ 4,93 -0,46 

+ 3,32-0,23 
+ 

3,47-0,32 

+ 3,7-0,32 
3,51 

4,00 

+ 3,55 -0,43 

+ 3,38 -0,28 

+ 4,03-0,49 

+ 4,47-0,43 

1 GRALNICK et al. (724) hydrolyse acide,* 1 5,08 
1 hydrolyse enzymatique,* 1 4,68 à 5,02 
1 1 1 1 1 ~---------------------------r--------------------------1 
1 MOYENNE DES RESULTATS-LILLE 1 hydrolyse acide·,phase gazeu~ 4,56 1 
1 1 hydrolyse acide,colori111étrieft 6,19 1 
1 1 1 1 
1 1 1 1 

(*dosages par la technique à l'acide thiobarbiturique de WARREN 724 1 ) 
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YI -ACTIVITE DE GROUPE A ET B ASSOCIEE AU FACTEUR VI 1 1/FAC

lEUR WILLEBRAND 

Cet article fait suite à une publication de SODETZ et 

!!.:. (725) qui font état de l•existence. de structures oligosaccharides) 

caractéristiques de celles supportant les activités de groupe A, B, O.J 

dans la molécule F VIII/vWf. Cette conclusion étant en désaccord avec 

nos résultats tendant à montrer que tous les résidus de N-Acetyl Galactosa

ntine de cette molécule sont impliqués dans la liaison avec la protéine 

car ils sont réduits, lors du traitement par le borohydrure de K en milieu 

alcalin, au cours de la B-élimination (voir articles,p.l94et201); nous 

avons d • abord recherché si nos préparations de F VII I/vWf, comme ce 11 es 

de SODETZ et al., présentaient une activité de groupe A,B/0. Ensuite, 

nous avons mis en évidence la relation entre le groupe A,B/0 du sang à 

l•origine de la préparation du F VIII/vWf et 1 •activité de groupe de cette 

Préparation. Enfin, en montrant la possibilité de contaminer le F VIII/vWf 

Par des substances support d•activité A,B/0, nous avons avancé une hypothè

se, toute autre que ce 11 e de SODETZ et a 1 . ( 725 ) , concernant 1• origine 
de l•activité de groupe des préparations de F VIII/vWf. 

\ 
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INTRODUCTION 

H UMAN factor VIII/von Willebrand factor (F VIII/vWf) isolated 
from plasma is associated with both procoagulant activity (F 

VIII:C) and an activity required for normal platelet hemostatic 
functi~n (F VIII:vWf) carried by a factor VIII related antigen (F 
VIII R:Ag). This hemostatic function is related to the ability of 
factor VIII R:Ag to agglutinate normal human platelets in the 
presence of Ristocetin (VIII R:RCo). The carbohydrate portion of 
F VIII/vWf plays a role in its binding to platelets and their agglu
tination in presence of Ristocetin, and in its hepatic clearance [1-6]. 
Recently SODETZ et al. [7] have stated that oligosaccharide structures 
characteristic of blood group A, B/0 are covalently linked to the 
F VIII/vWf molecule. This conclusion is founded on their obser
vation that F VIII/vWf purified from pooled plasma possesses A, 
B and H blood group activities. It does not seem to be in agreement 
with one of our preliminary results relating to the chemical analysis 
of the carbohydrate portion of this molecule [8]. We have thus 
further studied the blood group activities of different preparations 
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Accepted: 17 April 1981. 
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of F VIII/vWf isolated from either pooled or individual plasmas, 
and the glycans released from F VIII/vWf by different chemical 
treatments in order to elucidate these contradictory results. 

MATERIALS AND METHODS 

Factor VIII/vWf preparations 

Factor VIII/vWf was purified as previously described [9] from 
therapeutic antihemophilic A (AHA) concentrates prepared from 
pooled plasmas by the C.R.T.S. Lille or from individual plasmas 
obtained in large amounts during therapeutic plasmapheresis. The 
void volume fractions (VIII +) obtained after gel filtration on Biogel 
A 50 M were either directly analysed or further purified by immuno
affinity chromatography on, immunoglobulins from a rabbit immu
nized with the plasma of a severe vWd patient (absolutely devoid of 
F VIII R:Ag). The fractions (L-VIII) not bound to the insolubilized 
immunoglobulins were assayed for protein, and blood group A, 
B/0 activities. 

In an artificial contamination experiment, 0.5 ml commercial A 
and B blood group substances (Benasil Corporation, Miami) were 
added to 2.5 ml of a preparation of VIII + obtained from 0 group 
blood, incubated 1 br at 37°C, and further submitted to gel filtration 
and affinity chromatography. 

Preparation of factor VIII/vWf glycans 

Two different chemical treatments were performed on prepara
tions L-VIII obtained from therapeutic concentra tes prepared from 
pooled plasmas. After lipid extraction by chloroform-methanol one 
part of the preparation was submitted to alkaline-borohydride treat
ment in the condition described by AMINOFF et al. [10]. The mixture 
of reduced oligosaccharides corresponding to 0-linked glycans and 
peptides with N-linked glycans was desalted by gel filtration on 
Biogel P 2. Hydrazinolysis acording to BAYARD et al. [11] was 
performed on the other part of one delipidated preparation; this 
procedure specifically cleaves asparaginyl-glucosaminyl linkages and 
destroys 0-glycans. The glycans released were further desalted and 
re-N-acetylated as described by READING et al. [12]. 

