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LISTE DES ABREVIATIONS

A H'A : Antihémophilique A

AHG : Globuline antihémophilique

AHF : Facteur antihémophilique

Con A : Concanavaline A

D E A E Sephadex : Diethylaminoethyl-Sephadex - Résine d'&changeuse d'anions
DFP : Diisopropyl-fluorophosphate

DTT : Di-thio-threitol

FvWf : Facteur de von Willebrand ~

FVIII : Facteur antihémophilique A

FVIII/vWf : Complexe formé des facteurs VIII et von Willebrand

FVIII:C, VIIIR:Ag; VIIIR:RCo, VIIIR:vWf, VIII CAg : Voir terminologie p. 8
GuHC1. Ch]orhydrate de guanidine |

HMW : Partie du FVIII/vWf, de masse moléculaire élevée, dissociée en
milieu de force ionique &levée = FvWf

-

LMW : Partie du FVIII/vWf, de masse moléculaire faible, dissociée en
milieu de force ionique &levée = FVIII

P AS : Reactif de Schiff & 1'acide périodique

PPP : Plasma pauvre en plaquettes

PRP : Plasma riche en plaquettes

SDS : Dodecyl-sulfate de sodium |

TS : Temps de séignement

u : Unité : par définition, 1 ml de plasma renferme 1 unité de VIII:C,

VITIR:Ag, VIIIRRCo, VIII:CAg
U anti-VIII:C : 1 Unité Bethesda inhibe 0,5 U de FVIII:C en 2h & 37° C
vo : Volume d'exclusion ou volume mort des colonnes de tamisage moiéculaire
VHMW : Formes trés polymérisées du FvWf
viD : Maladie de Willebrand.



INTRODUCTION

et et et ettt el

Des progrés considérables ont &té réalisés ces vingt
derniéres annges dans la connaissance des mécanismes physiopathologiques
de 1'hémostase*. Ainsi, de nombreux facteurs de coagulation ont pu
étre identifiés d'abord par leur activité coagulante, puis ultérieurement
par leurs propriétés antigéniques, et plus récemment encore, par leur
composition et structure biochimique. Parmi les facteurs ainsi étudiés,
le facteur VIII est celui qui a posé, et continue & poser, les problémes
les plus complexé§. Or son importance en pathologie est considérable
puisque son déficit conditionne tout 3 la fois cette redoutable affection
quiest 1'hémophiiie A, la plus fréquente et la plus grave des maladies

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

* L'hénostase désigne 1'ensemble des phénomdnes physiologiques qui permettent 1larrgt

des hémorragies survenant 3 la suite d'une lésion de 1l'endothélium vasculaire. Elle comprend
plusieursy étapes qui s'imbriquent les unes les autres :

- ‘l'héuostase primaire (ou temps vasculo-plaquettaire) qui aboutit

3 la fornation d'un thrombus au niveau de la bréche vasculaire.

- la coagulation sanguine (ou temps plasmatique) qui donne liey

3 la formation d'un réseau de fibrineqe; renforcer considérablement le thrombus primitif.

Ce mécanisme qui aboutit ) laAtransfornation du fibrinogdne, protéine soluble, en fibrine

insoluble, est trés complexe et met en jeu de nombreux facteurs de coagulation qui sont

soit des enzymes, soit des cofacteurs.
L'hémostase est suivie de la fibrinolyse qui va faire disparattre

le caillot en méme temps que l'on assiste ) la reconstitution de la paroi vasculaire.



L'étude de ces affections a semblé montrer que le facteur VIII est
synthétisé sous la dépendance d'au moins deux génes, 1'un situé sur
le chromosome X, 1'autre sur un autosome, qu'il joue un rdle 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 1'on
s'adresse & un systéme homologue ou hétérologue. En fait, les travaux
de ces derniéres années ont permis de lever en partie ces apparentes
contradictions en montrant que le facteur VIII du plasma, responsable
de l'activité coagulante, est associé@ & une autre molécule, de poids
moléculaire é&levé : le facteur Willebrand (F vWf) intervenant dans
1'hémostase primaire. C'est & 1'étude de ce complexe F VIII/VWf que

nous nous sommes attachés. -

Ce mémoire rapporte 1'essentiel des travaux ‘que,
sous la direction du Professeur M. GOUDEMAND, nous avons effectué
depuis 10 ans dans 1le Laboratoire d'Hémostase du Centre Régional de
Transfusion Sanguine de Lille. Ils s'inscrivent dans la 1ligne des
recherches, poursuivies depuis une vingtaine d'années dans ce laboratoire,
et consacrées aux problémes théoriques et pratiques de 1'hémophilie
et de la maladie de Willebrand. Elles avaient permis, entre autres
résultats, d'apporter une des premiéres démonstrations des propriétés
antigéniques du facteur VIII Jusqu'alors défini uniquement par son
activité coagulante. C'est ainsi que nous avons pu bénéficier de 1'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 é&galement eu la
possibilité d'étudier de trés nombreux échantillons de sang pathologiques,
grace a la trés active consultation des maladies hémorragiques fonction-
nant dans le cadre méme du Centre de Transfusion.

La tache majeure qui nous a é&té confiée, et dont
nous ne dissimulons pas le caractére trés ambitieux, é&tait de préciser
la composition biochimique du complexe F VIII/vWf et de déterminer
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 VvWf et en procédant & 1'étude comparée de 1'action des anticorps
hétérologues et homologues sur le F VIII et F vWf. Parallélement,
nous nous sommes attachés au probléme de 1'isolement du F VIII/VWf



et du contrdle de la pureté et de 1'activité biologique des préparations
obtenues. Ces travaux &taient un préalable nécessaire & 1'étude biochimi-
que de ces molécules et ils ont, en outre, permis la mise au point
d'un  procédé de fabrication des fractions thérapeutiques destinées
aux hémophiles A et aux patients atteints de maladie de Willebrand.
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 Lille I, sous la direction du Professeur J. MONTREUIL,
contribué & 1'stude 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/WWf qui ont fait 1'objet de 14 publications (p.102), comportera
donc deux parties : 1'une d'orientation immunologique, 1'autre plus
biochimique. I1 est précédé d'un chapitre dans lequel nous rappelerons
tout d'abord 1'état actuel des connaissances sur le F VIII/Wf, Te
Fwif et le F VIII. Celles-ci ayant progressé rapidement au cours
de ces derniéres années, nous indiquerons au passage les problémes
qui se posaient au moment od nous avons entrepris nos recherches.






GENERALITES
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HISTORIQUE

Les premiéres observations concernant des sujets atteints
de désordres hémorragiques qu'on peut, a posteriori, attribuer & un
déficit en facteur VIII, sont retrouvées dans le Talmud (V sidcle) et
les &crits des rabbins (1) qui signalent des hémorragies fatales lors
de Ta circoncision de certains Jjeunes garcgons apparentés. Le terme d'hémo-
philie, employé la premidre fois en 1828 ,par HOPFF (2) désigne alors
uneé maladie hémorragique congénitale qui atteint les sujets de . sexe
masculin mais est transmise par les femmes. Cette maladie est mise en
évidence par WRIGHT (3) en 1893 qui met au point le premier test biologi-
qué explorant 1'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 aprés transfusion
aveC du sang de donneur sain, font la preuve que 1'hémophilie est due
& un déficit d'un facteur plasmatique. En 1937, PATEK et TAYLOR (6)
mettent en &vidence le caractére euglobulinique de ce facteur et 1'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 1e sang ou le plasma des uns peut corriger les anomalies
de coagulation des autres, L'hémophilie classique, la plus fréquente,
appelée ultérieurement hémophilie A, est due au déficit en AHG qui est
appelé é&galement facteur antihémophiliqde A (AHF) puis, & partir de
1'&tablissement en 1959 de 1la nomenclature internationale des facteurs




de coagulation, facteur VIII. L'autre type d'hémophilie, appelée également
"Christmas disease" est de type B ; elle est due & un déficit d'un autre
facteur de coagulation, se distinguant du facteur VIII par le fait qu'il
est absorbable sur sulfate de baryum et que sa synthése dépend de 1la.
vitamine K. Ce facteur antihémophilique B s'est appelé successivement
PTC (Plasma Thromboplastin Component), facteur Christmas et facteur
IX.

En 1953, ALEXANDER et GOLDSTEIN (9), LARRIEU et SOULIER
(10), QUICK et HUSSEY (11) publient 1les observations de malades chez
qui, & une diminution du facteur antihémophilique A, est associé un
allongement du temps de saignement. Cette maladie qui s'avére identique
d celle décrite une vingtaine d'années auparavant par Eric Von Willebrand
est alors appelée maladie de Willebrand (vWD).

En effet, dés 1926, Von Willebrand (12) avait rapporté
1'observation d'une maladie hémorragique qu'il avait appelée "pseudo-
hémophilie" qui se distinguait des autres maladies hémorragiques dé&ja
connues de par son caractére congénital affectant les deux sexes, Tle
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 1la famille d'une jeune
fille de 1'fle Aland qui fut le cas princeps, avait été attribuée, 3
la suite d'une &tude faite plus tard en collaboration par Von WILLEBRAND

et JURGENS (13), & une thrombopathie constitutionnelle.

Dans la période qui suivit (1955-1970) s'é&tablit plus
précisément le diagnostic différentiel entre hémophilie A et maladie
de Willebrand (Tableau I p. §) : le déficit en facteur VIII est vérifié
chez les patients de 1'fle Kland par NILSSON et al. (14) et JURGENS
et al. (15) ; la maladie de Willebrand est observée dans de nombreux
pays et on montre qu'elle est caractérisée é&galement par un défaut de
1'adhésion des plaquettes "in vivo" aux lévres 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 1'injection de plasma normal (ou méme d'hémophi-
TeA) qui apporte & la fois le facteur VIIJet le facteur ayant un rdle
dans 1'hémostase primaire et qu'on dénomme facteur Willebrand (F vWf).



TABLEAU 1

PRINCIPALES CARACTERISTIQUES, CONNUES EN 1970, de 1'HEMOPHILIE A

MAJEURE ET DE LA MALADIE DE VON WILLEBRAND SEVERE.

l

MALADIE DE WILLEBRAND {vWD)

HEMOPHILIE A (HA)

Transaission

Syndrome hémorragique

Anosalies biologiques

temps de coagulation
temps de saignement
activité coagulante
liée au facteur VIII
adhésion des plaquet-
tes

Transfusions
— 0N

Autosomale

Héworragies spontanées,
Localisations cutanéo-
muqueuses.

norsal
allongé

diminuée

disinuée ou nulle

Correction par injection de
plasma normal ou d'HA

Life au chromosome X

Hémorragies provoquées,
Localisations musculaires
articulaires.

allongé
norsal

absente
normale

Correction par injection de

plasma normal sais pas d'a-

sélioration avec plasma de |
viD.

TABLEAU II

By

LLLE

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

PLASMA NORMAL PLASMA D'HEMOPHILIE A| PELASMA DE MALADE
MAJEURE ATTEINT DE
"WILLEBRAND" SEVERE

Activité +

lvité coagulante +++ 0 -
Activité Willebrand +++ +++
Antigane 1 ' *

geéne 1i€ au F VIII +++ +++ -




C'est & partir de 1971, date & laquelle ZIMMERMAN
et al. (18) réussissent & caractériser immunologiquement un antigéne
1ié au facteur VIII et montrent qu'il existe en quantité normale 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 1'existence de deux facteurs différents : le facteur VIII et le facteur
Willebrand.

La théorie wunitaire wvoulant qu'une seule molécule
soit le support des activités attribuées & la fois au facteur VIII et
au facteur VWf, a &té défendue par plusieurs équipes mais est, & 1'heure
actuelle, battue en bréche. En effet, i1 semble maintenant bien é&tabli,
en particulier aprés les travaux de VEHAR et DAVIE (19) sur le plasma
de boeuf, que 1'activité coagulante attribuée au facteur VIII et 1'activité
Willebrand sont supportées par deux molécules différentes, néanmoins
liées sous forme d'un complexe appelé F VIII/vKf. |

Ce sont les propriétés de ce complexe que nous allons
préciser dans le chapitre suivant avant d'envisager successivement les
connaissances acquises sur le facteur Willebrand et sur le facteur VIII.



LE COMPLEXE FACTEUR- VITI/vWrF

, Le complexe plasmatique appelé F VIII/VWf est, par
définition, 1e support moléculaire des activités biologiques attribuées
au facteur VIII et au facteur Willebrand : nous envisagerons donc tout
d'abord le rdle biologique de ce complexe. Nous résumerons ensuite Tles
travaux concernant son isolement puis les données acquises sur ses propri-
etés biochimiques et immunologiques. La synthése 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, 1iGes au complexe F VIII/vWf.
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TERMINOLOGIE

TABLEAU III
CONCERNANT LE FACTEUR VIII ET LE FACTEUR WILLEBRAND

N

VIIT:C

VIII R:Ag

VIII R:RCo

VIIT R:vWf

VIII:CAq

p.56) gracé i des anticorps hétérologues anti-vWf

I
I
I
I
I
I
I

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

antigéne dit "1ié au facteur VIII",en fait 1ié au
facteur Willebrand. Cet antigéne est détecté et
dosé par diverses techniques immunologiques (cf

(cf p.38).

activité cofacteur de la ristocétine, supportée
par le facteur Willebrand et nécessaire & 1'agré-
gation de plaquettes humaines'en présence de risto-
cétine (cf p.59.

I
|
|
I
I
|
I
I
I
I
I
I

|

|
activité physiologique du facteur Willebrand, assuq
rant 1'adhésion des plaquettes au sous-endothéliu |
détectée "in vivo" par la mesure du temps de sai-
gnement.
antigéne support de 1'activité VIII : C, détecté
et dosé par des techniques immunologiques & 1'aide

|
|
I
|
}
d'anticorps homologues anti-VIII (cf p. 95). {
|




I ROLE-BIOLOGIQUE DU F VIII/vHWF

L'activité biologique du complexe F VIII/VWf s'exerce
& 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 1'étape de thromboplastinoformation endogéne comme nous le
précisons ci-dessous, mais elle exige la présence préalable de traces
de thrombine qui ont le pouvbir d'"activer" le facteur VIII en le transfor-

mant en F VIIIa selon un processus que nous envisagerons dans un second
temps. '

, Contrairement aux autres facteurs de coagulation qui
sont des serine-protéases, le facteur VIIla ainsi que le Va d'ailleurs,
agit en temps que cofacteur de réactions enzymatiques. En effet, ainsi
que 1'indique la fig. 1 (p. 10) le facteur VIIIa 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 1'activation de la prothfombine en thrombine.
Ce rdle de cofacteur du VIIla, d&ji pressenti par BARROW et GRAHAM (21)
en analysant les résultats antérieurs, est confirmé par les E&léments
sulvants : le IXa seul active trés faiblement le X par une réaction
qui, selon certains auteurs, est calcium dépendante (NEAL et CHAVIN:
22), 1a présence de phospholipides diminue nettement le Km de la réaction
(NEAL et CHAVIN : 22, van DIEIJEN et al. : 23) mais i1 est net que c'est
1'addition de VIIIa qui, d'une p;;z_—ggolit la phase de latence de 1la
réaction (22) et, d'autre part, augmente considérablement sa vitesse
(22, 23 et HULTIN et NEMERSON : 24) alors que le VIIIa seul n'a aucune

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

51 pour certains auteurs le traitement préalable du
FVIIT par 1a thrombine n'est pas nécessaire pour que le F VIII joue

Zon réle dans la coagulation (22, 26 et VARADI et HEMKER : 27), 1'activation
U F VIII par des traces de thrombine (générée soit par la voie exogéne

de 1la coagulation, soit par un processus tras lent de la voie endogéne
ayant lieu méme en absence de F VIIla) est une &tape essentielle puisqu'~



(phase "contact" de 1a4
voie endogéne) = XA @

VIIA < VII1 (facteur antihémophilique A)

(facteur antihémophilique B) X ' [XA # #

PHOSPHOLIPIDES

++
Ca

VA ~a— V (proaccé&lérine)

(facteur stuart) X »XA

PHOSPHOLIPIDES

} ‘CA++

(prothrombine) ||

: -] A (thrombine)
. FIGURE 1

SCHEMA MONTRANT L‘INTERACTION DU FACTEUR VIII AVEC LES AUTRES FACTEURS DE LA COAGULATION ET
SON_ANALOGIE AVEC CELLE DU FACTEUR V

-0l -
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elle augmente de 55 (23) & 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 & 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 1a membrane plaquettaire.
Cette hypothése est confirmée par les résultats récents de ANDERSSON
et BROWN (30) qui mettent en évidence, par des expériences d'ultracentrifu-
gation, 1'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 Tle schéma
suivant :

VIII/VWf + thrombine —————————3 vWf + VIIIa
+ plaquettes "agrégées" e———————yplaquettes-VIIIa
+ IXa + Ca++e—————3 complexe activateur du X

Cette fixation du VIIIa au niveau des phospholipides

"1ibérés" par les plaquettes se traduit par une concentration localisée
de substrat (X), de 1'enzyme (IXa) et de ses cofacteurs (VIIIa, phospholipi-
des et Ca++) et par une protection vis & vis des inhibiteurs de coagulation
(VARADI et ELODI : 31) et des protéases granulocytaires (VARADI et ELODI:
32) qui peuvent expliquer 1'augmentation de 1la réaction enzymatique.
A 1'heure actuelle le site d'action de la thrombine, induisant 1'activation
du F VIII sur 1@ F VIII/VWFf n'est pas encore &lucidé (cf p 82) mais
11 semble néanmoins &tre en relation avec un clivage prot&olytique (COCKBURN
et al. : 33, HOYER et TRABOLD : 34) qui pourrait aboutir & la libération

de F VIIIa se dissociant du F vWf.

Des travaux récemment publiés de MERTENS et BERTINA
(35) et de HULTIN (36) montrent que 1'activation du VIII en VIIIa peut
se faire également grice au facteur Xa. HULTIN (36) précise que ce phénoméne
de feed-back constaté "in vitro" explique la disparition de la phase
de latence de 1a transformation du X en Xa en présence de VIII non activé
et qu'elle se traduit par une amp11f1cat1on de 56 fois du Vmax et une
diminution de § fois de son Km qui devient alors de 0.14 M, valeur proche
de Ta concentration plasmatique du X.
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Si, nous 1'avons vu, la plupart des auteurs pensent
que le VIIIa, comme le Va, est un cofacteur se distiguant donc de
la plupart des autres facteurs de coagulation qui sont des enzymes,
ces notions doivent cependant étre tempérées par les résultats de
VEHAR et DAVIE (36') qui montrent que le facteur VIIIa est inhibé
par le DFP, un inhibiteur des serine-estérases, et pourrait donc,
lui aussi, agir en tant qu'enzyme dans le mécanisme de la coagulation.

é - ROLE DANS L‘'HEMOSTASE PRIMAIRE

De plus en plus d'éléments permettent de dire que
le F VIII/WWf joue un rdle important dans 1'hémostase primaire, en
tant que médiateur de 1'interaction plaquettes/sous-endothélium vasculai-
re. I1 servirait & ancrer le clou hémostatique au niveau de la lésion
vasculaire; ce qui est capital dans 1'arrét des hémorragies et explique
1'allongement du temps de saignement chez les malades vWD ayant un
déficit quantitatif ou qualitatif en F VIII/VWf.