Hemagglutinatlon inhibition assays 

Samples of factor VIII (50 l11) to be assayed were serially diluted 
2 fold with 20 mM Imidazole • HCl, 0.14 M NaCl pH 7.2 and incubated 
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2 hr at 22°C with 50 1-11 of appropriately àiluted antisera (prepared by 
the C.R.T.S., Lille; anti·A and anti·B were human sera and anti-H 
lectin was prepared from Ulex Europaeus). To this solution were 
then added 100 Ill of a 3% suspension of appropriate erythrocytes 
(A

1
, B or 0). Incubation was for 60 min at 22°C. The results of 

blood group activity were expressed as the concentration of protein 
from each factor VIII preparation required to prevent agglutination. 

Monosaccharide analysls 

The amino sugars were identified and measured by gas-liquid 
chromatography after methanolysis and trifluoroacetylation using the 
technique described by ZANETTA et al. [13]. 

RESULTS 

The results reported (Table I) show that F VIII/vWf isolated 
by gel filtration of AHA concentrates prepared from pooled plasmas 
(VIII +) inhibits the agglutination of A1 and B erythrocytes by an ti-A 
and anti-B sera respectively. This inhibition persisted even after 
ultimate purification of F VIII/vWf by immuno-affinity (L-VIII). 
However, bath preparations, VIII + and L-VIII failed to inhibit 
anti-H serum. 

TABLE I 

Type A and B blood group activity of human factor VI/1/vWf isolated from 
therapeutic AHA concentrates by gel filtration (V III +) 

or immuno-affinity (L-VIII). 

MINil\WW AMOUNT OP PROTEIN (!li) REQUIRED FOR 

SAMPLE HE.\tAGGLUTINATION INHIBITION OP DILUTED SERUM 

An ti-A Anti·B Anti-H 

VIII+ ......... 4 8 > 256 
L-VIII ......... 8 8 >256 

The results of analysis of preparations VIII + purified from 
individual plasmas of patients with different ABO phenotypes are 
reported in Table II. They give evidence that F l/III/vWf obtained 
from blood with 0 activity did not inhibit anti-A nor anti-B sera (3 
experiments). On the other hand, F VIII/vWf purified from plasmas 
of AB donors inhibited bath antisera. F VIII/vWf isolated from A 
blood inhibits anti-A but not anti-B serum and vice-versa. It is 
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therefore evident that for the different samples of F VIII/vWf tested, 
inhibition of hemagglutination reflected the ABO activity of the blood 
from which they were isolated. 

TABLE II 

Type A and B blood group activities of fraction L-V/JI isolated from plasma 
of different ABO phenotypes. 

ABO PHENOTYPE 

Mt:-<!MUM AMOUNT OF PROTEUI ij.Lg) REQUIRED FOR 
Hn!AGCLUTINATION INHIBITION OF DILUTED SERA 

An ti-A Anti-B 

0 ........................ . 
AB ..•.•........•.•.•••.•• 

> 103, > 147, > 418 
90 

> 103, > 147, > 418 
1.4 

A ........................ . 7.2 230 
8 ....................... . 370 1.44 

As shawn in Table III, a mixture of F VIII/vWf from 0 blood 
(VIII + 0) and A and B blood group substances submitted to the 
same purification steps as F VIII/vWf from AHA therapeutic con
centrates give VIII + and L-VIII preparations inhibiting hemaggluti
nation of A and B erythrocytes. It is thus probable that the blood 
group activity is due to contamination. 

TABLE Ill 

Persistence of A and B blood group activity during purification of F VI/1/vWf 
from 0 blood with added A and B blood group substances. 

\ 

F VIII/vWf from 0 blood (VIII + 0) : 
Mixture of VIII + 0 and A, B subs-

tances: ............................. 
Fraction obtained in Vo after gel fil-

tration of the mixture described 
above: ······························ 

Effluent obtained du ring lmmuno-
affinity of the Vo described above : 

MINIMUM AMOUNT OF PROTEIN ij.Lg) 
REQUIRED FOR HEMAGCLUTINATION 

INHIBITION 

An ti-A Anti-B 

> 418 > 418 

0.39 0.39 

0.84 0.84 

1 2 

In order to determine whether blood group activities were really 
part of the F VIII/vWf molecule, we analyzed glycans of factor 
VIII (Table IV). Carbohydrate analysis of native factor VIII/vWf 
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which inhibits anti-A and anti-B sera identified the presence of GleNac 
and GalNAc. This result is in favour of the simultaneous presence 
of Q. and N-linked glycans, and was supported by further experi· 
ments [14]. To carry specifie A blood group activity, the GalNac 
residues must be in non·reducing terminal positions, « 1 - 3 linked 
to Gal residues of oligosaccharides with the H determinant. As ~ • 
elimination reduced all the GalNAc residues of factor VIII/vWf 
(Table IV, B), it can be concluded that all the GalNAc residues are 
implicated in the linkage with serine or threonine residues of the 
peptidic chain. This result is confirmed in part C of Table IV 
showing that the N-glycans of F VIII/vWf do not contain GalNAc. 
Moreover, the hemagglutination assays give evidence that neither 
7.2 !lg of a mixture of 0- and N-linked glycans nor 50 Il& of N
linked glycans are able to inhibit hemagglutination of A and B 
erythrocytes. 

TABLE IV 

Amino sugar values and hemagglutination inhibition assays obtained with: 

A B c 

~ 
GleNAc 3.4 3.3 3.3 

PERCENTACE OF GaiN Ac 0.76 0 0 
GalNAc-ol 0 0.8 0 

Minimum amount of anti·A 1.15 > 7.2 50 
monosaccharides (tl&) ~ required for hemagglu· 
ti nation inhibition of 1 anti·B 1.15 > 7.2 50 diluted sera. 

A • Native L-VIII preparation. 
B • Mixture of alycans and glycopeptides released by alkaline-borohydride. 
C • Glycans obtained after hydrazinolysis of L-VIII. 

DISCUSSION 

The first part of this report confirms the observation of SooErz 
et al. [7] concerning the presence of A and B blood group activities 
in purified preparations of human factor VIII/vWf isolated from 
pooled plasmas. The minimum amount of glycoprotein inhibiting 
anti-A serum reported by these authors was 0.8 !lg. In conditions 
of hemagglutination somewhat different, and using twice their con· 
centration of antisera, we found that our preparation of F VIII/vWf 
inhibited anti·A at a minimum concentration of 4 !lg. The amount 
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of F VIIIjvWf which inhibits anti·H 'serum was not stated precisely 
by SoDETZ. We failed to demonstrate this anti-H inhibition with 
our preparation but this result is . not surprising since RouGER et 
al. [15] have reported that only immune anti-H permits the detection 
of H substance in plasma. 

As we have shown the existence of a relationship between plasma 
substances and the inhibition of hemagglutination of F VllljvWf 
preparations, and as the ability of factor VIIIjvWf complex to adsorb 
different molecules (suggested by the presence of albumin, IgG and 
IgM in the void volume fractions of a Biogel A 50-M column) is 
known, we postulated that the blood group activities demonstrated 
could be due to contamination of factor VIIIjvWf by plasma subs
tances carrying A, B/0 oligosaccharide structures. Furthermore, the 
demonstration of AB blood group activity in a preparation of F VIII/ 
vWf obtained after gel filtration of a mixture of A and B glyco
proteinic substances and F VIIIjvWf isolated from 0 blood group 
plasma also supports this hypothesis. 

Finally, direct analysis of glycans of F VIIIjvWf released by 
~·elimination or hydrazinolysis rules out the possibility that 
oligosaccharides either 0-linked or in an alkaline-stable linkage to 
the polypeptide, carry A and B blood group activities. This result 
is in contradiction with the conclusion of SooETZ et al. [7] who 
assume that N-linked glycans of F VIIIjvWf support A, B/0 blood 
group activity. · 

The problem remains why F VIIIjvWf preparations which have 
no glyèanic structures able to support A, B/0 blood group activity 
inhibit hemagglutination of A and B erythrocytes. As minute amounts 
of oligosaccharides with A B/H determinants inhibit hemagglutination 
(for example, 4 ng of glycans of asialo-submaxillary mucine are suf· 
ficient to inhibit hemagglutination of A erythrocytes [7]) our expia
nation is that there are sorne minor contaminants adsorbed on 
F VIIIjvWf which carry blood group activity. It is possible that 
these contaminants do not appear during direct analysis of glycans 
because they are glycolipidic in nature and are in fact extracted 
by the chloroform-methanol treatment which precedes ~·elimination 
and hydrazinolysis. SooETZ et al. considered this explanation but 
excluded it because 97% of the GalNAc residues are recovered in 
protein fractions after lipid extraction. However, less than 3% of 
the GaiNAc of factor VIIIjvWf may be sufficient to inhibit hemag
glutination of A erythrocytes. 

The experiments presented in this paper do not yet permit the 
definition of the nature of oligosaccharides carrying A, BfO blood 
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group activlty In F VIII/vWf preparations but exclude the possibility 
that one of the N- or O·glycans of F Vlli/vWf possesses A, B/0 
determinants. 

SUMMARY 

This report presents further progress on the characterization of 
blood group activities associated with F VIIIfvWf. Evidence is 
provided that a relationship exists between the nature of the soluble 
blood group substance of plasma and of F VIIIfvWf isolated from 
this plasma. A mixture of F VIII/vWf from 0 blood group plasma 
with A and B substances leads to a purified F VIII/vWf with AB 
blood group activity. Furthermore, chemical analysis of glycans 
released from F VIII/vWf by alkaline-borohydride treatment or 
hydrazinolysis shows the absence of N-acetylgalactosamine residues 
in non-reducing terminal positions. These results suggest that the 
blood group activity of F VIIIjvWf preparations may be related 
to minor contamination of this molecule by glycolipidic or glyco
proteinic plasma components with A or B oligosaccharide structures. 