1) Interaction__plaguettes/sous-endothélium__vasculaire

L'interaction des plaquettes avec le sous-endothélium -
se traduit par 1'adhésion des plaquettes aux microfibrilles, aux membranes -
basales et au collagéne, qui constitue 1'étape préalable nécessaire
d 1'agrégation des plaquettes. Le rdole du F VIII/vWf dans cette interac-
tion a é&té &tudié surtout grdace A 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'artére aortique de 1lapin dépourvu d'endothélium;
on fait circuler le sang & é&tudier dans 1'espace cbmpris entre les
parois de la chambre et le sous-endothélium mis & nu. Grdce & ce systéme
TSCHOPP et al. (38) puis WEISS et al. (39) montrent qu'il existe une
1égére diminution de 1'adhésion des plaquettes lorsqu'on analyse du
sang de vWD sévéres. BARNHART (40) ajoute que cette anomalie quantitative
de 1'adhésion s'accompagne d'une anomalie qualitative puisque, <chez
les vWD, i1 y a formation des pseudopodes anormaux et absence d'étalement
des plaquettes. L'anomalie de 1'adhésion est accentuée lorsque le
sang contient des quantités é&levées 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 systéme expérimental sont les
suivantes : BOLHUIS (44) et SAKARIASSEN (45) et al. utilisant des
artéres rénales humaines, prouvent que le F VIII/vWf est la seule
protéine plasmatique impliquée dans 1'adhésion. BAUMGARTNER et al.
(46), & 1'aide d'anticorps anti-VIII/vWf, montrent que, & vitesse
lente de passage du sang, 1'adhésion des plaquettes n'est pas dépendante
du F VIII/WWf alors que si les forces de cisaillement sont augmentées
de fagon 3 reproduire les conditions de circulation du sang dans les
artéres et artérioles, 1'adhésion est alors dépendante de la présence
et de la concentration en F VIII/WWf plasmatique. Enfin, BOLHUIS et |
al. (47) distinguent deux étépes dans le mécanisme d'interaction plaquet-
tes/sous-endothélium : dans un premier temps il y a une fixation du
F VIII/WWf au sous-endothé&lium qu'iis évaluent & 6 x 10'4U de F VIII/VWf/
tm™, puis ensuite, i1 y a fixation et é&talement 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/WWf
sert de "colle" entre le sous-endothélium et les plaquettes tout comme
1a fibronectine sert d'intermédiaire entre 1a laminine et les fibroblastes
(KLEINMAN et ala : 48). Deux phénoménes doivent donc étre considérés;
d'une part la fixation du F VIII/vWWf aux différentes substances consti-
tuant le sous-endoth&lium , d'autre part la fixation du F VIII/WWf
aux plaquettes.

Une premiére série de travaux a été effectuée afin
de déterminer si le F VIII/WWF du plasma est capable de se fixer au
collagéne (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 crn plaquettes additionnd
de collagéne, I Yy a en fait une adsorption du VIII R:Ag, notamment
sur le collagéne 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 1'intermeé-
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diaire d'une autre protéine car SCOTT et al. (56) constatent que du

"F VIII/VWf purifié, marqué a 1' ]251, est capable de se fixer, lentement
néanmoins, sur du plastique recouvert de différents types (I, III,
IV, V) de collagéne et SANTORO et COWAN (54) trouvent que le F VIII/vWf pu-
rifié se fixe au collagéne fibrillaire. '

D'aprés 1'hypothése de CAEN et LEVY-TOLEDANO (55)
i1 existe, & coté du collagéne, d'autres substances du sous-endothélium
capables de faire adhérer 1les plaquettes et d'induire dindirectement
leur agrégation : la membrane basale ou les microfibrilles, Cette
derniére possibilité est d'ailleurs confirmée par les résultats de
LEGRAND et al. (57) montrant qu,d vitesse de cisaillement é&levée,
les plaquettes adhérent aux microfibrilles si on est en présence de
F VIII/wWf. Il serait donc intéressant d'étudier 1les possibilités
de fixation du F VIII/vWf sur ces microfibrilles.

3) Fixation_du F_VIII/vWf aux_plaquettes

a) sur des plaquettes “"natives"

Jusqu'd récemment i1 n'existait pas de modéle expérimen-
tal qui puisse, sans é&quivoque, prouver que le F VIII/VWf se fixe
aux plaquettes, ou vice versa, bien que cette derniére étape soit un
maillon essentiel pour expliquer 1'interaction plaquette/sous-endothélium.
Des expérimentations ont cependant cherch@ & mettre en évidence cette
fixation en utilisant du F VIII/VWf marqué & 1' 1251 et des plaquettes
1avées, fraiches ou formolées, mais le pourcentage de radioactivité
se fixant aux plaquettes est pratiquement nul (KAO et al. : 58) ou
trés faible : de 4 ¥ & 8 % (MORISATO et GRALNICK : 59 et RUAN et al.:
60).

b) en présence de ristocétine

Cependant, si au systéme 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 sévére (HOWARD et FIRKIN : 61),
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11 y a alors une fixation importante du 1251 _ F vIIl/wwf (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-vif, Cette fixation que KAO et al. (58) estiment & 31000 molécules
de F VIII/WWf par p]aquefte, d une concentration de ristocétine de
1 mg/ml, a permis & ces auteurs (66) de quantifier par un dosage radiolo-
gique le F VIII/vWf plasmatique. Dans certaines conditions, 1'interaction
F VIII/vWf/plaquettes en présence de ristocétine entraine une agrégation
des plaquettes (HOWARD et FIRKIN : 61) dont la vitesse dépend de 1la
concentration en F VIII/VWf dans le milieu ce qui a permis dé.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 p59).

En fait, 1le mécanisme de 1'interaction plaquettes/
ristocétine/F VIII/VWf n'est pas complétement élucidé malgré de nombreux
travaux consacrés i ce sujet (JENKINS et al. : 68, 69, ZUCKER et
al. : 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/Wf (FLOYD et al. : 74) alors que, pour d'autres, la ristocétine
se fixe d'abord aux plaquettes et, en modifiant leurs charges, permet
1'accessibilita 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 Ydans des conditions non physiologiques, 1la fixation
du F VIII/WWFf aux plaquettes ou 1'agrégation de celles-ci en présence
de r1stocet1ne, restent des moyens d'approche trés intéressants pour

&tudier 1'interaction F VIII/vwWf/vaisseau. En effet :

- il %xisfe en général une bonne corrélation entre
le dosage "in vitro" de 1'activité cofacteur de la ristocétine (VIII
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 al. (79') ont montré qu'il existe é&galement
une bonne corrélation entre le VIII R:RCo et le taux de F VIII/vWf
capable de se fixer aux plaquettes en présence de ristocétine,
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- DOUCET-DEBRUINE et al. (80) et d'autres (GRALNICK
et al. : 81, FURLAN et al. : 82) ont noté que ce sont seulement les
formes trés polymérisées du F VIII/vWf qui se fixent aux plaquettes
en présence de ristocétine, et ces formes sont justement celles qui
sont diminuées dans le plasma de VWD de type II (RUGGERI et al.
83).

- différentes expérimentations (ZUCKER et al. : 83',
" MOAKE et al. : 84, RUAN et al. : 85) ont prouvé que les plaquettes
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 1importante de 1'adhésion plaquettaire dans ce
type d'affection.

- enfin, deux des anticorps monoclonaux anti-VIII/vWf
obtenus par MEYER et al. : (89) inhibent & la fois 1'interaction plaquet-
tes/sous-endothélium (BAUMGARTNER et al. : 90) et la fixation du F
~ VIII/vWf en présence de ristocétine, sans toutefois inhiber 1'agrégation

d la ristocétine.

c) sur des plaquettes activées

Récemment LAHAV et HYNES (91) ont montré, par une
technique immunoenzymatique, que le F VIII/vWWf plasmatique peut se
fixer sur des plaquettes préalablement étalées sur une surface plastique.
Ce résultat vient d'étre confirmé par les travaux de FUJIMOTO et al.
(92) qui montrent une liaison spécifique de 125 I-F VIII/WWf sur des pla-
quettes préalablement stimulées par des traces de thrombine (0,008
d 0,05 U/ml), Cette liaison fait certainement intervenir le métabolisme
plaquettaire car elle ne se produit pas sur des plaquettes fixées
d la glutaraldehyde, contrairement & 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 grice 3 des concentrations
de thrombine qui peuvent &tre générées physiologiquement, serait un
élément fondamental pour expliquer 1'arrimage é&lectif, au niveau de
la bréche vasculaire,k du clou plaquettaire et des fibres de fibrine
qui vont constituer le caillot définitif.
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1T PURIFICATION DU F-VITI/vWre

Le facteur VIII/VWf se trouve dans le plasma a un
taux faible, de 1'ordre de 5 & 10 mg/1. I1 s'agit par ailleurs d'un
facteur labile, tout au moins si on tient compte de son activité coagu-
lante VIII:C, sensible & la chaleur et aux enzymes protéolytiques.

Pour ces raisons sa purification est trés délicate et il y a lieu
de distinguer :

. - la préparation de fractions destinées & un usage
thérapeutique pour corriger les anomalies de 1'hémostase des hémophiles
A et des malades atteints de vWD. Dans ce cas, 11 est essentiel d'obtenir
un rendement correct, de conserver au maximum toutes les activités
biologiques du F VIII/vWf, mais la purification compléte de celui-ci
n'est pas nécessaire.

- la purification poussée du F VIII/vWf dans le but
d'étudier ses caractéristiques biochimiques. La question de rendement
intervient beaucoup moins mais le degré de purification est essentiel.
En outre, 11 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 premiéres étapes de purification
de ce complexe.

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

Dans le schéma de fractionnement é&thanolique 3 froid
du plasma mis au point par COHN et al. (93), c'est la fraction I qui
contient 1a p]upart cu F VIII/VKNf et pratiquement tout 12 fibrincgéne.
BLOMBACK et BLOMBACK (94) emploient le glycocolle,  1'éthanol et deg
tampons citratas pour &liminer une partie des contaminants du F VIII/vWf
de cette fraction et appellent le produit thérapeutique ainsi obteny
fraction 1.0. SIMONETTI et al. (95), eux, en éliminant le fibrinogéne

persistant dans cette fraction I.0., par précipitation & 1'acide tannique,
obtiennent un produit dénommé FI-0-Ta.
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Néanmoins, actuellement, 1le moyen le plus utilisé
pour obtenir une fraction, 5 & 10 fois plus concentrée que le plasma
en F VIII/vWf, est la cryoprécipitation., Ce procédé dont 1'intérét
a été mis en valeur par les travaux de POOL et SHANNON (96) consiste
d décongeler du plasma frais congeld, & une température comprise entre
2 et 4°C ; dans ces conditions une partie des protéines précipite,
elle peut étre recueillie par centrifugation & froid, mise en solution
avec un dixiéme du volume du plasma de départ de tampon et constitue
alors le ‘"cryoprécipité". Dans le surnageant, on retrouve 20 & 40
p.100 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 1importantes de fibrinogéne (8 & 15 g/1) et de fibronectine
(2 & 6 g/1), mais aussi beaucoup d'autres protéines plasmatiques et,
tout au plus,0,5 p.100 de F VIII/VWf.

Pour obtenir des fractions plus concentrées en F
VIII/wWf, 11 s'avére nécessaire d'éliminer au préalable au moins une
partie des contaminants, en particulier le fibrinogéne. Divers procédés
sont employés, certains font 1'objet de brevets de firmes commerciales
préparant des fractions antihémophiliques thérapeutiques, d'autres
ont été publiés. Ils sont fondés sur 1'emploi du PEG et du glycocolle
dans la méthode IV de WEBSTER et al. (98), du PEG et de 1'éthanol
ou du PEG seul dans les protocoles de JOHNSON (99) et NEWMAN (100)
et al., ou encore d'une é&tape de précipitation & froid en milieu de
force ionique faible (HERSHGOLD et al. :100'). Bien que les concentrés
ainsi obtenus contiennent au moins 25 U/ml de VIII:C et de VIII R:Ag
soit 1 & 3 p.100 de F VIII/vWf purifié environ 70 & 200 fois par rappo;'t
au plasma, 1ils contiennent peu d'activité VIII R:RCo (ALLAIN et al.:
101) et, de fagon 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 1la
plupart de ses contaminants, notamment du fibrinogéne, est le tamisage
moléculaire. En effet, du fait de sa trés grande masse molé&culaire
(cf p. 20), le F VIII/VWWf est exclu de la plupart des gels d'agarose
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et se trouve purifié 5000 & 10000 fois, par rapport au plasma de départ,

dans la fraction correspondant au volume mort des colonnes de chromatogra-
phie.

Cette fraction, qui peut étre contaminée par la présence
de chy10m1crons, peut paraitre ne contenir que du F VIII/vWf, lorsqu'elle
n‘est pas analysée par des techn1ques immunologiques relativement
sensibles. Néanmoins, et ce probléme a é&té discuté dans 1'un de nos
articles (cf p. 154), elle contient encore de nombreux contaminants
Puisque, comme 1'ont montré de nombreux auteurs (RATNQFF et al.
109, HERSGOLD et al. : 110, MARCHESI et al. : 111, BENNETT et al.:
112, RICK et HOYER : 113, SHAPIRO et al. : 114), lorsqu'elle est injectde
chez un animal, elle induit non _;;;T;%ent des anticorps anti-VIII/vWf
mais &galement des anticorps dirigés contre des contaminants du VIII/vwf
= lipoprotéine, fibrinogéne, IgM, 1gG, fibronectine, albumine..

Afin d'éliminer ces contaminants et de concentrer,
dans une étape finale, le F VIII/vWf, diverses techniques sont employées
= Précipitation & la B-alanine, i la concanavalline A, au sulfate
d'ammonium, au PEG... Néanmoins, & notre connaissance, peu de procédés
aboutissent 3 yne préparation de F VIII/vWf suffisamment pure pour
n'induire que des anticorps monospécifiques hétérologues. Parmi ceux-
¢i, celui de MADARAS et al. (115) qui effectuent une précipitation
& la B-alanine, un tamisage moléculaire et une chromatographie d'affinité
Sur héparine insolubilisée aboutit 3 une préparation n'ayant qu'une
faible activita coagulante alors que celui que nous avons mis au point
(cf p. 184)est fondé, quant & lui, sur 1'adsorption des contaminants
et ne présente pas cet inconvénient.
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11T PROPRIETES-BIOCHIMIQUES DU-F-VIII/vHF

On -ne posséde, & 1'heure actuelle, que peu d'éléments
concernant la structure du F VIII/VWf. Cette &tude nécessite la connais-
sance de la masse moléculaire de ce complexe et de ses sous-unités.
La détermination de 1la masse.moléculaire du F VIII/WWf a fait 1'objet
de nombreuses é&tudes dans les années 65-75. Les résultats obtenus
par tamisage moléculaire, ultracentrifugation, "disc-electrophoresis”
et microscopie é&lectronique, ont paru décevants, parfois déroutants,
mais des travaux récents permettent, maintenant, de les expliquer,
Néanmoins, nous verrons ci-dessous que si le probléme de la masse
moléculaire du F VIII/vWf purifié semble résolu, de 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 gels de porosité croissante ont &t& utilisés
pour estimer 1a MM du F VIII/vWf d'aprés son volume d'&lution : JOHNSON
et al. (116), PAULSSEN et al. (117), RATNOFF et al. (118), CASILLAS
et al. (119), Mc KEE (120), HERSHGOLD et al. (121), WEISS et al. (122),
SHAPIRO et al. (123) montrent successivement que le F VIII/VWf humain
est exclu de G 200, de Sepharose 6B, 4B, 2B et de Biogel A-5 M et
A-1.5 M. Les conclusions ne sont guére satisfaisantes puisqu'elles
permettent seulement d'estimer que l1a MM du F VIII/VWf est supérieure
d 0,5 ou 1,5 x 106 daltons. Cependant, un peu plus tard, HERSHGOLD
et al. (124) utilisant un gel d'agarose & 2,5 p.100 arrivent & "retarder"
les. molécu]es de F VIII/vWf et é&valuent ainsi leur rayon de Stokes
‘d 390 A et, d@ partir d'un coefficient de sédimentation (18 S) et d'un
volume spécifique partiel déterminés antérieurement, leur masse moléculai-
re 4 2,8 x 106 daltons., Cette valeur est revue un peu plus tard par
ces mémes auteurs (125) : sur les bases d'un nouveau coefficient de

sédimentation (26.1 S) ils estiment la MM = 4,5 x 10°.
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a) Ultracentrifugation en gradient de densité

Les &tudes par d1tracentrifugation en gradient de saccha-
rose débutent, elles aussi, en 1967 date & laquelle JOHNSON et al.
(126) constatent que la constante de sédimentation du F VIII/WWf est
supérieure 3 celle du fibrinogéne, HERSHGOLD et al. (127) précisant
sa valeur : 18S. D'autres valeurs de S ont &té annoncées successivement -
grace & cette technique : 40S, 26S, 30S, 26,1S, 21S par RATNOFF et
al. (128), HERSHGOLD et al. (129), BENNETT et al. (130), HERSHGOLD(131),

MONTGOMERY et ZIMMERMAN (132).

b) Ultracentrifugation analytique

Cette technique n'a &té que peu employée et peu de valeurs
de constante de sédimentation ont été publiées. La premiére valeur calculée
(16.35) est celle de HERSHGOLD et al. (129) qui emploient un milieu

6 M en GuHC1 pour éviter la formation d'agrégats, la deuxiéme est
est celle de LEGAZ et al. (133) : 23,7 +.0,55 qui concluent, aprés
une ultracentrifugation & 1'équilibre, que 1la ‘masse moléculaire du
FVIII/WWf humaiQ est de 1,12 + 0,098 x 106 daltons. Notre étude,

\ .
elle (cf p.161), est en faveur d'un S ;65 ?g/m].z 20,5 , alors que BOUMA et

21. (134) obtiennent une valeur de So de 27 et que BOLHUIS et al. (135)
déterminent un § © = 29, compatible avec une MM de 2,2 x 106 daltons.

20,w

Les molécules de F VIII/vWf n'entrent pas dans les
gels classiques de polyacrylamide & 7,5, 5 et 3 p.100 (PASQUINI et
HERSHGOLD : 136, MARCHESI et al. : 137 et HERSHGOLD et al. : 138) et
ceci méme si, comme SHAPIRO et al. (139), on ajoute 2 p.100 de SDS
et de 1'urée ou de la GuHC1 6 M dans les échantillons. Van MOURIK
et al. (140) réussissent cependant 3 faire migrer les molécules de
FVIIT/WWf, puis & préciser (141) que celles-ci se répartissent en
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plusieurs bandes, en utilisant un gel de polyacrylamide & 4,35 p.100
avec un faible degré de réticulation = 0,67 p.100. Cette polydispersité
du F VIII/WWf 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 é&lectrophorése 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, BECK et al. : 150, HOYER et al. : 151) ont confirmé 1'existence
de plusieurs bandes aprés "disc-electrophoresis” de F VIII/vWf purifié
en utilisant des gels différents. COUNTS et al. (146), grdce & un gel
d'acrylamide 2 p.100 - agarose 0,5 p.100, 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 106 daltons, la bande la plus lointaine
du dépot étant due & une molécule de MM = 1.4 x 106. 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 légéres de 1,6 et 2,8 x 106, et 19%
des molécules trés lourdes de 6,8 & 10,2 x 106 daltons. La polydispersité
du F VIII/WWf est observée é&galement aprés &lectrophorése dans des
gels d'agarose & 1p.100 par BECK et al. (150) et PERRET et al. (148),
et dans un gel composé d'agarose et de glyoxyl-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 & observer,dans une prépara-
tion de F .VIII/vVWf ombrée au carbone-platine, des filaments de taille
variable. A partir de telles observations, i1 est possible de calculer
approximativement la MM des molécules observées. MARDER et al. (153)
aprés coloration négative distinguent & c6té des filaments, des formes
rondes de 11 & 33 nm, des formes circulaires de 54,5 nm et des ellipses
de 72,5 x 34,6 nm et concluent 3 une MM voisine de 3 x 106 . TAN et
ANDERSEN (154) observent, eux, des baguettes de 22 x 42 nm (MM é&gale
ou supérieure & 8,5 x 106) et des formes sphériques de 10 & 50 nm
(MM de 1 & 20 x 10°). Enfin,plus récemment, BECK et al. (155) distinguent
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des filaments formés de structures fibrillaires plus petites pouvant
avoir une MM comprise entre 0,6 et 6 x 10° et des agrégats dont la
MM avoisine 10 3 20 x 106 daltons.