RESUME 

Une activité de groupe sanguin A, B/0 est associée au facteur 
VIII/vWf. Nous montrons tout d'abord, par inhibition d'hémagglu· 
tination, que cette activité est identique à celle du sang dont il est 
isolé. 

L'analyse chimique des glycanes libérés par ~-élimination ou par 
hydrazinolyse du facteur VIIIjvWf. purifié à partir de concentrés 
thérapeutiques (pool de plasmas de donneurs de tous phénotypes A, 
B/0), ne permet pas de mettre en évidence de résidus de N-acétyl· 
galactosamine en position terminale non réductrice. En conséquence, 
aucun des glycanes du facteur VIIIfvWf, qu'il soit lié 0- ou N-glycosi· 
diquement à la copule protéinique, ne peut être le support de la 
séquence oligosaccharidique spécifique de l'activité de groupe A 
précédemment mise en évidence. 

Nous avons montré qu'en mélangeant du facteur VIIIfvWf pré· 
paré à partir de plasmas de sujets 0 avec des substances A et B 
solubles on obtient, après purification, du facteur VIII/vWf doué 
d'activité de groupe A et B. Connaissant la capacité du facteur 
VIII/vWf d'absorber diverses molécules, en particulier l'albumine, 
les IgG et les IgM, ce résultat peut s'expliquer par adsorption des 
substances sur le facteur VIIIfvWf. Nous suggérons donc que ce sont 
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des contaminants plasmatiques mineurs, -de nature glycolipidique ou 
glycoprotéinique, qui confèrent au facteur VIII/vWf son activité 
de groupe A, B JO. 
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L•ensemble des résultats présentés concourt à nous 
fa; re . penser que ce sont des contami nants, non détectab 1 es par des techni

ques immunologiques, du F VIII/vWf qui sont à 1•origine de 1•activité 

A et B des préparations de F VIII/vWf. Cette hypothèse n•est compatible 

avec les résultats de SODETZ et al. (725) que si le procédé de délipidation 

qu•11s appliquent à leur préparation sans en modifier 1 •activité de groupe, 

est insuffisant. Personnellement, au cours des délipidations nous avons 
Obtenu des agrégats,insolubles en milieu aqueux, que nous n•avons pu analy

ser par technique d•inhibition d 1 hémagglutination et, de ce fait, nous 
n•avons pu vérifier ce point. 

YlJ · - DETERM 1 NAT 1 ON DE LA STRUCTURE DU N-GL YCANNE MAJEUR 

llitFACTEUR VIII/vWF HUMAIN 

Cette étude récente qui a abouti à la connaissance 

de la structure complète du glycanne représentant plus de 40 % de 

la copule glycannique du F VIII/vWf est le fruit de collaborations. 

Pour notre part, en collaboration avec B. SAMOR, nous avons contribué 

a la préparation et aux contrôles de pureté du F VIII/vWf ; l 1 isolement 

et l•ëtude de la composition et de la séquence des monosaccharides 

du N-glycanne majeur ont été réalisés essentiellement par P. DEBEIRE 

dans le laboratoire de Chimie Biologique de 1•université des Sciences 

et Techniques de Lille I, sous la direction du Professeur J. MONTREUIL, 

enfin, leurs résultats ont été confirmés et complétés par une étude 

en spectroscopie NMR, de H. Van HALBEEK et de J. VLIEGENTHART, dans 

le département de chimie bio-organique de 1 •université d•utrecht. 
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STRUCTURE DETERMINATION OF TH[ MAJOR ASPARAGINE-LINKED SUGAR ëHAIN OF HUMAN 
FACTOR VIII/VON WILLEBRAND FACTOR. 

I -: INTRODUCTION 

i.S 
Human factor VIII/von Yillcbrand factor (F VIIIfvWf) 

and an "cti"itY a coroplex containing a coagulant activity (F VIII : C) ~ 

required for normal platelet hemostatic function which is carried ~ 
. 'tS 

a factor VIII - related nntigen (F VIII R : Ag) and measured by 1 

nee 
ability to agglutinate normal washed huroan platelets in the prese 

of ristocetin (F VIII R : RCo). Recent studies suggest that the csr" 

bohydrate moiety of F VIII/vWf is important for the binding of the 
, vi.VO 

latter to platelets in the presence of ristocetin and for the ~ 

[ ] 
tllat 

survi~al of the protein 1-7 • We have previously demonstr~ted 
. csll1 

the carbohydrate moiety of F VIII/vtvf contains N- and 0-glycosidl. 

linked glycans. After hydrazinolysis, a major glycan of 
l" 

the .!i,-acetY 

rsph1 
lactosaminic type bas been characterized by thin-layer chromatoS 

8 • In this paper, on the basis of the carbohyBrate compositl. [ J ·~ 

and 500"' the results of methylation analysis, mass spectr.ometry and 

1 .. thiS H-NMR spectroscopy, we des~ribe the primary structure or 

major glycan. 

2 - MATERIALS AND METHODS 

Human F VIII/vtvf was purified from therapeutic 

trates according ta a procedure previously described [ 9] • 

(! 0 I!IS) 
A lyophilized and delipidated F VIII preparation 1 

J d c:l1" ' 
was hydrazinolyzed according to Bayard and Montreuil [ 10 an 

• tl1 
liberated, !-deacetylated glycans were !-reacetylated, first ~1 · 
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L 14c] -aceÙc anhydride (C.E. A., 

labelled acëtic anhydride ( 11] • 

• 
5-10 mCi/mM) and then with non-

The liberated glycans were separa-

ted by high-voltage electrophoresis on Whatman 3~ru paper in the buf-

fer : pyridine 1 acetic acid. l water (18 : 6 : 2320 v/v ; pH 5.4) 

[ 12] , at 75 V/cm. The radioactive spots were eut and. eluted with 

water. Following standards were used: desialylated (A), monosialy-

lated (B) and disialylated (C) glycans of the N-acetyllactosaminic 

type prepared from human 'serum transferrin [ 13 J by hydrazinolysis. 

Molar ratios of neutral monosaccharides, N-acetylhexo

samines and !-ac~tylneuraminic acid were determined after methanoly

sis and trifluoroacetylation by gas-liquid chromatography [ 14} • 

Permcthylation of oligosaccharides (200 ~g) was carried out according 

to Finne·et'al. [ 15]. Methylglycosid~s resulting from methanolysis . 
of permethylated oligosaccharides were identified by gas-liquid chro-

matography-ma'ss spectrometry according to Fournet et· al. [ 16'] • 

For NMR analysis the oligosactharide fraction 3 (200 vg) 

was repeatedly exchanged in n2o (99.96 atom 7. D, Aldrich), after 

1 adjustment of the pH of the solution to 7. The 500-MHz H-NMR spec-

trumwasreccrded on a Brucker WM-500 spectrometer, operating in the 

Fourier transform mode at a prob.e temperature of 27°C (for further 

experimental details, see [11] ). Chemical shifts are given rela

tive to sodium 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulphonate (indirectly 

to acetone in o2o : 6 • 2.225 ppm). 

. . 
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3 - RESULTS AND DISCUSSION 

3. 1. · SepaJi.a:Uon o 6' n..:gtrjco.~J..cUcal.e!f Un~è.d · 9l!fccuu bt( hiqh.:. v ott~ 

· Uec.t!Lopf1l'JJtUJ.i6 

By high-voltage electrophoresis of the [ 14c] -!:!_-re.ace' 

tylated glycans released from F VIII/vWf by hydrazinolysis, five fra~ 

tians were obtained (see fig. 1), which are constituted of neutral 

(fraction 1), monosialylated (fractions 2 and 3) and disialylated .. 
(fractions 4 and 5) oligosaccharides. These fractions appear to be 

tO' 
hetorogeneous by paper electrophoresis and/or by thin-layer chroroa 

graphy, except the major fraction 3. 

. oos 
The molar carbohydrate composition of the five fractl 

is given in table 1. The sugar moiety of fraction 3 represents _6° % 

· ·des of the total amount of the N-glycosidically linked oligosacchar~ 
tllj.S 

· of F VIII/vtJf. The structural iiwestigations were carried out on 

major and homogeneous fraction. 

glyc~~~ 
The pri.mary structure of the major !!_-glycosidic 

1 Coll' 

of F VIII/vWf \o7as established by 500-MHz H-NMR spectroscopy, in 
a te 

junction with per.nct~yl~tion ~nalysis. The results of the latter 

compiled in table 2. 
1 • !\ ~ 

The 500-MHz H-NMR spectrum of F VIII/v\-1! fract~0 
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RADIOELECTROPHOREGRAM OF THE OLIGOSACCHARIDES RELEASED FROM F VIII/vWF BY HYDRAZINOLYSIS 
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Table 1 

Molar carbohydrate <3> d composition Qf the oligosaccharides release 

from F VIII/vWf by hydrazinolysis and separated by high voltage 

electrophoresis. 

@ 
Combined Fraction 

Mono- oligo- • 
saccharide 1 2 3 4 5 

saccharides 

Man 3 3 3 3 3 3 

Gal 2.6 3 3.4 2 3.4 3 

Fuc 1.6 2 2 1.2 traces 1.2 

GleNAc· 4.3 4 4.8 '•. 2 4 4.8 

GalNAc 

NeuAc 1.2 0.85 1.6 2 

"Centesimal 
sugar content lOO 10 for each 

8 60 6 16 

fraction (i.) -
(a)Calculated on the basis of 3 mannose residues /molecule. 
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Table 2 

. (a)· 
Molar r~t1os of monosaccharide methyl ethers 

present in the methanolysate of the permethy-

lated major N-glycan isolated from F VIII/vWf. 