B - MASSE MOLECULAIRE DU F VIII/VWf NATIF

Tous les résultats résumés ci-dessus, qui sont en
accord avec 1'existence de molécules de MM supérieure & 0,5 x 10
daltons, ont &té obtenus grace a 1" application de différentes techniques
analytiques & des préparations purifiées de F VIII/vWf humain. Ces
formes moléculaires pouvant aller Jjusque 20 x 10 6 daltons existent-
elles dans le sang circulant ? Certains le pensent et nous verrons
sur quels arguments ils se fondent, alors que d'autres semblent prouver
que ces formes hautement polymérisées peuvent étre des artefacts.

6

1) Arguments en faveur d'une MM_supérieure_d 0,5 x_10

De nombreux auteurs ont analysé du plasma citraté,
sans &tape de concentration préalable du F VIII/vWf, par tamisage
moléculaire : CASILLAS et al. (156), Mc KEE (157), WEISS et HOYER
(158) montrent qu'aprés chromatographie, 1'activité VIII:C et le VIII
R:Ag se retrouvent dans les fractions &luées au volume mort de colonnes
d'agarose ASM, d'agarose i 4 p.100 et de Biogel S5M. On peut donc supposer
que, dans le plasma citraté, le complexe F VIII/VWf a une MM supérieure
30,5 x 10 daltons.

L'application de 1'ultracentrifugation en gradient

. de saccharose 3 du plasma humain citraté a é&té réalisée tout d'abord

Par WEISS et KOCHWA (159). Plus récemment, ZIMMERMAN et al. (160)
ont ultracentrifugé briévement du plasma conservé depuis le prélévement
du sang & 37° et calculent la constante de sédimentation du F VIII/vif:
elle serait comprise entre 15 et 18 S et ces auteurs en concluent
que les formes de MM &levée du F VIII/vKf purifié existent in vivo.
Grace 3 1'utilisation d'anticorps hétérologues‘ anti-VIII/vWf marqués
81" T2LMEVER et al. (161) et PIETU et al. (162) ont mis en évidence,
aprés "disc-electrophoresisen gel de porosité suffisante, le F VIII/vWf
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i{s01é en une seule &tape & partir du plasma : il se répartit en plusieurs
bandes migrant au méme niveau que le F VIII/VWf purifié. De plus,
RUGGERI et ZIMMERMAN (163) et HOYER et SHAINOFF (164) ont montré qu'il
existe la méme 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 migrer du plasma dans de 1'acrylamide & 2 p.100
sans addition de SDS, que les différentes bandes obtenues é&tajent
i la fois support du VIII:C, VIII R:Ag et VIII R:RCo et qu'elles sont
bien dues & 1la présence de complexes moléculaires F VIII/vWf. Ces
différents résultats sont en contradiction avec ceux présentés ci-

dessous qui tendent & montrer que la polymérisation du F VIII/VWF
est due & un artefact lors de sa purification.

2) Arguments_en_faveur d'une MM inférieure_d 0,5 _x_10

NEWMAN et al. (166) ont analysé le comportement du
VIII:C .et du VIII R:Rco lors de 1'ultrafiltration de plasma sur XM
100 : st Te passage est rapide les deux activités traversent la membrane
et sont donc supportées par des molécules de MM inférieure & 0,3 x
106 alors que si le passage est lent, le F VIII/VWf est retenu et
semble avoir une MM supérieure & 0,6 x 106 . SEGHATCHIAN (167), Tlui,
chromatographie le plasma obtenu sans addition d'anticoagulant, incoagu-
lable car préparé & partir de sang prélevé 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 10° daltons. Par contre, le fait de congeler préalablement ce
méme plasma ou de lui ajouter un chélateur du Ca A , par exemple du
citrate, provoque un déplacement de toutes ces activités dans les
fractions é&luées au volume mort de la méme colonne. Ces résultats
font penser que les résultats antérieurs en- faveur d'une MM &levée
peuvent étre dus & une polymérisation du F VIII/vWf natif lors du
prélévement sur citrate ou lors de la congélation. Enfin, ROCK 53!
2l. (168) montrent, par tamisage moléculaire, que les formes 1é&géres
support de 1'activité VIII:C, qu'ils avaient précédemment mises en
évidence dans du plasma héparing, s'agrégent 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 probléme de la masse moléculaire du F VIII/VWf
se heurte-t-il toujours, & 1'heure actuelle, au phénoméne de polymérisa-
tion de cette molécule. Les MM les plus petites annoncées sont néanmoins
de 1'ordre de 2 «x 105 et le fait qu'on n'ait pas, Jjusqu'd présent,
isolé de cellules humaines de RNA messager de taille suffisante pour
conduire & la synthése de chaines peptidiques de plus de mille AA,
soit supérieures d 100 000 daltons, laisse & penser que la forme protomé-
rique du F VIII/WWf doit &tre formée par 1'assemblage de plusieurs
sous-unités. Plusieurs procédés ont &té utilisés pour dissocier 1le
F VIII/VWf en sous-unités : les agents réducteurs sont utilisés afin
de réduire 1les cystine pouvant servir de ponts inter-chaines, alors
que des milieux de force ionique &levée ou faible le sont afin de
rompre des liaisons qui seraient, elles, de type non-covalent.

C - SOUS-UNITES OBTENUES EN MILIEU REDUCTEUR

Dés 1970 Mc KEE (169) a mené des expérimentations
de "disc-electrophoresis" en acrylamide sur des préparations de F
VIII/VWf réduites par le B-mercapto-éthanol ; elles ont montré 1'existence
de sous-unitds, de masse moléculaire bien inférieure & celle du F
VIII/VWf non reduit, migrant dans de 1 acrylamide & 5 p.100. Dans
le tableau IV (p.26) sont reportées les conditions de réduction, les
caractéristiques \ des gels et 1les ~estimations de masse moléculaire
de différents auteurs. I1 apparait que le F VIII/WWf réduit donne
une seule bande ou une bande majeure dont la MM se situe entre 0,195
et 0,270 x 106 daltons, résultat en bon accord avec ceux que SHAPIRO
et _al. (170) et AUSTEN et al. (171) ont obtenu respectivement par
u]tracentrifugation et tamisage moléculaire. Les discordances de valeur
peuvent s'expliquer en partie par le comportement des sous-unités
dans des gels de porosités différentes puisque, selon FURLAN et al.
(172) 1a MM semble &tre de 0,25 «x 108 en acrylamide 3 5 p.100 mais
de 0,34 x 106 en acrylamide & 3 p.100 ; de plus,les MM avancées peuvent
étre un peu sur-estimées car les sous-unités, comme le témoigne leur
coloration au bleu de Coomassie et au réactif de Schiff, sont de nature
91yc0protéin1que. 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 étre dues soit i la présence de contaminants ou de produits de
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TABLEAU 1V

SOUS-UNITES DU F VIII/vWf HUMAIN OBTENUES EN MILIEU REDUCTEUR

LARE ot al. (186) 1978

NARTIN ot al, (187) 1980

RUGGERT et o). (168) 1980

CRALUICK ot ol. (109)
it}

GIRRA ot al, {190) 1902

e > 0,5 p.100]

e os g0 |
011 65ah ot alhylation
8-Re 0.2 ».100
ot np
o1t 0,05 3 0,5k
]
o1t Sot|
S-fe 0,01 p.190
0-he 0,1 9.100
10 % ot
ot 0 o

on présence S0S10p.100{
ot ¢'urle O B

Agarese 0,%.100

Acrylaside $ p. 100

Acrylaside/ 2 p.100/

Agarese 0,5 .100
Acrylanide gradient do
9315 p.100

Mcrylonide/ 3,3 9.100/
Agorese 1 9.100

PUSLICATION CONDITIONS OC REDUCTION GEL EmrLOYE RESULTAT
Ageat, Concentration{Naturs, Concentration
Ne KEE (173) 1970 $-he 0,8 0 | Acrylanide nop | 1 bande sajeven o
260 000 « 7 bendes
sineures
g
RARCHEST ot o1, (12¢) 1974 o1V $ a | Aeryloside $ 5.100 | 1 bande sajeure
260 000 ¢ 2 bandes
entre 80 000 ot
160 000
! |
| 9€NNETT ot 81, (175) 1973 ] 6-Re 1 9.100 | Acrylaaide nep | 1 seule dande o
{ 197 000 3 215 000
i
LEGAZ ot ol. (176) 1973 ] 8-Ne o n.p| Acrylaside $ 9,100 | 1 seule bande 200 000]
ot
SHAPIRO et o1. (177) 1973 | B-Ne 0,1 ¥ Acrylaside $ 9.100 | 1 bande sajeure o
-8 0,4 N o $SOS 2p.30 193 000,
: o GHCL B N »
B0UNA ot al. (178) 1978 | S-le o n.p| Aerylaoide n.p| 1 dande ¢ 270 000
ott
|
| FumLaR ot a1, {179) 1977 | S-ne 1 9.100 | Acrylaaide 3 2,100 | ) seule bande « 40 004
! Mcrylaside  § 9,200 | 1 deude dande 2200 080G
| - |
| |
{uson et o1, (100) 1977 0-Ne a.pl Aeeyleside  § 9,300 | 1 sewle dande =230 004
' |
| |
L coanan o o). (101} 1874 OTT ot slkylation n.p | Acrylsside nep | ) bande sajeure o |
| 200 000, 3 bandes |
| sineures entre 120 000|
! et 180 000, ) bandes |
! | sineures entre 30 000 |
; | | et 100 000 |
. |
| ATICHARTAKARN ¢t o). oty 0,6 9,100 |.Merylanide $ 9,100 | 1 bande ¢ 215000 o |
| (102) 1978 parfels bandes oineve |
res (<39.100) |
|
VAR ROURIK ‘® al (183)] OT¢ 1 9.300 | Acrylanide 4,35 p.100 | | sevie bande |
1078 i
]
BECK ot sl. (184) 1979 | S-Ne 1 9,100 | Acrylaeide $ 9.100 | 1 bande =200 000 |
!
COUNTS et o1, (103) 1978 | (8-Re 0,005 3 0,5 p.100] !
e <0,1 p.100| 3 bande sajeure>%00 0|
0.01 <Oe - 0,5 p.100] Acrylaside/  29.100/ |1 bande najeuradieéeion

|1a bande de 200 000
{apparait

{1 bende eajeure »240000}
1 seule bande = 240 000|

| bande safevre entre |
182 000 ot 230 000 o |
7 bandes (30 000, |
$7 000, 62 000, 85 000 |
118 000, 140 000,
160 000)

|1 bande sajeure=200 000|

1 bande sajeuree208 000]
o 3 bandes sinevres o
|197 000, 174 000,

154 000,

Apparait vae bande de
480 000,
|} sevle bande de 20000

1s vanae ia pivs *léged
» 1 500 000 |
1s bande 1a ples "légind
- 200 000

1 seule bande = 240 000
1a olee bonde o 240 000

e e
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dégradation du F VIII/vWf, comme le pensent VAN MOURIK et al. (191),
'soit & 1'hétérogénéité “naturelle" du F VIII/vWf ainsi que le préconisent
MARTIN et al. (192). Selon LANE et al. (193), ces bandes mineures,
parmi lesquelles se trouvent des sous-unités capables de fixer les
anticorps anti-VIII:C homologues , pourraient étre dues aux formes réduites
du facteur VIII alors que 1la bande de 0,20 x 10 , qui est retrouvée
- d partir de F vWf dépourvu de VIII:C, purifié sur DEAE cellulose (OLSON
et al. : 194) ou & partir d'hémophile (BENNETT et al. : 195, SHAPIRO
et al. : 196), serait dérivée du facteur Willebrand. L'incertitude
qui existe encore quant @ 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 auteurs ,notamment SHAPIRQO et al. (196) et récemment
GIRMA et al. (197), aient employé des concentrations &levées d'agent
réducteur (B-mercapto-éthanol 0,4 M ou DTT 90 mM) en milieu dissociant
(GUHCl 6M ou urée 8M), i1s n'ont pas réussi & obtenir de sous-unité
~de MM inférieure 3 0,2 x 106 daltons. I1 semble néanmoins, et cela
apparaissait déjad dans 1'étude de PEAKE et BLOOM (198), qu'il existe
deux types de liaisons S-S reliant ces sous-unités. Les unes sont
facilement réduites, en pré&sence de B-mercapto-éthanol 0,01 p.100
(COUNTS et al. : 199), de dithiotreitol (DTT) 0,05mM & 0,5mM, ou méme
de cystéine 0,01 M (FURLAN : 200) alors que d'autres, elles, nécessitent
pour &tre coupees des conditions plus réductrices : B-mercapto-éthanol
0,1 p.100 ou DTT 5mM. Pour COUNTS et al. (199) le protomére du F VIII/vWf
est formé d'un dimére de 1la sous- unité obtenue en milieu fortement
réducteur, alors que pour RUGGERI et ZIMMERMAN (201), le protomére
aurait une MM voisine de 0,86 x 106 et serait formé de 4 sous-unités liées
deux & deux par des ponts disulfure stables en milieu peu réducteur,
et,entre elles, par des ponts disulfure déjad réduits dans ces conditions.
Les résultats de GRALNICK et:al. (202) qui montrent que la réduction
ménagée par le B-mercapto-éma 0,01 p.100 entraine une disparition
des formes hautement polymérisées de MM = 8,0, 9,1 et 10,2 x 106 daltons
mais pas d'apparition de nouvelle bande de MM inférieure & 1,5 x 106
daltons alors que le B-mercapto-éthanol & 0,1 p.100 fait apparaitre
des formes réduites de 0,26, 0,51 et 1,1 x 10 © daltons ne sont cependant
Pas en accord total avec les deux hypothéses ,précédentes.
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D - SOUS-UNITES OBTENUES EN MILIEU DE FORCE IONIQUE ELEVEE

Alors que, dans Tles conditions isotoniques, aprés
tamisage moléculaire de plasma on retrouve,au Vo des colonnes, d 1la
" fois 1'activité VIII:C et le VIII 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 1M, si 1'activité
VIIT R:RCo demeure avec le VIII R:Ag dans la fraction exclue donc
de masse moléculaire &levée (fraction HMW : "High Molecular Weight"),
1'tactivité VIII:C, elle, est &luée dans des fractions retardées, au
moins autant que le fibrinogéne, ce qui correspond & une MM aux environs -
de 0,2 x 106 daltons, appelées "LMW". Ces résultats sont vérifiés
par tamisage moléculaire en présence de CaC12 0,25 M par RICK et HOYER
(205) qui, en outre, confirment la présence de deux formes moléculaires
de MM différente par des expériences d'ultracentrifugation en gradient
de saccharose. COOPER et al. (206) ajoutent qu'il peut y avoir, aprés
dialyse, incubation des HMW et LMW et nouvelle chromatographie, réappari-
tion de 1'activité VIII:C au niveau du Vo. Cet ensemble de résultats
permet de penser, qu'en milieu de force ijonique &levée, i1 y a dissocia-
tion entre le facteur Willebrand et le facteur VIII et qu'une réassocia-
tion est possible.

: Cependant cette dissociation est encore sujet & contro-
verse. En effet, Mc KEE et al. (207) et SWITZER et al. (208) ne sont
pas parvenus & la reproduire,en NaCl 1M,avec du F VIII/WWf purifié
et ont rencontré des difficultés en utilisant du CaC]2 0,25 M. Ces
difficultés pourraient s'expliquer, selon SUSSMAN et al. (209), par
le fait que 1la concentration protéique est un é&lément déterminant
de cette dissociation. Pour Mc KEE et al. (207), il se pourrait que
cette apparente dissociation soit due en fait & une dégradation du
F VIII/vif et & la formation de produits de dégradation, encore doués
d'activité coagulante, qui seraient adsorb&s non spécifiquement sur
les gels. BECK et al. (210) qui rapportent que 1la dissociation est
&vitée par addition de Trasylol*, un agent anti-fibrinolytique, semblent
confirmer cette hypothése, néanmoins SUSSMAN et al. (211,212) et POON
et RATNOFF (213) obtiennent une dissociation du VIII:C et du VIII
R:Ag & partir de F VIII/vwWf 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 & 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 &lectrostatiques pouvant se rompre soit en milieu de force
fonique &levée (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 &té consacrés a
la détermination de 1a MM du F VI1I/vWf, ses autres propriétés physicochi-
miques ont &té peu étudiées. La plupart des &léments apportés ci-dessous
sont déroutants. Les discordances peuvent s'expliquer . en, partie par
le fait que ces résultats datent d'une époque ol les préparations
&taient plus ou moins purifiées, et avant qu'on ne connaisse 1'existence
d'un complexe F VIII/vWf et ses conditions de dissociation ; elles
ont néanmoins le mérite de montrer la complexité des problémes que
Présente ce genre d'Gtude appliquée au F VIII/VWF.

\ .

1) Mobilité_électrophorétique

Le tableau V ( p.30 ) montre les conclusions
d'8tudes &lectrophorétiques 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 1'interférence possible de chylomi-
jcrons qui empéchent la migration du F VIII (PAULSSEN : 217), ou de
la dissociation possible entre le F VIII et le F wWf dans certains
{ tampons de migration.

En 1966, VEDER (218) montre qu'une prépération de F VIIl/
WWf humain purifié n'a pas de pic d'absorption & 280 nm, néanmoins, en urée,
1a densits optique augmente & cette Tongueur d'onde (VEDER : 219). JOHNSON
et al. (220), HERSHGOLDet al. (221) confirment qu'il n'y a pas de maximum

’
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d'absorption & 280 nm mais une dispersion (“"scattering”) de la lumiére en-
tre 300 et 400 nm qui diminue d'ailleurs 1lorsque les préparations
de F VIII/VWf sont délipidées (HERSHGOLD : 221). A 1'heure actuelle,
connaissant la faible concentration plasmatique de ce complexe et
la difficulté de 1'obtenir parfaitement pur, on peut mettre en doute
ces résultats obtenus certainement sur des préparations trop diluées
et contaminées.

TABLEAU V
MOBILITE ELECTROPHORETIQUE DU F VIII/vWf HUMAIN

1
AUTEURS | SUPPORT ZONE DE MIGRATION

T
|
|
| BARKHAN et al. (222) | amidon de pomme | a?

1

l

|

‘1

@\ de terre une partie jusque al |
l

“’B IDWELL et al. (223) | . en veine liguide entre Alb et a1 |
' |

|

I

|

+ une partie en a2

HERSHGOLD et SPRAWLS non précisé entre a2 et 8]
(224)
MEYER et al. (225) acétate de cellulose a?
ou entre a2 et B

| .