• 

IBU'\ 
---------------------------------------------------------------------~~ 

Monosaccharide methyl ethers Fraction 3 

(2,3,4)-He3-Fuc 0.8 

(2,3,4,6)-Me4-Gal }.. 0 

(2,3,4)-Me3-Gal 1.2 

(3,4,6)-Me3-Man 2 

(2,4)-Me2-Man 1.2 

(3,6)-Me2-GlcNAc(Me) 2.6 

(~)-Me\-GtcNAc(Me) 0.8 

(4, 7,8,9)-Me4-NeuAc(Me) 0.9 

(a) The molar ratios were calculated on the basis of 

2 residues of (3,4,6)-Me3-Man. 
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sho~vs the charac:teristic features of an oligosaccharide of the !!,~ace" 
. . 1• 

tyllactosarninic type, derived from a carbohydrate unit ~-glycosidica 
. 1 

ly linked to asparagine of a glycoprotein. The pres~nce of the usua 

mannotriose (4-3-4') branching core is clearly deducible from the ..... -
. d 

occurrence of the Man H-1 and H-2 signals. For Man-4, they are foun 
a 

at 6 • 5.133 and 4.195 ppm; for Man-3, at 6 = 4.78 and 4.253 ppro; .. 
and for Man-~', at 6 .. 4.926 and = 4.11 ppm, re~:pP.ctively. From 

these chemical shifts it can be concluded that a diantennary type of 

branching is concern~d [ 17] , 
• de• 

As to the extension of the core at the peripheral 5 ~ 

one of the t\vO ,!!-acetyllactosamine units that are e(1+2)-linked tO 

Han-4 and -4', bcars a NcuAc residue in a(2+6)-linkage to GaL E\'i"' - . 
denee stems from the cheroical shifts (éH-3a·x • 1. 718 ppm ; êH-3e<l -
2.669 ppm ; ôNAc-• 2.030 ppm) and the relative intensities of the 

pte 
NeuAc structural-reporter groups (~. [11] ), as well as from-the 

scnce of two distinct sets of reporter-group signals for the ~ace"' 
'c tyllactosamine units. The sialylated branch possesses the anomer~ 

• ve11' doublets of Gal and GleNAc at ~ • 4.445 and 4.606 ppm, respectl 

-The asialo counterpart shows H-1 doublets for Gal and GleNAc at 6 

ca.i~ 
4.469 and 4.581 ppm, respectively. Localization of NcuAc in a ce! 

bran ch could be readily achieved on the basis of the chemical 
• ftS 

sh~ 

of the a-Man H-1 signals [ J7]. The chP.mical shift value for H"' 1 of 

Man-4 (é • 5.133 ppm) points unambiguously to the presence of the 
• 

a(2+6)-linked NcuAc in the upper (i.e., 4-5-6) branch, whereas 
6}1"1 

- ... 
for Man-~' (4.926 ppm) confirms the asialo character of the lo~er 

i,S branch. This location of the NeuAc residue in the upper branch 
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corr.oborated by the chcmical shifts of the !i-ccetyl signals of Glr.

NAc-5 (ô • 2.069 ppm, pointing to (2-;.6)-sialylatio.n of the 5-6 branch) 
~ ~ ... 

and GleNAc-5 1 (ô • 2.048 ppm, ind{cating that Gal-6' is the terminal 
~ = 

residue in the lower branch) [ 17 J . 
Regarding the extension of the core at the 

reducing end, the Man-~ is 8(1-+-4)-linked to an N,N'-diacetylchito-

biose unit which bears a Fuc residue in a(1-+-6)-linkage to GlcNAc-l. 

The presence ~f the GlcNAc-s(1-+-4) [ Fuca(1-+-6)] GleNAc structural ele

ment cornes to expression in the occurence of doublets for the anome-
~-· 

rie protons of GleNAc-~ (0H-1 = 4.68 ppm) and Fuc ( 0H-1 = 4.87 ppro). 

The ll-5 and CH3 signals of Fuc, at ô = 4.11 and 1.208 ppm, respecti

vely point to its a(1-+-6)-linkage to GleNAc-!. In addition to the che

mica! shift for H-1 of GleNAc-a , the position of its ~-acetyl signal 

is decisive for the presence of Fuc in a(1-+-6)-linkage to GlcNAc-l 

[ 17] . The latter signal is, for the larger part (. 90 7.), observed 

at ô • 2.096 fPm, whereas only a minor part is found at ô • 2.080 

ppm,indicating that most of the' chains bear such a Fuc residue. 

Based on the aforeroentione~ NMR results, and 

those of the methylation analysis (see table 2), the primary struc-

ture of F VIII/vHf fraction 3, representing the major _!!-glycosidic 

glycan of this glycoprotein,. is established to be as depicted in fig. 2. 

The structure is identical to that of human lactotransferrin glyco

peptide D [ 18] , ~nd also to that of glycopeptide fraction B, deri

ved from secretory im.'1mnoglobulins A from human milk [ 1 9] • Compa

rison of the 500-MHz 
1
11-NMR date for the F VIII/vl~f fraction 3 des-

cribed in this paper with those acquired at'360 MHz for the aforemen-
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tioned glycopeptides rcveals that the reducing character of the oli-

gosaccharide released by hydrazinolysis and ~-reacetylation does not 

. markedly influence the chemical shifts of the structural-reporter 

groups of Fuc (1+6)-linked to GlcNAc-1 nor those of GlcNAc-2, 6(1+4)-
• c 

linked to GlcNAc-l.Obviously, the reporter-groups of GleNAc-! differ 

consiclerably when comparing oligosaccharide and glycopeptides (e.g., 

theNAc resonance of GleNAc-! is found here at ô • 2.039 ppm). Never-

thelcss, it should be emphasized that this study shows again the gene-

ral applicability of~he structural-reporter-group concept for the 

identification of glycopeptides, oligosaccharides and oligosaccharide

alditols [ 17 ,20] • 
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C 0 N C L U S I 0 N S . .. . . . . . . 