HERSHGOLD et al. (226) | acétate origine
| agarose 0,7 p.100 entre a2 et B
|

PAULSSEN et al. (227) | sur papier et acétate | y l
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F - COMPOSITION CHIMIQUE DU F VIII/VWf

Bien que la faible absorption & 280 nm du F VIII/VWf
ait amené BARROW et GRAHAM (228) & douter de sa nature protéique,
i1 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 publides, Les valeurs obtenues par les différents
auteurs, recalculées pour étre exprimées en nombre de résidus par
mg de protéine, afin de ne pas faire intervenir la MM de la sous-
unité, seront données i titre comparatif dans le chapitre "résultats
personnels" (p, 196). Plusieurs auteurs soulignent la faible proportion
de résidus Méthionine, Tyrosine, Tryptophane (SHAPIRO et al. : 229,
LEGAZ et al. : 230), et 1'absence de groupements SH libres (HERSHGOLD
et _al. : 231, MARCHESI et al. : 232, LEGAZ et al. : 230) .HOLMBERG
et_al. (233) ont &tudié les fragments obtenus par coupure trypsique
Ou au BrCN. NACHMAN et al. (234) ont &tabli -les cartes peptidiques
de fragments trypsiques marqués & 1']25 I. . -

2) Copule_glycannigue

L'existence d'une copule glycannique dans la molécule
de F VIII/WWf est présumée dés 1967-69 grace aux travaux de HERSHGOLD
et_al. (235) et KASS et al. (236) qui montrent respectivement que
Cette molécule se colore au réactif a 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 1la composition g]ycanhique du F VIII/VWf humain sont rares. Nous
avons résumé dans le tableau VII et VIII (p. 33 et 34) les résultats
Publigs, 1i1s proviennent essentiellement des équipes de GRALNICK
et de Mc KeE. Nous comparerons ultérieurement leurs résultats 3 ceux
Que nous avons &tablis durant la méme période (p. 208,. 209).

3) Copule_lipidigue

| HERSHGOLD et al. (237) sont les premiers 3 mettre
en évidence des 1lipides dans des préparations de. F VIII/vWf. I1s
estiment & 11 p.100 leur proportion dans cette molécule (avec 76
P.100 d'acides aminés et 11 p.100 de monosaccharides), 1la moitié



TABLEAU VI

(a-§OMPOSITION EN ACIDES AMINES DU F VIII/vWf HUMAIN
=

'PUBLICATIONS

[HERSGOLD et al. 197IMARCH

HESI et al. l97dSHAPIRO et al. 1973| LEGAZ et al. 1973

HOLMBERG et al.1975

PASILLAS et al.1976]

(2377 (2327 | (2297 ! (Z30T (2337 (238 |I

s LTI | s /n protetn] s/ procene o B LSS o OSELS 1o e e o e e
| 195 000 | protéine protéine protéine '

Lys 0,508 | 0,437 95,94 | 39,9 88,8 44,3 }
His 0,173 | - 53,04 } 22,5 40,1 I 20,2 f
Arg 0,436 | 0,358 | 94,38 | 39,9 70,7 47,1 |
Asp 0,791 i 1,03 L 162,63 { 85,4 137,9 | 69,8 }
Thr 0,508 0,461 99,65 | 60,1 89,1 | 47,4 1
Ser 0,630 0,700 } 129,87 { 70,8 157,9 { 84,5 %
Glu 1,032 0,946 224,06 i 89,9 204,5 | 13,0 |
Pro 0,521 = 0,644 L 7,00 : 61,2 %.2 } 66,0 :
Gly 0,660 0,772 | 131,63 | 62,9 156,5 | 78,0 |
Ala 0,543 | 0,506 { 96,92 { 43,8 95,7 49,5 }
3 Cys 0,235 .- | 120,71 | 65,7 109,5 57,7 |
Val 0,59 0,639 151,71 75,8 126,1 68,7 I
Met 0,099 0,087 24,77 8,4 22,9 25,1 |
e 0,317 ' 0,345 62,21 33,7 56,1 31,7 i
Leu 0,684 ! 0,488 134,36 65,2 13,2 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 - }

76~




~ COMPOSITION CENTESIMALE DES MONOSACCHARIDES DU F VIII/VWF

T
|

MONOSACCHARIDES TOTAUX

OSAMINES

ACIDE SIALIQUE

| MONOSACCHARIDES NEUTRES
!
I

Mc KEE 1970 (239)
HERSGOLD et al. 1971 (240)

MARCHESI et al. 1972 (241)

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 al. 1979 (247)

ROSENFELD et KIRBY 1979
' (248)

I
!
I
I
!
I
I
I
l
I
I
!
|
I
|
I
I
I
|
|
I
I
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TABLEAU VIII

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

*

4+

OSAMINES

: hydrolyse acide

: N Ac glucosaminidase

*

4+

ACIDE SIALIQUE

hydrolyse acide

: neuraminidase

|

OSES, NEUTRES

: hydrolyse acide
- oxydés par la galactose-oxi-

dase avant (°)et aprés-(°°)

désialylation

désialylation

- libérés par la B-galactosi--
dase, avant (+) et aprés{++)
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GRALNICK et al. 1977 (244)
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)

GRALNICK et al., 1982 (255)
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8nM *

GlcNAc = 18111
33T4nM =

+
GalNAc = 33¢
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GlcNAc = 163 30nM +

GlcNAc = 151nM+
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38,3 1 7,9nM*

154  15nM*
160 ¥ 15nM+

107,9 8, 7m*
112,6 110,3nM+

120 T 12nM*
114nM+
120 12nM

115,4 11,4nM *
109,6% 9,0nM

131 ¥16nM*
145 *14nM*

152 a 163nM+

i

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

Gal*= 165,3 114,8nM

Gal® =73,2 ¥ 6,1nM

Gal°°=173 10,4 nM
Gal +=0

Ga]++=]]lt9.2nM

Gal*= 165% 18nM
Gal++= 143% 12nM
Fuc = 54nM

Gal++= 152nM+
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d'entre eux é&tant constituée de phospholipides, 1'autre de lipides
neutres. Ces auteurs pensent que ces lipides font partie intégrante
de la molécule de F VIII/WWf car ils ont montré (HERSHGOLD et al.;
256) que 1a phospholipase D active le VIII:C alors que cette activité
est détruite par la phospholipase C. D'autres auteurs (GREEN : 257,
MARCHEST et al. : 257'), au contraire, pensent que le F VIII/VWf
humain ne renferme pas de lipides et pensent (257') que le peu de
lipides ( <5 p.100) présent dans les préparations est di & 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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V- IMMUNOLOGIE DU-F- VITI/vWr

Les méthodes immunologiques ont beaucoup apporté
d 1'étude du complexe F VIII/vWf. Contrairement aux techniques fondées
sur des tests de coagulation, elles sont capables de détecter les
molécules méme non fonctionnelles et ceci est parti¢u1iérement intéres-
sant pour analyser le facteur VIII qui est un facteur labile. D'autre
part, elles ont 1'avantage, sur Tles techniques biochimiques, de ne
nécessiter que de petites quantités de produit.

Deux types d'anticorps ont &t& utilisés pour é&tudier
le F VIII/vWf. Dans Tle tableau 1x (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-VIII:C. Les anticorps obtenus
par la technique des hybridomes sont eux é&lectivement dirigés contre
des épitopes du F VIII/vWf situés soit sur le F vWf, soit sur le F
VIII.

Les anticorps homologues, c'est-d-dire apparus chez
1'homme soit spontanément (auto-anticorps) soit, plus souvent, au
cours d'un processus d'immunisation (allo-anticorps) déclenché chez
1'hémophile ou le sujet vWD par des injections répétées de fractions
thérapeutiques enrichies en F VIII/vWf, peuvent, eux, é&tre 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 sévére 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
hétéfologues 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

FVII/vW{

ANTICORPS HETEROLOGUES

polyclonaux

tous précipitent le F vWfranti-VIII R:
Ag; : ils ont une activité
anti-VIII R:RCo, ils inhibent générale-
ment 1'adhésion des plaquettes aux bil-
les de verre et 1'interaction plaquet-
tes/sous-endothélium = anti-VIII R:vWf

Fertains ont une activité anti-VIII:C
Fouvent faible et variable |,
d'autres n'inhibent pas le VIII:C

monoclonaux

certains inhibent spécifiquement ___-——-—jgrautres inhibent 1'agrégation a la
1'act1vité coagulante = anti-VIII:C ristbcétine = anti-VIII R:RCo, en

‘ précipitant parfois le F VWf = anti-
VIII R:Ag -

ANTICORPS HOMOLOGUES .

t
alloanticorps

‘e développés par les patients vWD homozygotes
-ertai s iaa . . L. i .
[0 tains ont une activité anti-VIII:C, tous inhibent 1'agrégation & la risto-
Oy :
vent faible cétine = anti-VIII R:RCo, certains

précipitent le F vWf = anti-VIII R:Ag

|
|
\ développés par les hémophiles A

ou
ous inhibent 1e F VIII coagulant = certains auraient une activitéd anti-

-e o e e O g 8 [ed om0 Em ® s 8
.

E:t:‘:::1=c,'ils se lient plus ou moins vWf
:Pésen I.{quelques uns précipitent en
e de F VIII): anti-VIII:CAg
autoanticorps

| Y&veloppss par des personnes n'ayamt aucune maladie hémorragique congénitale

:ertains inhibent essentiellement le d'autres agissent essentiellement syr

;e:ilznco:gu]ant (anti-VIII:C) i1s indui le F vWf (anti-VIII R:vWf) , ils cons-

| e "hémophilie A acquise" tituent 1'une des causes de 1a "mala-
die de Willebrand acquise"

0 amn o s 0 subs ¢ e
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A - OBTENTION DES ANTICORPS HETEROLOGUES

La premiére immunisation de lapin avec du F VIII/vWf
semi-purifié est rapportée, en 1957, par SHANBERGE et GORE (258).
L'antisérum qu'ils obtiennent empéche la coagulation d'un sang normal
et cet effet anticoagulant (anti-VIII:C) peut étre inhibé non seulement
par un plasma normal, mais &galement 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 1'antisérum,
font penser & 1'époque que 1'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 Jjustement 1'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
hétérologue préparé chez le lapin immunisé avec une préparation dite
hautement purifiée ; cet antisérum neutralise 1'activité coagulante
du VIII et précipite pour ne donner, lorsqu'il est convenablement
absorbé, quin seul arc en présence de plasma normal ou d'hémophile A
alors qu'il ne réagit pas en présence de plasma de vWD sévére.

A partir de 1971, s'inspirant des travaux de ZIMMERMAN
et al. (259),dans de nombreux laboratoires on s'attache & préparer
son propre antisérum, mais les divers antisérums obtenus doivent
étreyeux aussi, épuisés pour ne donner qu'un seul arc contre le plasma
normal. Des techniques de chromatographie d'affinité décrites plus
récemment (MADARAS et al. : 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 derniéres années, plusieurs
équipes appliquent, afin de préparer des anticorps monoclonaux, 1la
technique des hybridomes & 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 monoclonaux qui ont en commun
le pouvoir de se fixer au F VIII/WWf sont dirigés contre un seul
de ses déterminants antigéniques ; de ce fait, ils inhibent spécifique-
ment 1'activité biologique supportée par la fraction moléculaire
ol se situe ce daterminant. C'est' ainsi que certains d'entre eux
inhibent partiellement 1'agrégation & la ristocétine et précipitent
Parfois en présence de VIII R:Ag (GOODVALL et al. : 263), alors que

d'autres neutralisent 1'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 molsculaire F VIII/VWf et, en particulier, & la fois
Contre celle qui supporte 1'activité coagulante VIII:C et celle responsa-
ble de T'activité VIIJ R:vWf. Néanmoins, comme ces antisérums sont
obtenus avec des préparations de F VIII/vWf plus ou moins purifiées,
Plus ou moins dénaturées, avec des protocoles d'immunisation variable,
chez différentes races ou espéces d'animaux et qu'ils sont, de plus,
8puisés avec des matériels divers (surnageant de cryoprécipité, plasma
du vWp sévére) 1ils n'inter-agissent pas tous de la méme facon avec
les nombreux sites antigéniques du F VIII/WWf.

a) anticorps contre le F VIII

L'activité anticoagulante anti-VIII:C des antisérums
hétér°]°gues, est rapportée pour la premiére fois en 1957 (SHANBERGE
€t GORE : 264). Cette activité neutralisante obtenue aprés immunisation
avec du F VIII/WWf est variable et son mécanisme, si on sait qu'il
Se traduit par une diminution ou méme une dispafition de 1'activité
Coagulante VIII:C, n'est pas encore &lucidé.
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ot Variabilité :

La variabilité de 1'activité neutralisante d'un antisérum,
qui s'exprime par son titre d'activité anticoagulante,est trés grande
puisque certains antisérums, tels ceux obtenus par JOSHUA et al.
(265) chez la souris, ont des titres é&levés comparables & 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, 11 faut noter
que ces derniers auteurs obtiennent une activité neutralisante en
concentrant leur antisérum.

L'origine de cette variabilité est multiple :

- L'animal d{mmunisé : 1'espéce & laquelle appartient
cet animal entre en ligne de compte puisque JOSHUA et al. (265) montrent
que la souris Balb/c donne un antisérum 100 fois plus puissant que
celui obtenu chez le 1lapin immunisé avec la méme préparation. D'un
animal & 1'autre la réponse différe é&galement puisque 6 souris de
la méme souche,immunisées avec la méme préparation, donnent des sérums
de titre variant de 35 & 185 (265) et que BOBROW et al. (269) obtiennent,
chez la souris C57BL/6Jy un antisérum essentiellement dirigé contre
le VIII R:Ag et n'ayant qu'une activité anti-VIII:C de 1 & 2 unités
Bethesda.

- Le protocole d'immunisation : ainsi BOUMA et al.
(270) remarquent que les prélévements 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 dinjectée : KERNOFF et RIZZA (271)
font la relation entre 1'existence de VII! "d&tectable par les tests
de coagulation" (VIII:C), dans la préparation immunisante et 1'appari-
tion d'anticorps, non précipitant mais neutralisant, dans le sérum
du lapin utilisé. En particulier, 1'injection de cryoprécipité provenant
de plasma d'hémophiles A majeur n'induit pas la remontée du titre
d'anticorps neutralisant anti-VIII:C chez un lapin précédemment immunisé
avec du cryoprécipité normal. '

s o
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B.Spécificité :

Pour déterminer vers quelle fraction de la molédcule
du F VIII/WWf est dirigé ce type d'anticorps hétérologues, on a étudié
V'effet, syr leur activité anticoagulante, de leur incubation préalable
avec des plasmas normaux et de malades. Comme on peut s'y attendre,
les plasmas normaux doués d'activité VIII:C dinhibent 1'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,
8 1a capacité de neutraliser 1'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'il existe ,dans le plasma de la majorité des hémophiles
A,une molécule présentant des sites antigéniques 1iés au VIII:C mais
dépourvye d'activité coagulante. Néanmoins, comme le montrent BIGGS
EE__El; (277), ces résultats (qui sont en contradiction avec ceux
de KERNOFF et RIZZA (271) montrant qu'aucun des plasmas des 5 hémophiles
A &tudiss ne posséde de site antigénique capable d'induire la stimula-
tion de 14 synthése d'anticorps neutralisants le VIII:C par un lapin)
doivent gtpe interprétés avec prudence car la cinétique d'action
de ces antisérums hétérologues est complexe du fait qu'ils sont consti-
tués d'un mélange d'anticorps anti-VIII:C et anti-VIII R:Ag.

b) anticorps dirigés contre le F vWf

o Spécificité

-

L'animal immunisé avec le complexe F VIII/vWf réagit
Souvent facilement contre le F vWf, ce qui est facilement concevable
Puisque celyi-ci représente plus de 99 p.100 du complexe F VIII/VWf,
Plusieyrs publications déja anciennes (BERGLUND : 278, VAINER et
CAEN . 279, USZYNSKI : 280), font &tat de 1'obtention d'anticorps

hétérologues précipitants obtenus aprés immunisation avec de 1a fraction
1-0 de COMN en particulier. Parmi celles-ci, celle de USZYNSKI (280)
Ut rapporte la présenée d'un arc de précipitation, sous le puits
de“dépﬁt en immuno&lectrophorése, lorsqu'il analyse des plasmas normaux
et_50 Plasmas d'hémophiles A, arc par ailleurs trés faible pour 6/8
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plasmas de WD, est trés intéressante car elle é&voque déja, dans
sa discussion, la coexistence de deux types d'anticorps dans les
antisérums hétérologues : 1'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 précipitantydirigé contre 1'autre "sous-
unité" anormale, elle, dans 1'hémophilie A. En 1971, ZIMMERMAN, RATNOFF
et POWELL (281) mettent en évidence des anticorps neutralisants et
précipitants dans le sérum de lapins immunisés avec une préparation
qui, selon eux, est du facteur VIII hautement purifi@ mais qui contient,
en fait, le complexe F VIII/VWf. Ces anticorps précipitent avec un antigé
ne, présent au méme taux dans les précipités éthanoliques de plasmas
normaux ou de 22 hémophiles A, mais diminué dans les précipités préparés
d partir du plasma de 11 malades vWD. Ces auteurs concluent que la
maladie de Willebrand est caractérisée par un déficit vrai en facteur
VIII alors que, dans 1'hémophilie, i1 y a synthése d'une forme non
fonctionnelle de ce facteur qu'ils appellent "AHF-like material”.
Peu aprés, a partir d'antisérums similaires, c'est & dire contenant
des anticorps précipitant le "AHF"et neutralisant son activité coagu-.

lante, MUNTZ et al. (282) et SHEARN et al. (283) font la preuve que
les anticorps précipitant ne sont pas dirigés contre le VIII:C car
{1s sont absorbés spécifiquement avec du plasma d'hémophile A majeur
(282) ou avec la fraction de masse moléculaire é&levée, HMW, dissociée
du complexe F VIII/VWF (283), sans que 1'activité neutralisante de
1'antisérum ne soit diminuée.

En fait, maintenant que 1la 'théorie bimoléculaire
du F VIII/VHf est é&tablie, on peut dire que ces anticorps dirigés
contre 1'antigéne "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 VvWf comme le pensaient déja HOLMBERG et NILSSON
en 1972 (284).

B.Propriétés :

Les anticorps hétérologues sont précipitants ; ce
caractére permet de détecter et de doser le VIII R:Ag par différentes
techniques immunologiques (voir p. 56 ). L'action des anticorps se
traduit é&galement par une activité anti-VIII R:vWf c'est 3 dire par
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1'inhibition de certaines propriétés du F vWf : ces anticorps inhibent
1'adhésion des plaquettes aux billes de verre (BOUMA et al. : 285),
1'agrégation d'un PRP normal en présence de -ristocétine (MEYER et
al. : 286) sauf s'ils ont été préalablement absorbés avec du cryoprécipi-
té d'hémophile A (MEYER et al. : 287), et 1'interaction plaquettes/
sous-endothélium lors du passage du sang & des vitesses de cisaillement
€levées, soit supérieures & 500 s~ (BAUMGARTNER et al. : 288), en
diminuant & la fois 1'adhésion des plaquettes et 1'agrégation induite
par celle-ci.
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LE FACTEUR WILLEBRAND

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

- de 1'ensemble des activités biologiques intervenant
au niveau de 1'hémostase primaire (p.12 i 16),

- de 1'activité cofacteur de la ristocétine,

- des sites antigéniques reconnus par les anticorps
hétérologues précipitants anti-F VIII/vWf (p38).

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 VIII, car dépourvue
d'activité coagulante (VIII:C) et non reconnue par les anticorps homologues
anti-VIII C:Ag (p.41 343).

’ Nous envisagerons successivement la synthése, 1'isolement,
les propriétés biochimiques, et 1les techniques de dosage propres & ce
facteur Willebrand avant d'aborder le probléme des relations existant
entre sa structure et son activité biologique. |
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- SYNTHESE-DU-F-vWF

La synthése du F vWf qui est sous le contrdle d'un autosome,
Puisque la forme sévére de la maladie de VWD, se caractérisant par un
déficit de F VWf, se rencontre dans les deux sexes, peut se faire au

Niveau des cellules endothéliales et des mégacaryocytes (NACHMAN et

al. : 289). Cependant, comme SULTAN et al. (290) ont montré qu'il ne
Semble pas y avoir d'échange entre le F vWf intra-plaquettaire et le
Foowwe plasmatique et que c'est seulement & ce dernier que se limite

Notre expos&, nous n'envisagerons que la synthése par les cellules endothé-
ales.

A - LOCALISATION TISSULAIRE DU VIII R:Ag

Les techniques d'immunofluorescence avec des anticorps

aIti-VIII R:Ag ont permis, dé&s 1973, & BLOOM et al. (291) et HOYER et

il; (292) de détecter le F vWf au niveau des cellules endothéliales
de tous Tes artéres, artérioles, capillaires et veines ; les seules
dutres cellules marquées é&tant les plaquettes et les mégacaryocytes.
Le marquage des cellules endothéliales est dé&ja visible sur 1'endothélium
Yasculaire d'un foetus de 8 semaines .(TUDDENHAM et al, : 293), ce qui
Prouve que la synthése du F vWf se fait précocément au cours de 1'embryogé-
"se.HOLMBERG et al.(294) et POTTER et al. (295) ont montré 1'absence de
VIl R:Ag au niveau des cellules endothéliales de malades ayant une
forme sevare de vWD. La localisation du VIII R:Ag a &té également confirmée
rdce 3 des anticorps couplés & la ferritine (PIOVELLA et al. : 296)
?“ & la peroxydase (MUKAI et al. : 297) et précisée par microscopie
*lectronique (RAND et al. : 298). '

Néanmoins, ces résultats ne suffisent pas pour conclure
e le F wWif est synthétisé par les cellules endothélialesy ce facteur
uvant  atre synthétisé par d'autres cellules puis stocké ou adsorbé
"W niveay de 1'endoth&lium, d'autant plus que WALL et al. : (299) et
mNES et al. : (300) ont montré& que le F VIII/VWf est capable de s'adsorber

' 12 surface des ce11u1es endothéliales.

~Z_SYNTHESE DU F vWf PAR LES CELLULES ENDOTHELIALES EN CULTURE

C'est grace & des cultures de cellules endothéliales
TOvenant de veine de cordon ombilical que JAFFE et al. ont prouvé que
® cellyles synthétisent le F vWf. Ces auteurs montrent tout d'abord

e e ————
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que les milieux de culture renferment du VIII R:Ag, et que 1'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/wWf et ce milieu (301) ; 11s ajoutent plus tard que le VIII
R:Ag des surnageants de culture a une activitéd 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 les cellules endoth&liales a une mobilité é&lectrophorétique 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 VvWf 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 aprés étre excrété,dans
1a lumiére des vaisseaux, dans le sang :

- i1 s'associe avec 1le facteur VIII, synthétisé par
d'autres cellules que les cellules endothéliales et qui ne sont pas
encore identifiées (p.77380),pour former le complexe circulant F VIII/vWf
intervenant notamment au niveau de la voie endogéne de la coagulation,

- i1 s'adsorbe sur 1la membrane plaquettaire afin de
permettre aux plaquettes de remplir leur rdle 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-étre associée
au collagéne. Ce VIII R:Ag sous-endothélial pourrait expliquer les résultats
de SAKARIASSEN et al. (310), mettant en &vidence, “in vitro", une adhésion
plaquettaire au sous-endothé&lium dé&sendothélialisé sans addition de
VIIT R:Ag exogéne, et pourrait jouer un rdle 'in vivo', au site de la
18sion vasculaire.
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D - REGULARISATION DE L'EXCRETION DU F vWf DANS LE SANG

De nombreuses é&tudes 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 & divers stimuli
physiologiques ou pharmacologiques et que, dans certaines maladies,
11 existe des augmentations prolongées de ces activités(cf revues générales
de BROZOVIC = 311 et BLOOM = 312). MANNUCCI et al. (313), LUDLAM et
al. (314), NILSSON et al. (315, 316) ont montré 1'augmentation plasmatique
associée du F VIII/vWf et de 1'activateur du plasminogéne aprés divers
stimuli (=compression veineuse, adrénaline, acide nicotinique, vasopressine)
et pensent que ce phé&noméne trés rapide. n'est pas di & une augmentation
de synthése mais plutdt & une accélération de 1'excrétion du F vWf et
de 1'activateur du plasminogéne dans le sang. Néanmoins, les travaux
récents de TUDDENHAM et al. (317) et de BOOYSE et al. (318), qui ne
mettent en é&vidence 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 hypothése.
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IT BIOCHIMIE DU F vKr

: Comme le F VvWf représente quantitativement = 99 p.100
du complexe moléculaire F VIII/vWf, on congoit aisément que la plupart
des propriétés physico-chimiques du F VIII/vWf soient applicables au F
WWf. Nous ne reviendrons donc pas sur ces données (p. 20 & 35) mais
les compléterons simplement par les résultats acquis sur des préparations
de F vwf pur, ou tout au moins dépourvu de F VIII, obtenuesselon les
Principes rappelés ci-dessous.

A - ISOLEMENT DE F vWf DEPOURVU DE F VIII

Le moyen le plus simple d'obtenir du F vWf totalement
d&pourvu de F VIII est d'appliquer 1'un des protocoles de préparation
de F VIII/WWf & du plasma d'hémophile A majeur dépourvu de VIII:CAg.
EVidemment, ce procédé est limité par la quantité de matériel de départ
&t les renseignements obtenus sur ce type de préparation, é&tudié la
Premigre fois par BOUMA et al. (319), ne sont pas trés détaillés.

Les autres procédés d'isolement, & partir de plasma
Normal, od le F wWf est associé au VIII:CAg, nécessitent de pouvoir
contrdler par une technique immunologique, 1'absence de F VIII, dans
Tes préparations finales. Dans une premiére &tape, on doit préalablement
Purifier 1e complexe F VIII/vWf puis, dans un second temps, dissocier
le f VIIT du F vWf et les séparer. Diverses conditions permettent de
dissocier e F VIII du F VWWf : les forces ioniques é&levées (NaCl 1M
Oy CaC]2 0,25 M) comme nous 1'avons vu précédemment (p.28),‘ le milieu
de force {onique faible : VAN MOURIK et al. (320), 1'échange d'ions
* BAUGH et al. (321), la chromatographie sur hydroxyapatite (LIPTON
®t POOL : 322), 1'anhydride succinique (BARROW et GRAHAM : 323), le
Periodate de sodium (KAELIN : 324), les agents réducteurs faibles (AUSTEN
' 325, BLOMBACK et al. : 326), Tles enzymes protéolytiques (WEISS et
KOCHWA : 327, ANDERSON et Mc KEE : 328) et en particulier la thrombine
(Cooper ot al. : 329). Cependart, i1 est trés probable que rces derniers
Procédss modifient 1a structure et les propriétés des molécules dissociées
st Comme, d'autre part, ils se référent 3 des travaux assez anciens
o ne peut savoir s'ils permettent d'obtenir un F viWf 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'ions de la fraction F VIII/VWf, &luée au Vo
d'une colonne de tamisage moléculaire chargée avec un cryoprécipité
éthanolique ,qui a été 1'objet de 1'&tude biochimique la plus compléte
(OLSON et al. : 330).

B - STRUCTURE DU F vWf

C'est en 1973 que débutent les premiers travaux effectués,
~d& 1'époque, dans le but de comparer le "facteur VIII normal du facteur
VIII de 1'hémophile" et qui peuvent étre interprétés,&@ 1'heure actuelle,
vu les protocoles de purification adoptés, comme étant une comparaison
du F VIII/VWf normal et du F vWf trouvé chez 1'hémophile (avec bien
sir 1'hypothéque concernant le F VfII:CAg associé au F VvWf qui peut
étre présent, en petite quantité, dans le plasma d'hémophiles A méme
majeurs). BENNETT et al. (331) montrent que le F VWf disolé du plasma
d'hémophile est, tout comme 1le F VIII/vWf, exclu lors des tamisages
moléculaires, il a donc une MM supérieure & 500 000 ; ils précisent
que le F VvWf, aprés réduction, donne les mémes sous-unités de 200 000,
et en gradient de saccharose la méme répartition, en faveur d'un S =
30, que le F VIII/VWf normal. SHAPIRO et al. (332) ajoutent que le F
vWf est de nature glycoprot&inique puisque ses sous-unités sont colorées
par le bleu de Coomassie et le PAS, qu'il ne se dissocie pas en GuHCI
6M et SDS 1 p.100 et qu'il présente les mémes bandes que le F VIII/vWf
normal aprés 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 & partir du F VIII/VWf isolé de
six plasmas normaux. HOLMBERG et al. (334) en 1975 s'attachent, eux,
d rechercher une différence au niveau de la copule protéique du "VIII
normal"® (F VIII/vWf) et du "VIII d'hémophile" (F vWf). Les cartes peptidi-
ques des fragments trypsiques et les 16 bandes séparées en isoélectrofocali-
sation aprés coupure au CNBr sont identiques. OLSON et al. (335) ont
&tudié 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 unité
de VIII R:RCo, qui’ est par définition la quantité contenue dans 1 ml
de plasma normal, correspond & 5,5 M de protéine et a une absorbance
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d 280 nm = 0,006 ; le taux de lipides du F vWf est d'environ 1,5 p.100,
la majorité des lipides sont neutres (mono, di, triglycérides, cholestérol,
esters de cholestérol et quelques acides gras libres) mais i1 existe
Un peu de phospholipides ; la composition en acides aminés est reportée
dans 1te tabféau X (p. 52), le calcul en nombre de résidus nous a permis
de comparer leurs valeurs & celles rapportées pour le F VIII/WWf., Ils
Ne détectent pas d'osamines mais, cependant, ils avouent que leur Timite
de dstection ne permettrait de les doser que si ces monosaccharides
représentaient plus de 12 p.100 de la protéine. Enfin, plus récemment,
le F yuf porcin préparé par FASS et al. (336) selon le protocole de
OLSSON  (335) permet de montrer que la répartition multimérique du F
YWf est identique & celle du F VIII/wWf (p.21, 22) et que ,donc,le F
VIII n'intervient certainement pas dans la "polymérisation" des sous-
Unités du F vWf.

Comme le soulignent ces auteurs (336), i1 reste encore
de nombreuses inconnues concernant la structure du F vWf : la présence
Q'une molacule "de Jonction" entre les sous-unités ne peut pas étre
Scartae car, si elle est de faible MM, elle ne peut étre mise en évidence.
0'autre part, si on sait que le F vWf comporte une fraction glycannique,
M ne connaft pas encore ne serait-ce que la composition centésimale
® molaire de ses différents monosaccharides. De plus, 11 faut ajouter
e les renseignements concernant la partie protéique du F VWf sont
ncore tras incomplets = la composition des acides aminés n'a été précisée
W'une seyle fois et, bien qu'on ait commencé d'établir des cartes peptidi-
Ques, 1a séquence des 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 VITI/vWf HUMAIN (TABLEAU VI P.32)

F VWf F VILI/WWf
| Moyenne Extrémes
I |

Lys 47,74 46,2 39,9 3 50,8
| His 26,33 21,9 17,3 & 27,2
\ Arg 34,14 42,3 35,8 i 48,2

U Asp 91,92 82,9 69,8 3 103
Litee Thr 53,31 50,8 49,5 3 60,1
Ser 85,42 73,8 63 i 87,7
Glu 132,14 104,8 89,9 i114,9
Pro 42,80 59,5 52,1 4 66,0
Gly 123,79 73,1 62,9 3 86,9
Ala 72,68 50,2 43,8 i 54,3
Val 62,83 69,3 59,6 77,8
Met 12,04 12,9 8,4 3 25,1
Ile 32,68 32,5 31,2 & 34,5
Leu 62,19 64,4 48,8 & 72,2
Tyr 20,16 20,1 17,8 & 23,0
Phe 20,52 25,5 24,0 3 27,0

|
|

-_— e —— ]
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I11- IMMUNOLOGIE-DU-F-vWF

A - LES ANTICORPS HETEROLOGUES

Nous avons vu précédemment, dans le chapitre concernant
]'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
11s sont monoclonaux, ils sont dirigés é&lectivement tantdt contre 1la
Partie F vWf tantdt contre la partie F VIII du complexe moléculaire
antigénique.

Certains auteurs ont tenté d'obtenir des anticorps hétérolo-
Sues polyclonaux spécifiquement dirigés contre le F vWf en injectant
& 1'animal du F VWf purifié, sans activité VIII:C, c'est & dire théorique-
Ment debamassé du F VIII par tamisage en milieu de force ionique &levée
% par immunoadsorption sur anticorps anti-VIII:C homologues. Leurs
r'ésu]t'ats sont parfois décevants en ce sens que les antisérums obtenus
p"éSentent, en plus, d'une activité anti-vWf intéressante, une certaine
aCtivité anti-VIII:C qui peut-étre attribuée :
- - soit & la contamination des préparations
e F yyf injectées par des traces de F VIII:CAg,

- soit & 1'existence de déterminants
antigém’ques communs sur les %o1écu]es de F VIII et de F vWf (voir chapitre
"résultats personnels" p.115 & 125,

- soit encore & 1'inhibition non spécifique
Wovirne dy complexe F VIII/vWf,consécutive & un réarrangement de 1la
"&lcule ors de la fixation des anticorps sur la partie F vKf du complexe;

dans ¢q cas les anticorps n'inhibent pas le F VIII non complexé au F
W (L) | |

§~:_£§§_ANTICORPS HOMOLOGUES

I1 existe é&galement des anticorps homoiogues dirigés
c .
hont”e e F vWf, ces anticorps peuvent apparaitre chez les malades vWD
°m°z¥90tes 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 & trouver des anticorps dirigés contre
le F vWf chez les patients atteints de vWD dont le taux de F vWf est
nul et qui ont du étre transfusés fréquemment avec des fractions plasmati-
ques. De tels malades n'ayant ni VIII R:Ag, ni VIII R:RCo, ni VIII:C
sont trés rares et sont en fait des homozygotes de cette maladie cohgénitale

(p. 64).

Le premier cas rapporté@ de vWD homozygote ayant développé
un inhibiteur est celui de SARJI et al. (337) ; 1'inhibiteur du malade
b]oqué de fagon immédiate 1'agrégation & la ristocétine d'un PRP normal,
mais ne neutralise pas alors 1'activité VIII:C. Cependant,chez ce méme mala-
de, aprés stimulation due & de nouvelles transfusions, apparait un inhibi-
teur ayant la capacité de neutraliser en partie 1'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, aprés transfusions, similaire & celui des inhibi-
teurs anti-VIII:C des hémophiles en ce sens qu'il est d'abord neutralisé
puis réapparait lors d'une réponse anamnestique et qu'il est de nature

Ig G Kappa.

D'autres cas d'anticorps homologues apparus chez des
vWD homozygotes ont été rapportés par MANNUCCI et al. (339) et SHOA'I
et al. (340) qui étudient des populations de vWD du Sud de 1'Italie
et d'Iran oi la découverte de cas d'homozygotie est favorisée par Te
degré de consanguinité. Dans les 4 cas rapportés (3 par MANNUCCI et
1 par SHOA'I) i1 s'agit d'anticorps de type Ig G, inhibant surtout 1'agréga-
tion & la ristocétine, neutralisant faiblement 1le VIII:C (titre (’1U
Bethesda/ml), mais capables de précipiter, tout comme 1les anticorps
hétérologues, en présence de VIII R:Ag. L'inhibition du VIII:C, étant
faible et n'augmentant pas aprés incubation 3 37°C, semble étre consécutive
d un encombrement stérique au niveau du VIII:C aprés fixation des anticorps
anti-vWf sur le complexe VIII/VWFf plutdt qu'd 1'existence d'anticorps
spécifiques du VIII:C. Ceci est en accord avec les observations de STRATTON
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et al. (341) qui montrent que le sérum de Teur malade, qdénd il y a
une faible action inhibitrice de 1'activité coagulante du VIII/VWf,
n'inhibe cependant pas celle du LMW. Lors d'une &tude chez 10 vWD sévéres,
EGBERG et BLOMBACK (342) détectent 2 inhibiteurs, de type Ig G, de 1'agréga-
tion & la ristocétine dont 1'un chez une malade, probablement homozygote,
dont 1e plasma” obtenu aprés de nouvelles transfusions a un effet anti-
VIII R:RCo augmenté et une légére activité anti-VIII:C.

2) Dans_la_maladie_ de_ Willebrand_acquise

I1 existe de rares cas de personnes chez lesquelles
les signes cliniques et biologiques de 1a maladie de Willebrand paraissent
"vauis", les antécédents familiaux et personnels de ces malades permettant
d'gcarter Te diagnostic de forme congénitale de cette anomalie. L'une
des hypothéses pouvant expliquer la diminution des taux de VIII R:Ag
® du VIII R:RCo chez ces malades est 1'apparition d'inhibiteurs de
type “anti-vif" qui  simuleraient une maladie de Willebrand ytout comme
‘ ]'addition d'antisérum hétérologue anti-VIII/vWf & un sang normal reproduit
®Xpérimentalement les caractéristiques d'un sang de malade atteint de
WD (MEYER et al. : 343).

Parmi la trentaine d'observations de maladie de Willebrand
Cquise retrouvées dans la\ littérature, {1 existe quelques rares cas
%0 yne activité anti-VIII R:Ag (GAZENGEL et al. : 344), ou anti-VIII
RiRCo (344 et WANDIN et al. : 345, MAZURIER et al. :p.14@ a pu &tre
Mise en évidence. Les autres é&tiologies, non immunologiques, de cette
forme acquise de la maladie de vWD seront envisagées, ultérieurement,
Gans 1¢ chapitre "résultats personnels" (p. 145 & 152)."
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IV-TECHNIQUES DE DOSAGE DU F vWr

A - DOSAGES IMMUNOLOGIQUES

C'est gréce aux travaux de ZIMMERMAN et al. (347) qui
ont décrit la préparation d'anticorps hétérologues capables de précipiter
un antigéne présent dans le plasma normal et d'hémophile A mais absent,
ou tout au moins diminué, chez les malades ayant une forme typique de
vWD, 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 essort.

La premiére 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 & 1'heure
actuelle la plus employée car elle est facile & mettre en oeuvre. Elle
a 6té utilisée récemment au cours d'un é&change de plasmas, au niveau
Européen, et a fait 1'objet d'un rapport précisant les différentes variables

influencant les résultats (NILSSON : 348).