(Bù\ 
~ 

Nos recherches ont permis de contribuer à mieux connaître 
le F VIII/vWf notamment dans le domaine immunologique, diagnostique 
thérapeutique et biochimique. 

En ce qui concerne le domaine immunologique, notre 
ëtude sur l'action de divers anticorps polyclonaux sur le F VIII et 
le F vWf a montré que 

1°) Il existe des différences essentielles entre 
l•action d•un sérum homologue de malade révélant une activité anticoagu
lante anti -VIII:C et celle de sérums hétérologues de lapins immunisés 
avec des fractions\ ri ch es en facteur VIII et qui montrent éga 1 ement 
llne activité inhibitrice anti-VIII:C. Les premiers n•inhibent pas 
la rétention de plaquettes sur billes de verre de sang normal ou d1 hémo
Phile alors que les seconds la diminuent et l•annihilent même parfois 
Sans qu•il y ait cependant de relation entre le titre d•anticorps 
anti-VIII:C et l•intensité de l•effet inhibiteur de la rétention des 
Plaquettes sur billes de verre. Il apparaît donc que : 

a) le sérum homologue étudié contient 
essentiellement des anticorps qui agissent sur le facteur VIII mais 
qu•;1 ne comporte pas d•anticorps capables de neutraliser le site 
du F vWf responsable de la rétention des plaquettes aux billes de 
Verre. 

b) les sérums hétérologues de lapin qui 
Ont 1 a propriété de pré ci pi ter en formant un comp 1 exe avec 1 e F vWf 
et de neutraliser l•activité coagulante du facteur VIII contiennent 
deux types d•anticorps indépendants les uns sont dirigés contre 
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le facteur VIII et sont responsables de 1 •activité anti-VIII:C de 

ces sérums tand~s que les autres sont dirigés spécifiquement contre 

le F vWf car ils agissent aussi bien sur le sang normal ou d'hémophile 

A majeur. 

2°) Dans certaines conditions, des anticorps homologues 

isolés du plasma d'un hémophile A polytransfusé et d'un malade ayant 

spontanément déve 1 oppé un a nt i co agu 1 a nt a nt i-VIII: C, sont cap ab 1 es 

de fixer le F vWf. Plusieurs éventualités peuvent expliquer ces résultats 

et des expériences complémentaires seraient nécessaires pour conclure 

ce chapitre ; 

l'on pense actuellement, 

le F VIII et le F vWf ? 

a) existe-t-il, contrairement à ce que 

une certaine communauté antigénique entre 

b) ou existe-t-il, dans le sérum de certains 

malades avec inhibiteur anti-VIII:C puissant, du â des anticorps anti

F _VIII, une petite proportion d'anticorps dirigés contre le F vWf 

qu'on ne pourrait cependant mettre en évidence;ni par des réactions 
de précipitation ni par la recherche d'inhibition des activités liéeS 

au F vWf. -

3°) Il est possible de doser le F VIII R:Ag par une 

technique de dosage immune-enzymatique telle que la technique ELISA 

que nous avons mi se au point et qui requiert 1 a préparation d • anticorps 
hétéro 1 ogues, se 1 i a nt au V III R: Ag, coup 1 és à de 1 a peroxydase. Cette 

technique,beaucoup plus sensible que la technique d'électro-immunodiffusion 

qua:-titative, a, en outre, 1 •avantage tout comme les techniques radioimmu

nologiques, de ne pas être dépendante de la mobilité électrophorétique 
du VIII R :Ag à doser et d • être adaptée au dosage en série d • un grand 
nombre d'échantillons. 

· Dans • le dcmJine diagn~stique et thé~apeutique, nos 

travaux ont présenté les intérêts suivants : 

1°) Sur le plan du diagnostic, nous avons effectué, 

comme bien d'autres équipes, une étude comparative dans une population 

de femmes normales ou conductrices certaines d'hémophilie A, du rapport 
entre les ta11x d'ac+ivitg coaa"lanto 1/TTT·C ot d 0 uH·è=· \liTT o·AQ· 
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a) 1 e rapport de ces deux va 1 eurs 1 i éesJ 
l•une au taux F VIII, 1•autre à celui du F vWf, est en quelque sorte 
une constante biologique puisqu•il n•est pas modifié, chez un même 

:individu, dans des circonstances oQ nous avons montré que le taux 
· d•activité VIII:C est augmenté (après exercice musculaire, en fin 

de grossesse, au milieu du cycle menstruel). 

b) le dosage du VIII R:Ag est un élément 
très intéressant pour pouvoir assurer qu•une femme est conductrice 

d • hémophi 1 i e car 1 a majorité des conductrices certaines , qui ont un 
:taux de VIII:C se situant dans les limites de ceux trouvés chez les 

femmes normales, se distinguent de ces dernières par le fait qu•elles 
Ont un rapport VIII:C/VIII R:Ag inférieur à celui trouvé dans une 
Population témoin. 