Depuis, d'autres techniques immunologiques ont &té 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 al. (349) ont montré que la technique IRMA en phase solide ne détecte
pas les formes peu polymérisées &u F vWf. Ces techniques ont, tout comme
le "Laurell sensibilisé "utilisé par ZIMMERMAN et al. (350) , le désavanta-
ge de nécessiter 1'équipement et 1'agrément indispensables & 1'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 couplés & un enzyme (BARTLETT et al. : 351, NESS et al. : 352,
YORDE et al. : 353, FISHMAN et al. : 354) ou un produit fluorescent
(RUDZKI et al. : 355, YODER et al. :356). Nous développerons plus lain,
dans un chapitre de nos travaux personnels (p.135,le probléme 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:Aq)

e

AUTEURS PRINCIPE SENSIBILITE INCONVENIENT
ZIMMERMAN et al. | Electro-immuno- « 0,1 U/ml Erreur par excés
(357) 1971 diffusion quanti- en cas d'augmen-
tative | tation de mobili-|
| té &lectrophoré- |
J|f tique du VIII R:Ag]
................ +-----------------*L----------------- [ T T L L T T
STITES et al. | Inhibition d'hé- >0,1 U/ml | Semi-quantitative
(358) T971 magglutination |
................................................... *-_---------------
HOYER et al. (359) IRMA |
REI avec anti-VIII/ -3,
vWf marqué,en phag 2 x 10 “U/ml| Manipulation |
| liquide | | d'éléments
----------------------------------- +------------;a---l radioactifs
COUNTS et al. IRMA | 5 x 10 ~*U/mi| |
(360) 7975~ | avec anti-VIII/ | |
| vWf marqué, en | I
phase solide | | Préparations
---------------- feemememececcceceadeencccceccnaaa-a-| des produits
PAULSSEN et al. RIA | [ marqués
(361) 1975 | avec VIII/VWF | 5 x 10" U/ml, |
marqué, double |
. anticorps | -
e T et Sur RN frmeeammconeaanas |
ARTLETT et al. | Technique “immuno{  =0,1 U/m |  Mesure au \
(351) 1978 enzymatique |spectrophotométre
_ "ELISA" |
M= === fmomememmmmcoomom- tmeso-oe-- i M B
IMMERMAN et al. | Radio &lectro- | 1 x 10 " °U/ml | Utilisation
(350) 1379 | immunodiffusion | i, | d'anticorps
- |1 2x10 °U/ml | radioactifs |
et P waPera niet i e
IDDINGS et al. Néphélémétrie | =1 x 10 “U/ml | Mesure au
.. 1979 (3577 1 | néphélémétre |
.............. +_..---_--....--..-..-- ..--------_--_--_-+_-__-_..__--------
RUDZKI et al. | Dosage fluoro- | 2 x 10 2y /m | Nécessité d'un |
.. (355)7T979~ | 4immunologique l |  fluorométre
omSemecsecmce- | Sttt iiuil Sl R LD EEAt fo-cssmemmmommooo-
CRANE (363) | Agglutination de | 5 x 107 *w/ml|Mesure & 1'agré-
11981 | latex { | gométre
|
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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 étre détectées "in vitro" 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 plagquettes
(KAO et al. : 367),

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

Seule, cette derniére technique est facilement adaptable
d un dosage proprement dit, reflétant une des activités fonctionnelles
du F VWF : 1'activité cofacteur de la ristocétine appelée VIII R:RCo.

1. * 1) Principe_de_dosage du VIII R:RCo

Y 1A ST eacsessbhescmensccadacnccvcecscccnaas

Les observations de HOWARD et al. qui constatent d'abord
(368)~_une agrégation diminuée ou nulle lorsque de la ristocétine & 1
mg/ml est ajoutée & un plasma riche en plaquettes de malades atteints
de VWD et,ensuite, que ce défaut peut étre 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 générale de KOUTTS et al. : 371):
' - 11 n'est perturbé qu'en cas de déficit

important en VIII R:RCo,
' - 11 est perturbé dans certaines anomalies

congénitales (1a maladie de Bernard-Sculier, la thrombasthénie, la thromto-
pathie dite de "pool vide") et acquises (purpura thrombocytopénique

idiopathique, mononucléose infectieuse et leucémie aigue). |
' - enfin, on a constaté récemment que

.la RIPA peut é&tre augmentée dans certaines formes atypiques de maladie

de Willebrand (type II1-B et II-C) (RUGGERI et al. : 372, TAKAHASHI :3

:
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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 selon différentes techniques résumées dans le tableau
XIT (p.60), toutes fondées sur le méme principe : & des plaquettes dépourvues
de F VIII/vWf périplaquettaire on ajoute un é&chantillon de différentes
dilutions d'un plasma témoin (contenant par définition 1 U de VIII R:RCo/ml)
OU du plasma du malade ou de la préparation & analyser, et une dose
fixe de ristocétine (concentration finale « 1,2 mg/ml) et on mesure
'agglutination des plaquettes.

2) Techniques _de _dosage _du__VIII _R:RCo

A défaut de plaquettes de malades atteints de vWD sévéres
incapables d'agréger en présence de ristocétine sans addition préalable
de F yyr exogéne, on emploie, selon les techniques, : des plaquettes
Mormales préalablement mises en présence d'un antisérum anti-VIII/VWf
hétéro]ogue qui neutralise le VIII/vWf périplaquettaire (MEYER et al.:
374), ou des plaquettes normales lavées plusieurs fois utilisées extempora-
"ement (WEISS et al. : 375) ou aprés fixation par le formol (KIRBY et §
il; : 376). L'agrégation est mesurée soit par mesure de la densité optique, |
®le est alors quantifiée soit par 1'intensité (WEISS et al. : 375) :
% Ta ‘valocité (JENKINS et al. : 377) de la réaction, soit par la mesure
Ge 14 durée du temps nécessaire d@ 1'apparition d'agglutinats détectables
d 1'0ei1 nu (ALLAIN et al. : 378), soit encore par comptage des plaquettes

§“ Suspension avant et aprés formation des agglutinats (EVANS et AUSTEN:
79) .-

NILSSON (380) a souligné,aprés une é&tude inter-laboratoire,

::e le dosage du VIII R:RCo est moins fiable que le dosage du VIII R:Ag,
'tout en ce qui concerme les taux modérément abaissés. I1 faut souligner
ei:]eﬂlent que, bien qu'il y ait chez les malades vWD une bonne corrélation
'e le taux de VIJI R:RCo mesuré& “in vitro" et 1'activité vWf appréciée
la fois par le temps de saignement et la gravité du syndrome hémorragique
C:EISS et al. : 381), on constate cependant une discordance dans certains
. - dans la maladie de Willebrand atypique, le VIII R:RCo peut i
tre normal alors que le temps de saignement reste allongé : durant
? grossesse

, les é&pisodes infectieux et aprés transfusions (RATNOFF
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et al. : 382, WEISS : 383). - I1 existe de plus des malades présentant
des formes atypiques de la maladie de vWD avec manifestations hémorragiques
et TS allongé mais taux de VIII R:RCo normal ou peu diminué. Ces discordan-
ces aménent & souligner que le dosage du VIII R:RCo ne mesure que la
fonction "cofacteur de la ristocétine" du facteur Willebrand et ne refléte
donc pas toujours la fonction biologique complexe (VIII R:vWf) de ce
facteur.

TABLEAU XII
DIFFERENTES TECHNIQUES DE DOSAGE DE L'ACTIVITE

VIIT R:RCo DU F vWf

j
AUTEURS CONDITIONS OPERATOIRES

N
| WEISS et al. (384) |Plaquettes lavées (utilisées extemporané-
| . |ment, a . ~
Relation linéaire : Log-intensité agréga-
tion - Log-taux de VIII R:RCo

|
|
I
|
I
I

MEYER et al. (385) |Plaquettes lavées ou plaquettes "neutrali-
sées par antisérum anti-VIII/VMf,
|[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
{ A des agrégats - Log-taux de VIII R:RCo

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

_ Dilution des échantillons & analyser en

I . solution contenant 6 p.100 d'albumine

' Relation linéaire : Pourcentage de plaquet
tes sédimentées - Log-taux de VIII R:RCo

| ZUZEL et al. (388) |Plaquettes lavées et fixées au formol, |
Dilution des &chantillons & analyser dans
du plasma de vWD sévére,

|Relation lingaire : Vélocité agrégation - |

Taux ‘de VIII R:RCo
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V PATHOLOGIE LIEE AU -F vWr

On regroupe sous le terme de maladie de von Willebrand
(VWD) 1es désordres hémorragiques 1i&s au F vWf. Une mise au point réguliére
des problémes cliniques, biologiques, génétiques et thérapeutiques concer-
Nant cette maladie a fait 1'objet de nombreuses revues générales (cf:
HOYER 389, SULTAN : 390, BLOOM : 391) aussi he donnerons nous ci-dessous
Que quelques é&léments physiopathologiques et 1la tendance actuelle de
12 classification de cette maladie qui sont nécessaires pour envisager
Utérieurement les relations existant entre la structure et la fonction
du F vy,

Le facteur vWf semble également pouvoir Jjouer un rdle
dans 1e développement de 1'athérosclérose et nous développerons ce point
dans yn second temps. '

A;;EQ&NEES PHYSIOPATHOLOGIQUES DE LA MALADIE DE WILLEBRAND

La maladie de vWD se manifeste par un syndrome hémorragique
atte1'gnant essentiellement les muqueuses et se traduit'par des hémorragies
Nasales, gingivales, amygdaliennes, digestives et méno-métrorragiques.
Ce type d'hémorragie est en grande partie di & un défaut de 1'hémostase
Primaire refléta par 1'allongement du temps de saignement (TS) ; 1l
s Comprend lorsqu'on sait fb rdle crucial que joue le F VIII/vWf dans

"hémostase primaire (cf p.12 & 16), rdle qui revient entiérement au
Fwie gy complexe et non au F VIII puisque le TS est tout & fait normal

thez les hémophiles A majeurs dont le plasma est totalement dépourvu
% Vinr:cag.

I1 faut noter néanmoins que le rdle du F vWf ne se cantonne
1'hémostase primaire car i1 intervient, de fagon indirecte, dans

2 Coagulation en "régulant" le taux plasmatique de F VIII par un mécanisme
®Ncore inconnu.

Pag 3

Plusieurs constatations sont & la base de cette énigme:

% - le F VIII:C est souvent diminué (et quelquefois_effondré
Point que des hémarthroses surviennent chez des patients atteints

® VWD) chez les malades vWD bien que ceux-ci aient la "capacité génétique"

g . . .
Synthétiser un VIII:CAg normal, n'ayant aucune atteinte au niveau
e :

Teur chromosome X.
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- & maintes reprises, on a constaté, aprés NILSSON et
gl; (392), une réponse " anormale" des vWD aprés transfusion : ces malades
aprés injection de diverses fractions dérivées du sang (plasma, cryoprécipi-
té, concentrés de AHA) présentent une augmentation "retardée et prolongée"
du VIII:C (et du VIII C:Ag) qui peut étre attribuée & un apport de F
vHf puisqu'elle se manifeste également aprés injection de plasma d'hémophile
A majeur (HOYER : 393). I1 semble donc que la présence de F vWf soit
nécessaire pour obtenir un tauk normal de F VIII dans le sang. On peut
imaginer que le F VWf, en tant que "molécule porteuse du VIII", serve
de "bouclier" & celui-ci et 1le protége, soit de 1'inactivation (WEISS
et al. : 394) par des enzymes protéolytiques plasmatiques par exemple,
soit d'un catabolisme rapide, peut &tre par 1'intervention des exoglycosida-
ses hépatiques. Certains pensent aussi que le F VvWf peut influencer
1a synthése, ou 1'excrétion dans le sang, du VIII:CAg (BLOOM : 395).

B - CLASSIFICATION BIOLOGIQUE DES DIFFERENTS TYPES DE vWD

La maladie- de Willebrand ne forme un groupe homogéne
de malades que si on regroupe sous ce nom de vWD,presque comme & 1'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 caractéristiques 1iées au F VIII/Wif
(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 a@ mesure qu'a progressé la mise au point des tests biologiques
permettant de mieux connaitre le F VIII/vWf, on a pu s'apercevoir que
les résultats sont trés variables d'un malade & 1'autre (HOYER : 396).
Tous les types de combinaison entre un taux normal, subnormal, diminué
ou effondré de VIII:C, VIII R:RCo et VIII R:Ag sont rencontrés 3 1'exception
de malades avec un VIII R:Ag diminué mais, & 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) &tait de 7. Cependant,
ces classifications complexes sont maintenant sujettes & 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 prélévement 3 1'autre, chez les mémes malades sauf dans les formes
homozygotes de la maladie ,et de BLOOM et al. (399) montrant que différents
types de vWD peuvent coexister dans une méme fratrie.
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Le tableau XIII (p.64) résume 1les 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 les formes sévéres se caractérisant par un taux effondré
de yII1 R:Ag, et de VIII R:RCo, qui semble consécutif & une absence
de synthése du F wWf car ces malades peuvent développer des anticorps
ati-vWf, aprés transfusions répétées. Les formes modérées, elles, pré-
Sentent des taux variables et dissociés de VIII R:RCo, de VIII R:Ag
& de vIII:C, qu'on attribue & une "pénétrance variable" de la tare
U niveau de 1'autosome contrdlant la synthése du F vWf. Chez ces malades

N Y a absence ou diminution de toutes les formes multimériques du F
VKT,

- le type IIA. La caractéristique essentielle du F vWf de
e malades est de manquer de formes multimériques “"lourdes" et "intermé-
diail"es" Cette anomalie, qui semble due & un défaut de polymérisation,
¢ traduit par une augmentation de 1la mobilité électrophorétique du
v R:Ag, par un non-parallélisme des courbes de dosage du VIII R:Ag
N IRMA, et par une diminutioh de 1'activité vwf qui est liée & 1'absence
%s formes hautement polymérisées du F vWf,

- le type IIB. Les plaquettes de ces malades, en suspension
Gans gy plasma autologue, agrégent en présence de doses faibles de ristocé-
ne, insuffisantes pour faire agréger un PRP normal. Leur F vWf se fixe
T“S. "in vitro", aux plaquettes normales que le F vWf normal et cette
hyper-liaison“ aux plaquettes se traduirait "in vivo" par la disparition
s formes hautement polymérisées du F vWf plasmatique qui serait a

"*Mgine de leur syndrome hémorragique.

- Les malades présentant des formes IIA et I1IB de VWD synthétisent
C un £ vWf anormal ; ils sont appelés "variants" de vWD, par opposition
ix fo?‘mes typiques ot i1 y a un défaut quantitatif de synthése.

e s e




TABLEAU XIII

CARACTERISTIQUES ESSENTIELLES DES DIFFERENTES FORMES DE MALADIE DE WILLEBRAND CONGENITALE

foraes hosmozygotes (sévires)

Taux de VIII R:RCo, VIII:C, VIII R:Ag.constamment effondrés

1 typel viD typique di i une disinution Agrégation 3 la ristocétine : absence
ype de synthdse du F v¥f Apparition possible d'anticorps aprés transfusion
formes hétérozygotes (modérées) Dissociation des taux de VIII R:RCo, VIII:C, VIII R:Ag
("pénétrance variable de la tare")
Variabilité des résultats
Toutes les formes multimériques du VIII R:Ag sont diminuées '
§ (4]
- Temps de saignesent allomé | | jyype 11 L agrégation 3 la ristocétine : disinuée ou Défaut de polymérisation du F vif =
- Au moins une des caractéris- A ’ !

tiques du F VIII/vNf perturbée

normale,"variant® de viD dil 3 la synthise
de f vif anorasal

Seules les formes légires sont présentes
le YIII R:Ag a donc une mobilité électrophorétique augmentée

|| Type II8 . agrégation 3 la ristocétine augmentée,
.“yariant“de v¥D dG 3 la synthise de

F vif anormal

“Hyper-liaison® du F vWf aux plaquettes norsales -
Les formes les plus polyaérisées du F vWf n'existent pas dans le plassa

"pseudo-vND" avec synthise normale de
F viif norsal
agrégation 3 la ristocétine augmentée

Type Ilc Anomalie plaquettaire entrainant une "hyper®~liaison des foraes lourdes
du F wif, ’

Les formes les plus polymérisées du F vWf n'existent pas dans la plasaa
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- enfin, le type IIC. Dans ce type on regroupe des maTadeé
dont 1e syndrome hémorragique est d'origine plaquettaire, et que 1'on
3ppelle, é&galement de ce fait, Bseudo-w111ebrand“(wEISS et al. : 400,
HOYER : 401). Nous les avons fait figurer dans le tableau,bien que leur
Synthése du F VWf soit quantitativement et qualitativement normale, car
Teur "hyper-réactivité" plaquettaire, induisant wune augmentation de

la fixation du F VWf, se traduit également par des anomalies du F VIII/VWf
Plasmatique.

Pour étre complet, il faut noter également :
- les formes de vWD associées ad des anomalies plaquettaires
% & un déficit en XII dont KOUTTS et al. (402) ont rassemblé les diverses
Observations mais dont 1'étude n'a apporté, Jjusqu'd présent, aucun é&lément
NOuveay en ce qui concerne le complexe F VIII/VWF :
- et 1'existence de formes acquises de la maladie de VWD,
peuvent é&tre dues soit & la présence d'anticorps anti-vWf, soit
4 un catabolisme augmentd du F vWf, soit encore & une rétention anormale

- de Ce facteur au niveau de tumeurs ou de certaines cellules sanguines
(Voir p. 1503 152).

qui

e S i
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C - ROLE DU F vWf DANS L'ATHEROSCLEROSE

L'athérosclérose se renéontrant non seulement chez 1'homme
mais aussi chez d'autres mammiféres, tel le porc, 1'équipe de BOWIE
et al. (403), qui maintient depuis plusieurs années un &levage de porcs
ayant une forme sévére de VWD, a pu étudier le rdle du F vWf dans la
genése de cette maladie.

Les résultats des analyses histologiques des artéres
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 1ésions athéroscléreuses sont beaucoup moins fréquentes et,
si les animaux sont soumis 3 un régime alimentaire riche en cholestérol,
on observe des infiltrations graisseuéés au niveau de 1'intima des vaisseaux
mais pas de 1lésions prolifératives,comme celles observées dans le groupe
de porcs normaux élevés dans les mémes 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 transplantés chez des porcs normaux et que, donc, elle semble 1iée
d la présence de F vWf, plasmatique ou plaquettaire, au niveau du vaisseau
(FULSTER et al. : 407). I1 est alors tentant de postuler que c'est en
diminuant 1'interaction plaquettes/paroi, que le déficit en F vWf empéche
1'apparition des plaques athéroscléreuses car on sait,depuis les travaux
de ROSS et al. (408),que les plaquettes libérent un facteur, le PDGF
("platelet derived growth factor), qui stimule 1la prolifération des
cellules des muscles lisses de la paroi vasculaire qui est & 1'origine
de la plaque d'athérome.

Cette hypothése séduisante qui préte au F vWf un role
important dans la genése de 1'athérosclérose doit étre cependant discutée.
En effet, une étude récente de GRIGGS et al. (409) montre que Tes coronaires
dénudées de porcs, qu'ils soient normaux ou vWD sévéres, sont le siége
de lésions athéroscléreuses et que, par conséquent, le F vWf ne serait
qu‘une des covariabies dans le phénoméne complexe d'apparition de 13
plaque d'athérome. De plus, des observations chez 1'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 : 1'autopsie de malades atteints de forme, méme sévére,
de vWp a permis de déceler des plaques athéroscléreuses. Pour savoir
$i, réellement, le F vWf intervient dans le développement de 1'athéroscléro-
S¢ chez 1'homme i1 faut attendre notamment les conclusions d'un groupe
de 1'institut national de la santé et de 1'organisation européenne de
1a recherche sur la thrombose (ETRO) qui, dans un projet appelé ROKITANSKI-
DUGUID, prévoit, aprés avoir répertorié environ 1077 patients atteints
de 1a maladie de Willebrand sévére (WEISS et al. : 412), de rechercher
Chez ces personnes, par des techniques non traumatisantes, des signes
d'athérosclérose.

BRI SR T T ST I ) 3RS
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VI RELATIONS STRUCTURE-ACTIVITE DU F vWe

Ce que l'on connait actuellement des relations existant entre
la structure et 1'activité du F vWf découle de deux types d'expérimentations :
- des é&tudes structurales qui ont &té faites sur le F vWf
"anormal" des malades présentant une anomalie qualitative 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
d une étude structurale compléte du F vWf anormal, d'autant plus que,
nous venons de le voir (p.49 & 52),1a structure du F vWf normal 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 soulignent 1'importance du degré de
polymérisation et de 1la copule glycannique du F vWf, deux é&léments que
nous envisagerons successivement,

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

Aprés les travaux de COUNTS et al. (413) et BLOMBACK et al.
(414) montrant que, dans des conditions réductrices, 1'activité VIII
R:RCo du F VIII/vWf diminue alors que son activité VIII:C reste inchangée,
diverses équipes ont montré que ce sont les formes hautement polymérisées
du F VWf (formes appelées VHMW : Very High Molecular Weight) qui, "in
vitro," sont le support de 1'activité VIII R:vWf. En effet, DOUCET-de
BRUINE et al. (415) ont d'abord montré qu'aprés addition de plaquettes
lavées et de ristocétine 3 une préparation de F vWf, on obtient, dans
le surnageant, du F vWf de masse moléculaire inférieure et de mobilité
&lectrophorétique augmentée ressemblant au F VIII R:Ag du surnageant
de cryoprécipitation. LEGRAND et al. (416) ajoutent que ce sont 1les
formes de plus haut poids mol&culaire qui dinterviennent dans 1'adhésion
des plaquettes au collagéne. SAKARIASSEN et al. (417) confirment ces
résultats en &tudiant 1'adhésion au sous-endothélium, MARTIN et al.
(418) ajoutent que ce sont les formes les plus polymérisédes du F vWf
humain qui ont 1'activité VIII R:RCo la plus é&levée mais remarquent
que cette activité ne dépend pas seulement de la MM des polyméres mais
aussi de leur conformation, sous dépendance de 1'agencement des pontS
disulfure.
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Tous les résultats résumés ci-dessus, obtenus en étudiant
les différentes formes multimériques du F vWf normal ou modifié tendent
i montrer que le degré de polymérisation du F vWf joue un réle important
Pour ses différentes activités mesurables "in vitro". Le degré de polyméri-
Sation jintervient-il aussi dans 1'activité physiologique du F VWf c'est
i dire celle qui retentit sur le temps de saignement ?

2) Etude chez les VWD

L'étude de la répartition des multiméres du F VIII/VWf chez

'es variants de la maladie de vWD tend & prouver que oui. En effet,

MEYER et al. (419) montrent que,dans les variants dits vWD de type II,

les polyméres de VHMW sont absents alors que les formes 1légéres du F

Wf  sont augmentées. RUGGERI et al. (420) ajoutent qu'il existe deux
f‘°*‘mes de variants :

- dans le type IIA i1 y a prédominance dans le plasma des

Plus petits multiméres du F vWf et les formes VHMW n'existent ni dans

le Plasma, ni dans les plaquettes, et 1'agrégation @ la ristocétine est
diminu- .
ée,

§

- dans le type IIB : les VHMW sont absentes dans le plasma
o existent des formes "l1égéres" et "intermédiaires" pouvant attéindre
S x 10 6 daltons, alors que t\outes les formes multimériques sont présentes
j?ns les plaquettes. Le F VvWf anormal a un comportement bien particulier
1;: Vitro" : i1 se fixe aux plaquettes 3 des concentrations de ristocétine
®rieures & celles requises pour fixer un F vWf normal et, de plus,
s:: formes plus petites que celles se fixant normalement aux plaquettes
t Impliquées dans cette fixation. On ne connait pas encore 1'origine
¢ Cette "hyper". réactivité du F vWf chez ces patients.

Récemment GRALNICK et al. (421) ont &tudié le comportement

m:]F VWf normal, natif ou partiellement réduit,et de F vWf anormal d'un
e VWD,dans le test de fixation aux plaquettes en présence de ristocé-
"®. Les résultats de la premiére colonne du tableau XIV (p.70) montrent
U8, 54 le F vWf réduit partiellement se fixe moins bien aux plaquettes
e le F vwWf normal, ce qui est en accord avec les résultats ci-dessus

U S
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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)

_

| | |
| FactewrVIII/WNWf | Asialo- | Asialo-
. | natif | F VIII/WWf | agalacto-F VIII/vKfl
| l ' |
i — } | —
| K n | Kd n | Kd n
I | | _
! B B
F VIII/VWf normal | 20 1,5 | 2,0 1,4 | 5.0 2,8 |
| |
F VIII/VWf normal | | o |
aprés réduction avec| 52 2,1 58 2,2 | 13,4 3,6 |
B-mercaptoéthanol & | | |
0,01 p.100 ( | | I
| l
F VIII/VWf anormal | “,9 4,8 - - | - - - |
d'un malade VWD | | | {
l I
| : |

Kd = Constante de dissociation en nanomoles
n = Nombre de molécules par plaquette x 10
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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 1lui, des formes multimériques s'échelonnant entre 1,1
et 6,9 x 106 daltons. Ce résultat laisse penser que le degré de polymérisa-

tion n'est donc certainement pas 1'unique &1ément intervenant dans 1'activi-
L& biologique du F VWf.

B COPULE GLYCANNIQUE/ACTIVITE VIII R:vWf

1) Etude chez les vWD

GRALNICK et al. (422) ont &té les premiers & noter, chez trois -

Patients atteints d'une forme de variant de vWD, 1'absence de coloration
' reéactif de Schiff de la sous-unité du F VIII/vWf. Cette anomalie
8t confirmée par ces mémes auteurs (423) qui démontrent, un peu plus
ta"d,qu'eﬂe est due 3 une modification des glycannes puisque chez 2
d&"maﬂades vWD étudiés i1 y a une diminution nette du taux d'acide sialique
(Tes résultats annoncés é&tant de 17,5 et 14,5 n moles/mg de protéine

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

% 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
*Xiste une diminution & 75 n moles/mg chez 1 des 2 vWD de type IIA &tudiés.
RéCemment: GRALNICK et al. (425) ont comparé la composition glycannique
W VIII/WWf disolé & partir de 2,5 1 de plasma d'un malade vWD a celle
WF VIII/vWf isol& de 7  mé&langes de plasmas normaux . Si les valeurs
*Moncges sont bien différentes, en ce qui concerne 1'acide sialique,
te Celles publiées en 77 (426) i1 est cependant évident, comme on peut
® Voir dans le tableau XV (p.72), que le malade &tudié & un déficit
12 fois en acide sfalique, galactose et N-acétylglucosamine. Cependant,
":D fréquence de 1'anomalie de la copule glycannique du F VIII/VWf de
" est mise en doute par ZIMMERMAN et "al. (427) qui n'obtiennent un
cpport coloration au bleu de Coomassie/coloration PAS augmenté que
®2 1 malade (de type IIA), sur 16 vWD é&tudiés (de type I ou IIA),
Wi et Justement un des malades cités par GRALNICK et al. (426,428).
s:pe“dant, GRALNICK et al. (429) viennent de montrer que, bien que 1‘'acide
n():Hque représente plus de 30 p.100 de la fraction glycannique du F VIII/vWf
PAsma]’ sa désialylation n'affecte pas son rapport de coloration Coomassie/
s en fait ce rapport n'augmente que s'il y a é&galement une diminution

P —
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TABLEAU XV

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

standard de 7 mélanges
de plasmas témoins)

F VIII/WNf F VIII/WNf
NORMAL ANORMAL -
(moyenne et déviation

(valeurs extrémes et
moyemesde 2 détermina-

tions au moins sur le
plasma du méme malade
E?}\ vWD)
W) ycide siatique 145 t14 46-69, 60
(hydrolyse acide)
Galactose .
(1ibéré par B-galactosi- 143 =12 60-69, 66
dase aprés désialylation) .
‘ |
Galactose I +
(1ibéré par hydrolyse 165 -18 90-105, 95
acide) |
N-Acétyl glucosamine 163 £ 30

47-63, 55
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du galactose pénu]tiéme. I1 apparait donc que ce rapport n'est qu'un
Moyen trés 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.100 de
la Copule glycannique.

L'utilisation de la Concanavaline A (Con A), lectine spécifique
des groupements & -glucose et £ -mannose semble, elle, plus intéressante.
En effet, aprés que PEAKE et BLOOM (430) aient montré une diminution
de 14 précipitation du F VIII/vWf plasmatique en présence de Con A chez
Certains vWD atypiques, TAKAHASHI et al. (431) et HOWARD et al. (432)
ot confirmé en partie cette observation. Ces derniers (433) ont mis
W point une technique de radio-immunoélectrophorése croisée en présence
de Con A qui leur a permis de détecter une anomalie de la fixation &
Ta Con A chez 12 malades présentant un vWD modéré et dans le surnageant
e Cryoprécipité. Ces résultats leur permettent de dire que les formes
Pey Polymérisées du F VIII R:Ag,telles que celles rencontrées dans le
sur'"ageant de crydprécipité et chez certains vWD, comportent une partie
gLVCanm‘que réduite ou moins accessible d la Con A.

2) Etude du F vWf modifié

Les effets d'exoglycosidases et en particulier de neuraminidases

Sur 1'activité du F vWf sont '\'objet de controverses. En effet, plusieurs
Uteyrs ont montré que la libération de 1'acide sialique n'affecte pas
e: fonction du VIIT R:RCo du F VWF ni sa fixation aux plaquettes (KIRBY
MILLS : 434, VERMYLEN et al. : 435, FUKUI et al. : 436, DE MARCO

e
t SHAPIRO : 437, MORISATO et GRALNICK : 438, GRALNICK : 439 et al.

1:2: tandis que d'autres trouvent que la désialylation induit une diminution

KIRB'Y‘tante de 1'activité du F vWf (SODETZ et al. : 441, ROSENFELD et

Mg P 442, KAO et al. : 443). Pour VERMYLEN et al. (444, 445) et DE
0 et SHAPIRO (446) la désialylation a comme effet de permettre au
YIII/VWf d'agglutiner les plaquettes en absence de ristocétine, elle

]a::"“e en outre considérablement la demi-vie du F VIII/VWWf chez le
" qui passe de 240 min & 5 min (SODETZ et al. : 447).

S 1'importance de 1'acide sialique en position terminale

A Peductrice n'est pas universellement prouvée, le rdle du galactose
I Position penultieme, Tui, fait 1'unanimité : GRALNICK (448) ont montré
"Portance du galactose dans 1'agrégation a la ristocétine : la galactose-

s T
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oxydase diminue de 90 p.100, . cette fonction qui peut-&tre restaurée
ultérieurement par réduction et SODETZ et al. (449) et KAO et al. (450)
ont confirmé le rdle du galactose. MORISATO et GRALNICK (451) montrent
que la B-galactosidase induit une diminution de 75 p.100 de la fixation
du F vWf aux plaquettes et de plus 80 p.100 de son activité VIII R:RCo.
KAO et al. (450) ont étudié 1la concentration nécessaire pour inhiber
50 p.100 de la fixation de F VIII/vWf normal et 1a 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 1'importance du groupement glycannique du F VWf,
et notamment de galactose, dans 1'interaction F VIII/vWf/plaquettes,
en présence de ristocétine. Récemment GRALNICK et al. (452) ont confirmé
ce fait et leurs résultats sont reportés dans le tableau XIV (p.70)
montrant que la fixation du F VIII/vVWf n'est pas modifiée (Kd=20) 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 trés proche de celle (14,9)
obtenue avec un F VIIV/VWf anormal isolé d'1 sujet vWD.

En résumé, 1l'ensemble des résultats ci-dessus montre que
la structure macromoléculaire du F vWf et sa copule glycannique jouent
un réle primordial dans son interaction avec les plaquettes "in vitro"
et ‘que ces éléments, au vu des anomalies constatées chez les vWD, intervien-
nent certainement dans 1'activité physiologique du F vWf au niveau de
1'hémostase primaire. On peut trouver dans 1'article de FURLAN et al.
(453) un élément d'explication & 1'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 parcé
qu'elles sont plus riches en Gal ou qu'elles ont des résidus de Gal
plus accessibles (GRALNICK : 454) que les formes trés polymérisées du
F wWf sont le support de 1'activité Willebrand & moins, mais ceci est
hypothétique, que les glycannes du F vWf ne soient nécessaires & s2
polymérisation.
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TABLEAU XVI

ROLE DE LA COPULE GLYCAKNIQUE DU F VIII/vWF DANS SON AFFINITE POUR LES

PLAQUETTES ET SON ACTIVITE AGREGANTE EN PRESENCE DE RISTOCETINE (KAO et al.:450)

Ac. Sialique | Galactose |Activité VIII| Affinité pour les |
n mole/mg n mole/mg R:RCo | plaquettes en présence
proteine proteine Vitesse | de ristocétine |
d'agrégation |-==-==ceeemcmmccacnaa- |
|concentra- |
|tion,en xg/ml, |
| inhibant50 I
p.100 de 1a  Kd (M)
|fixation de |
|F VIII/VWf |
normal |
S |r
F
IL/wir | 115,4%1,4 | 165,3 Y14.8 11,3 2,0 L1
| natif |
F"sviam-, 293 11,4 | 169,9 21,5 4,4 14,8 12,5
H1/vwe ! ' |
Asid]o-
astede 1L |
va1des, 30,8 -3,3 102,3-3,9 2,1 | 66 53,8
U1/ vwf |
| a’\]smo-
°Xi:9t°se + +
| ,édisitpuis 35,7 =1,6 | 175,1-7,4 3,7 30 18,9 |
P s
| VI e
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LE FACTEUR VIII

Le terme facteur VIII (F VIII) est réservé 3 la partie du
complexe moléculaire F VIII/vKf qui est le support :

- de 1'activité biologique au niveau de la voie endogéne
de la coagulation, activité coagulante dénommée VIII:C,

- des sites antigéniques reconnus par les anticorps
homologues, neutralisant cette activité VIII:C, qui constituent le
VIII:CAg.

Comme le rdle du facteur VIII dans 1la coagulation a
déja &té décrit (p.9), nous nous limiterons ci-dessous & évoquer les
problémes de la synthése, des propriétés biochimiques et immunologiques,
des techniques de dosage et de la pathologie associée a cette entité

moléculaire.
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I - SYNTHESE DU F VIII

Le lieu de synthése du F VIII n'est pas encore connu
dussi envisagerons nous successivemenertles différentes cellules qu'on
a SUpposé étre capables de synthétiser le F VIII, sous le contrdle
du chromosome X.

A~ LES CELLULES ENDOTHELIALES

Diverses constatations peuvent laisser supposer que
e F VIII aurait, sinon la méme origine que le F vWf, du moins une
ftape commune lors de sa chaine de synthése :

- la présence de déterminants antigéniques communs sur
les motecules 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).

- 1'absence d'observation de cas de daficit isolé en
Ml&cules support de 1'activité VIII R:vWf. En effet, les malades
Présentant un déficit sévére en F wWf ont également une nette diminution du
F VIIT et i1 existe souvent, chez les gens sains, comme chez la plupart s
YWD, ypn parallélisme entre le taux plasmatique de VIII:C (F VIII) et de VIR
Ag (F VWF) - la réponse bien particulidre des vWD aux injections
de Plasma ou de cryoprécipités qui se caractérise par une é&lévation,
Plus grande que prévue, du VIII:C et par la persistance de cette activité
Pendant ay moins 24 heures (cf revue générale de HOYER : 459).

Néanmoins, bien que le VIII R:Ag, nous 1'avons vu précédem-
» ait &té localisé dans les cellules endothéliales humaines, aucune
actiVité coagulante VIII:C n'a é&té décelée au cours des nombreuses
e’:périmentations de cu]fures de cellules endothéliales. Ces résultats
" ®cluent toutefois pas totalement 1'hypothése d'un lieu de synthése
d:e"tique pour le F VIII et le F vWf car on peut expliquer 1'absence
VIII:C dans les cultures endothéliales de plusieurs facons :
res - les conditions de production du VIII:C ne sont pas
Pectées durant les cultures.
prog .= Ylactivits coagulante VIII:C est détruite par les
o, Sases 1ibérées dans le milieu de culture (ce qui a &té démontré
STEAD et Mc KEE : 460, 461).

ment

T T T T T
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- le support moléculaire” du VIII:C serait dnactif et
n'acquiererait son activité coagulante qu'une fois 1ibéré 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 bas de VIII:C dans les surnageants
de cultures endothéliales mais que, méme 1'antigéne qui est associé
d cette activité (VIIIC:Ag) en est absent. Ceci n'est compatible
.avec les deux derniéres hypothéses ci-dessus que si on admet que le
précurseur ou les produits de dégradation de la molécule support du
VIII:C n'ont pas tous les déterminants antigéniques du VIIIC:Ag; n
apparait 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 synthése, ou son excrétion dans la
circulation, pourrait étre sous la dépendance de la présence du F vWf
dans la circulation ainsi que nous 1'avons &voqué précédemment (p61)

Différentes cellules ont é&té& 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 & 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 synthése hépatique du VIII:C mais OWEN et BOWIE (469)
ne peuvent démontrer celle-ci dans leurs premiers essais de perfusions.
Pourtant, un peu plus tard, i{1s montrent (470), avec d'autres (BLOOM:
471, SHAW et al. : 472), que cette synthése est possible & 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, GREENec RATNOFF : 475) aménent 3 penser qu'il
existe d'autres lieux de synthése du F VIII,
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C - LES LEUCOCYTES

Un rapport préliminaire de ZACHARSKI et al. (476) concernant
la synthése du VIII:C par les leucocytes, est tout d'abord critiqué
Par RICKLES et al. (477) qui pensent que 1'activité coagulante mise
& &vidence est due & 1'interférence du facteur tissulaire mais est
de noyveay discuté (HOUGIE : 478, PIOVELLA et al. : 479) depuis les
travaux de BLETCHER et al. (480) qui montrent que les leucocytes humains,
® présence de phytohémagg]utinine, s}nthétisent une substance procoagu-
lante neutralisable par les anticorps anti-VIII:C homologues. Cette
Synthése, qui pourrait se faire &galement en absence de lectine, permet
d'expliquer 1'observation d'une rémission du déficit en VIII:C, dosé
Par 2 techniques différentes, chez wun hémophile A, au cours d'une
'eucemie (BOUMASIN et al. : 481).

D.
<>_LA RATE

WEAVER et al. (482), gqrice & des transfusions entre
thiens normaux splénectomisés et chiens hémophiles, montrent que la

;ate est impliquée soit dans le stockage soit dans la synthése du
I11. :C.

POOL (483) ajoute que seul 1'extrait de rate parmi les
®Xtraits de divers tissus (hépatiques, rénaux, moelle osseuse) renferme
Une activité VIII:C. Des perfusats de rate contiennent de 1'activité
VIII :C (WEBSTER et PENICK : 484, WEAVER et al.. : 482, PABST et al.
:?S). De plus diverses expériences de greffes de rate (WEBSTER et
E;~ - 486, NORMAN et al. : 487, GROTH et al. : 488) ou d'injection

Cellules lymphoides spléniques (DESAI et al. : 489) chez le chien
®Mophile sont suivies d'une &lévation de leur taux de VIII:C. II
Wt noter que pour DODDS et al. (490) le foie et la rate seraient
%S deux impliqués dans la synthése du VIII:C, le foie synthétisant
ne Substance qui stimulerait la production splénique du VIII:C (DODDS

8t
a1, ¢ 491).