2°) Nous avons également pu mettre en évidence un 
; ètat pathologique acquis simulant la maladie de Willebrand chez un 

j homme présentant ,par ailleurs, une macroglobulinémie de Waldenstrëm 
et montrer qu•n existait dans une de ses fractions d•Ig G purifiées 
un effet inhibiteur de 1 •activité VIII R:RCo du F vWf normal. 

3°)\Nous avons mis en évidence certaines formes anormales 
du VIII R:Ag chez les malades vWD, en comparant les résultats du dosage 
1 ~uno-enzymatique du VIII R:Ag avec ceux obtenus par la technique 
Classique d 1 électro-immunodiffusion quantitative. En effet, une mobilité 
èlectrophorétique anormale du VIII R:Ag, telle qu•on la trouve dans 
1
es formes appelées maintenant II A de la maladie de Willebrand, peut 

1
nduire des discordances entre les taux obtenus par les deux techniques, 

dues à une erreur par excès des résultats obtenus par électrophorèse .. 

4°) Nos expérimentations ont eu également un intérêt 
Sur 1 e p 1 an thérapeutique car nous avons mis au point une technique 

de préparation de concentrés de F VIII/vWf qui se sont avérés efficaces 

Pour le traitement des hér::ophiles A et des patients atteints de v~~D. 
Cette préparation a donc, contrairement aux autres concentrés thérapeuti
ques de F VIII, la capacité de corriger l 1 hémostase primaire des vWD 
et ceci nous parait être en relation avec le fait qu•elle contient 
~ne grandeproportion de formes polymérisées du F vWf. 
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Enfin, en ce qui concerne le problème de l'étude 
biochimique du F VIII/vWf,le bilan des recherches est le suivant : 

1°) Nous avons montré les limites de certainestechniques 
d'isolement du F VIII/vWf en mettant en évidence, par un contrôle 
immunologique minutieux, le fait que différents contaminants, qu'on 
pense éliminer par tamisage moléculaire car ils ont une MM bien inférieure 
à celle du F VIII/vWf, s'associent en fait à ce complexe et persistent, 
dans des proportions où ils peuvent entacher d'erreur les études biochimi· 
ques ultérieures, dans certains types de prépùration. 

2°) Nous avons mis au point une technique originale 
de chromatographie d'affinité sur immunoglobulines de lapin immunisé 
avec une préparation contenant tous les constituants plasmatiques, 
sauf le F VIII R:Ag. Ce procédé a l'avantage de permettre d'obtenir 
du F VIII/vWf pur, puisque n'induisant que des anticorps précipitants 
anti-VIII R:Ag chez le lapin, et encore doué, du moins en partie, 
de ses activités biologiques dans la coagulation (VIII:C) et dans 
l'hémostase primaire (VIII R:RCo). 

3°) Nous avons contribué à l'étude biochimique de 
1 a copule glycoprotéi ni que du F VII I/vWf en précisant sa composition 
en acides aminés et en monosaccharides. C'est vers la copule glycannique 
que se sont orientés les plus récents travaux. Ils ont permis de montrer 
l'hétérogénéité des glycannes puisqu'il existe à la fois une dizaine 
de 0-glycannes différents qui ne peuvent comporter des oligosaccharides 
support de l'activité de groupe A,. contrairement à ce qu'avait affirmé 
une autre équipe, et des glycann.es liés N-glycosidiquement à la chaine 
protéique. Cependant, il existe un N~glycanne majeur, contenant environ 
45 p.lOO des monosaccharides de ce complexe moléculaire, dont la structure 
hypothétique a été récemment vérifiée. Il s'agit d'un glycanne de 
type 1 actosami ni que, bi -antenné, monosi alyl é dont 1 a structure comp 1 ëte 
a été précisée p.229. 

Ainsi,à l'heure actuelle, nous partageons avec d'autres 
équipes avec qui nous collaborons, un ensemble de techniques et de 
résultats qui devraient nous permettre d'acquérir, dans 1 es prochaines 
années, des données intéressantes concernant le problème capital deS 
relations structure-activité du F VIII/vWf et de mieux comprendre 
notamment le mécanisme de l'intervention du F vWf dans l'hémostase 
primaire. 
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Nous envisageons tout d'abord, et cette étude est 
i déjà en cours, de mettre à profit nos connaissances actuelles sur 

la ~tructure des glycannes du F VIII/vWf pour étudier le rôle de ceux
ci dans safixation aux plaquettes. 

Nous projetons également d'essayer 
les techniques d'étude qualitative des glycannes du 

de mi ni at uri ser 
F VIII/vWf, que 

nous avons jusqu'ici appliqué à des préparations de plusieurs milligrammes, 
afin de pouvoir étudier la copule glycannique des formes anormales 
de F VIII/vWf telles que celles isolées de plasmas de malades appelées 
"variant de vWO". 

Enfin, mais cela ne sera possible que si nous pouvons 
ëtudier séparément le F VIII et le F vWf, nous aimerions pouvoir détermi
ner, au cas où le F VIII serait réellement de nature glycoprotéique, 
s; ses glycannes interviennent dans son activité coagulante VIII:C. 

\ 
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