.
AUTRES LIEUX DE SYNTHESE

' Des préparations de rein semblant montrer une activité
agu]ante VIII:C, cet organe a ét& impliqué dans la synthése 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 étre le seul site de synthése
du VIII:C (HOWARD et al. : 494). |

L'ensemble de ces travaux permet de dire qu'on a impliqué,
au cours de ces quinze derniéres années, de nombreux organes et tissus
dans la synthése du VIII:C. Certains des résultats,fondés sur la technique
de dosage du VIII:C en 1 temps, doivent é&tre interprétés cependant
avec prudence sachant qu'il existe alors des problémes d'interférence
de facteurs de coagulation activés ou de facteurs tissulaires. A
1'heure actuelle, ces travaux devraient étre repris et complétés par
une recherche immunologique de 1'antigéne associé au VIII:C. Il parait tou-
tefois admis que le foie et la rate sont impliqués dans cette synthése
mais, comme ces organes cnt de nombreux types de cellules en commun
(cellules lymphoides, réticulo-endothéliales, endothéliales, macrophages
et fibroblastes), i1 reste désormais & en préciser le site cellulaire

exact.
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11 - BIOCHIMIE DU F VIII

A - DIFFICULTES D'ISOLEMENT

Les publications sur la caractérisation biochimique
du matériel purifié ou, tout au moins, hautement concentré, associé
& Tlactivité coagulante VIII:C sont peu nombreuses. Les difficultés
rencontrées lors de 1'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
trés faible évaluge & 50 ng/ml et représente moins de 1 p.100 du complexe
Sntier F VIII/VWF qui est déja difficile a purifier. A titre d'exemple,
1 a fallu & VEHAR et DAVIE (495) 125 litres de plasma de boeuf pour
Purifier environ 0,4 mg de F VIII.

- le second probléme est que 1'activité coagulante VIII:C
Upportge par le F VIII est labile et qu'il est donc indispensable
d"Effectuev‘ ,au cours de la purification, un dosage immunologique du
F V11, or e dosage du VIIIC:Ag reste une technique délicate, limitée
Wx Yaboratoires possédant Qu plasma de malades ayant des anticorps
h°"‘°1Ogues (cf p.96.
- enfin, le F VIII est trés sensible & la protéolyse
(a thrombine et la trypsine causant une rapide activation suivie
Tune désactivation, la plasmine détruisant 1'activité coagulante)
*t cec méme en présence de trés faibles concentrations de protéases
(WIT2ER et a1, : 496).

B‘
MASSE MOLECULAIRE DU F VIII NATIF ET ACTIVE PAR LA THROMBINE

1y Le facteur VIII obtenu d'abord par gel filtration en
eu CaCl 2 0,25 M de F VIII/Wf purifié est retardé dans les ;olonnes
:; 9el filtration, contrairement au F VIII/VWf et au F VvWf, mais sa
i ie moléculaire ne peut étre &valuée sur son volume d'&lution car célui-
arie selon les quantités de F VIII injectées sur la colonne (SWITZER
M ke . 497). En gradient de saccharose, i1 a un coefficient de

R N T
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sédimentation d'environ 6,75 (RICK et HOYER : 498) ou de 7,25 (HOROWITZ
et al. : 499) qui pourrait étre 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 al. : 500), alors ques
dans le plasma hépariné, i1 présente le comportement d'une molécule
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 1'&luant par un tampon de force ionique
8levée contenant de la serum albumine bovine et un inhibiteur des
protéases : le DFP ; lors de tamisage moléculaire sur G200 le F VIII
est 8lué dans des volumes correspondant & un rayon de Stokes de 88 Roet
présente, en gradient de saccharose, un S de 8,2, valeurs en faveur
d'une MM de 285000. Le F VIII activé par la thrombine Jjusqu'a 2 «x
1073 u/ml 2 une MM de 116000 (Rayon de Stokes : 60 A , 5S) alors que
le F VIII inactivé par des concentrations de thrombine de 10 -3 i 10
U/ml aurait une MMvoisine de 70000 (3,7 S) (HOYER : 503). D'autres
auteurs ont avancé d'autres MM. Aprés une étude par é&lectrophorése
en gel de polyacrylamide en présence de SDS, 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), 1'action de la thrombine sur le F VIII/wWf
se visualise par 1'apparition d'une protéine de MM : 85000 qui pourrait
étre le support du VIII:C. WEINSTEIN et al. (507) ont, eux, analysé
en @é&lectrophorése, en gelfiltration et en ultracentrifugation, du
plasma traité avec des anticorps anti-VIIIC:Ag marqués & 1']25 I: leurs
. résultats sont en faveur d'une MM de 270 000 avec cependant, en électro-
phorése, des bandes mineures correspondant & 200000, 135000 et 120000}
i1 est & noter qu'aucune de ces bandes n'apparait lorsque la méme
analyse est effectuée d partir du plasma de 5 hémophiles A majeurs
et que la forme de MM 270000 disparait lorsque le plasma est préalablement
activé par la thrombine alors que la bande correspondant & la MM de
120000 s'intensifie. Récemment, VEHAR et DAVIE (508) et KNUTSON et
FASS (509) ont purifié du F VIII & partir de plasma de boeuf et de
porc. Sur leurs préparations purifiées environ 300000 fois, ils ont
8tudié les sous-unités obtenues en présence de concentration &levée
de SDS et les modifications apportées par 1'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 grice & 1'immunoadsorption
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du F VIII/WWf sur anticd}ps monoclonaux anti-VIII RAg avec élution
Par e CaC]2 0,35 M pdis passage sur aminohexyl-Sepharose (AUSTEN
S11). Dans des conditions réductrices, 1'électrophorése en acrylamide
Met en évidence un doublet (MM 79000 et 80000 ), une bande & 92000 ¢
des bandes faibles de MM s'&talant Jjusque 188 000. Le traitement

Par la thrombine fait s'intensifier puis disparaitre la bande de

%2000 alors que toutes Tles autres bandes disparaissent et qu'apparaissent
Un doublet & 71000 et 72000, une bande & 54000 et une bande de 44000.
Pour ces auteurs, 1a bande de 92000 serait due & la forme activée du
F VIII, alors que les bandes de 44000, 54000, 71000 et 72000 seraient
Tes témoins précoces d'une protéolyse ultérieure par la thrombine.

£ - AUTRES PROPRIETES DU F VIII

Jusqu'a présent , la plupart des travaux concernant
'® F VIIT humain se sont limités & 1'Gtude de sa MM, en milieu dénaturant
% non, et § celle de 1'action de Ta thrombine ; on peut cependant penser
Qe 1¢ facteur VIII est de nature glycoprotéinique : en effet,TUDDENHAM
S£~El_ (512) ont montré que le F VIII purifié par passage sur immunoadsor=-
Mt anti-vWf et &lution en Ca ™" 100 & 200 mM est adsorbé sur Con
® ROCK et al. (513) ont précisé que le taux de monosaccharides
1:" d'hexoses ?) du F VIII, obtenu en NaCl 1 M & partir du F VIII/WNf
°1& d'un pool de plasma normal, est de 9,2% 3,8 p.100 et que 1'on

elstingue par é&lectro-focalisation, trois bandes de pHi = 3,9, 4,4,
7,4,

A 1'heure actuelle, plusieurs équipes travaillent sur

1S°]ement du facteur VIII fondé soit sur 1'emploi de polyélectrolyte,

d' &changes d' fons sur QAE-cellulose syou d'immuncadsorption. Des
s"]tats préliminaires concernant la masse moléculaire et 1'étude
e:tpeptides obtenus aprés coupure enzymatique ont été d'ores et déja pré-

®S. Si on espére pouvoir connaitre la structure biochimique du .
Cteyr VIIT c'est en partie pour savoir s'il sera possible, dans
émof”tUP de synthétiser ce facteur, indispensable au traitement des |

Philes A, par des techniques de génie biologique.
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I1T - IMMUNOLOGIE DU F VIII

Les anticorps spécifiques du F VIII sont essentiellement
des anticorps homologues mais, grace & 1'amélioration des techniques
de purification du F VIII, certains auteurs ont pu, aprés immunisation
d'animaux, obtenir &galement des anticorps hétérologues monospécifiques.

A - LES ANTICORPS HOMOLOGUES

Des anticorps homologues apparaissent chez un certain
pourcentage d'hémophiles A polytransfusés et é&galement, spontanément,
chez certaines personnes n'ayant présenté auparavant aucune anomalie
congénitale du facteur VIII.

Des anticorps appelés anticoagulants apparaissent chez
5 &8 15 p.100 des hémophiles A majeurs (STRAUSS : 514, BIGGS : 515,
SHAPIRQ et HULTIN : 516) et, de fagon rarissime, chez des hémophiles
A mineurs (BECK : 517). Le mécanisme responsable de cette réponse
immunologique, dont le caractére anamnestique conduit - & des titres
d'anticoagulant trés é&levés chez les hémophiles dits "répondeurs élevés"
(ALLAIN et FROMMEL : 518), est encore dinconnu (SHAPIRO : 519) mais
des &tudes effectuées dans des familles od 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, MINEZ-ROLDAN et al. : 522) montrent que
deux fréres hémophiles ayant tous deux un anticoagulant ont en commun
1 ou 2 haplotypes HLA, mais une étude multicentre permet de conclure
que 1'apparition d'anticoagulant, si elle est 1iée 3 des facteurs
génétiques, n'est due en aucun cas & un type particulier du systéme
MHC ni. & une association préférentielle de spécificités HLA (FROMMEL
et al. : 523).

Chez des personnes non hémophiles, ces anticoagulants
peuvent apparaitre également,soit au décours de maladie myé&loproliférative

ou auto-immune, soit associés & des anomalies du collagéne, & des
arthrites rhumatoides, & la prise de certains médicaments, soit dans
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12 période du post-partum, soit encore sans aucun désordre simultané
(GREEN : 524, FEINSTEIN et RAPAPORT : 525)¢ on peut parler alors d'hémo-
Philie A acquise. Cette maladie n'est pas si rare que 1'on a cru pendant
]°"9temps puisque GREEN et LECHNER (526) ont pu &tablir une statistique
4 partir de 215 cas publiés et que, au cours d'une recherche systématique
Chez 6000 malades, DURAN-SUAREZ et al. (527) ont mis en évidence 19
€@ d'inhibiteurs anti-VIII:C dont 2 seulement, & vrai dire, &taient
5sociés & un syndrome hémorragique. DURAN-SUAREZ a tout récemment
Cnfirmg ce résultat en mettant en &vidence 2 inhibiteurs anti-VIII:C
dans yne population de 400 donneurs de sang (528).

a) action sur le F VIII

| Les anticorps homologues agissent principalement sur
¢ facteur VIII par leur activité anticoagulante (anti-VIII:C) mais
Pouvent également avoir une action sur d'autres sites du FVIII quecelui

esPOnsab]e de son activité coagulante et former des complexes anti-VIII/
VIII

o Activité anti-VIII:C

\

L'activité anticoagulante, neutralisant 1'activité VIII:C,

::: anticorps homologues est leur propriété la plus connue. Cette
tvitg qui se traduit, lors de 1'incubation de ces anticorps avec

' Plasma normal, par une diminution progressive de 1'activité VIII:C

U ma « . < . . s . :
M&lange peut étre d'ailleurs dosée et s'exprime généralement maintenant

Unités Bethesda. BIGGS et BIDWELL (529) ont &té les premiers &

-

tudigr la cinétique de réaction de ces anticorps et & montrer, dans

Cas,qu elle est de deuxiéme ordre et qu'il existe donc une relation
néa‘re entre le logarithme du taux de VIII:C résiduel et la concentra-
'on en anticorps. Néanmoins, BIGGS et al. se fondant sur 1'étude

de
'effet anticoagulant de plus nombreux plasmas d'hémophiles et

d'y

Rux (type 1) qui, ayant un type d'action de deuxiéme ordre (530),
ln:c”‘ment les résultats antérieurs (529) et ceux (type II) qui se
Ontrent chez d' 'autres hémophiles et dans tous les cas d'hémophilie
Cquise qu'ils ont é&tudiés, et se différencient par une réaction

»

nh1b1teurs spontanés distinguent plus tard deux types d'anticorps:

e et oy ot s g At A L B mm o T
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complexe, biphasique (531) avec d'abord disparition rapide du VIII:C,
puis diminution lente de cette activité,qui serait due & la persistance
de 1'activité coagulante du complexe formé entre le VIII et certains
des anticorps homologues (BIGGS et al. : 531) dans des conditions
ol les anticorps sont encore en excés (KERNOFF : 532). Pour ALLAIN
et FROMMEL (533), i1 existe une relation entre 1'origine (humaine,
porcine, bovine) des fractions antihémophiliques regues par les hémophiles
qui ont développé un inhibiteur et 1le type de cinétique vis-a-vis
de VIII humain, porcin ou bovin de ces dinhibiteurs. Enfin, ALLAIN
et al. (534) distinguent, parmi 17 dinhibiteurs spontanés é&tudiés, 2
groupes : 6 d'entre eux ont une cinétique de deuxiéme ordre, sont
facilement saturables et ressemblent donc & la cinétique des anticorps
d'hémophiles vis-d-vis du VIII humain ; les autres, dont le titre est
généralement faible, ont une réacti&h biphasique et, comme les anticorps
d'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 quiycependant,n'a pas de caractére précipitant soit parce qu'il
n'est pas stable, soit parce que 1l'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 vitt

]

L'action des anticorps homologues sur du matériel dépourvu
d'activité coagulante VIII:C peut se mettre en é&vidence par un test
fondé sur la mesure du titre d'anticoagulant résiduel aprés incubation
préalable des anticorps et de 1'antigéne. Ce test, mis au point d&s
1963 par GOUDEMAND et al. (536) permet & DENSON et al. (537) de distinguer
2 types d'hémophiles A. Ceux dont le plasma contient, tout comme 1é
sérum normal, un antigéne neutralisant les anticorps homologues et
qui sont appelés hémophiles A+ ou CRM+ ("cross reacting material"),
et les autres,dont 1e plasma est incapable de neutraliser les inhibiteurs
homologues : HA- ou CRM-. Ces résultats,confirmés par d'autres auteurss
dépendent cependant du titre de 1'inhibiteur utilisé et de la durée
de 1'incubation (BIGGS : 538).
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Grace a& 1'isolement des anticorps spécifiques capables
d'interagir avec 1'antigéne associé & 1'activité coagulante du facteur
ViII présent dans le plasma normal (VIII:CAg), plusieurs équipes (PEAKE
&t BLOOM : 539, LAZARCHICK et HOYER : 540, REISNER et al. : 541, HOLMBERG
Sﬁ_gl; : 542, MULLER et al. : 543, GIRMA et al. : 544) peuvent maintenant
doser, par des techniques immuno-radiologiques (cf p.96), cet antigéne
dPpelé VIII:CAg. Les résultats, bien que quelquefois discordants selon
12 source d'anticorps monospécifiques (542), montrent que le plasma
de 14 plupart des hémophiles A majeurs ne renferme pas de VIIIC:Ag,
e celui des vWD a un taux de VIIIC:Ag voisin de son activité VIII:C
®t que e sérum présente une concentration en VIIIC:Ag subnormale.

Néanmoins, 11 est @ 1'heure actuelle difficile de faire
Une relation entre le taux de VITIC: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
dvec anticoagulant anti-VIII:C sont capables de précipiter en présence
de Plasma normal, de sérum,e cryoprécipité, de F VIII/vWf et de plasma
Has alors qu'ils ne donnent aucun arc de précipitation avec du plasma
dlhémophi]e A-, on ne sait cependant pas si tous les anticorps homologues,
dlhémophi]es et spontanés, sont précipitants. Cependant, le fait que
‘ce”tains de ces anticorps puissent €tre utilisés dans les dosages immuno-
radiOmétriques de type ‘"sandwich" du VIIIC:Ag, montre que dans ces

c
as’Chaque molécule de VIIIC:Ag peut se lier & au moins, deux molécules danti-

VIIIC:Ag. IT faut noter en outre que plusieurs travaux récents
i:ERYL et HOYER :(546)et HELLINGS 55;3j§$61ennent de montrer qu'il existe
anticorps homologues neutralisants le VIII:C dincapables de se

Peir sur le F VIII sur les mémes sites, appelés VIII:CAg, que ceux
Onus par d'autres anticorps homologues neutralisants permettant
a:tdoser le VIII:CAg. I lsemb]e donc que, méme si 1'on excepte les
ant‘i"anticorps plus complexes car pouvant étre de type I et II, les
COhtCOVDS homologues sont hétérogénes et qu'ils peuvent é&tre dirigés
'® divers &pitopes du F VIII,plus ou moins preches du site nécessaire

Po .
U exprimer 1'activité VIII:C. -
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b) action sur le F vif

La question de savoir si les anticorps anti-VIII:C homo]ogues
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 scuvent semblent

permettre de 1'exclure.

o¢.Résultats en faveur d'une action

BOWIE et OWEN (5463 rapportent, dés 1973, 1'observation
de 4 malades ayant un inhibiteur acquis du VIII:C dont deux d'entre
eux ont une rétention des p]aqueites sur billes de verre diminuée.
Peu aprés, KOUTTS et al. (5473 étudient la plupart des activités 1iées
au complexe VIII/VWf chez 6 malades avec anti-VIII:C (1 cas de lupus
et 5 HA): 1'adhésivité des plaquettes aux billes de verre est diminuée
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 1'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 d'hémophiles A avec inhibiteur est confirmée
dans 5 cas sur 9 étudiés par BALLARD et al. (548).

i

Plusieurs publications font état, non seulement d'une
diminution du F vWf des malades avec anti-VIII:C, mais é&galement de
la présence dans leur plasma, et apparemment surtout dans leur sérum,
d'anticorps capables d'inhiber 1'agrégation & 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 mais)
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. (5473.

B.Résu"utats en contradiction

WEISS et al. (550) n'arrivent pas & inhiber la correctiof
de 1'agrégation & la ristocétine d'un PRP de vWD par un cryoprécipité,
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&n  préincubant ce dernier avec des anticorps homologues. HOUGIE et
SARGEANT (551),en faisant agir une anti-globuline humaine sur un cryopré-
Cipité préincubé avec des anticorps homologues,précipitent toute 1'activi-
& 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 1'agrégation & la ristocétine d'un PRP normal. ZIMMERMAN et EDGINGTON
554) montrent que des billes couplées & des anticorps homologues anti-
VITI:C diminuent de 58 p.100 1'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 & la place du plasma, montrent
W'i1 y a une diminution de 45 & 81 p.100 de VIII:C et de 0 & 33 p.100
du yrgg R:Ag mais que 95 p.100 des protéines fixées aux anticorps
f°"t formées de sous-unités de MM faible (30000 et 62000) semblables
¥ celles- obtenues avec la partie LMW du complexe F VIII/VWf. LAZARCHICK
L HOYER (556) et LAVERGNE et al. (557) prouvent qu'il existe urjcomplexe
able entre le F VIII et les anti-VIII homologues, 1ls mettent au
Point 14 purification des anticorps monospécifiques anti-VIII:CAg
Wi va permettre 3 diverses équipes de doser le VIII:CAg et de montrer
We 14 plupart des plasmas hémophiles A majeurs, bien qu'ayant un
X normal de VIII R: Ag,sont incapables de fixer les ant1corps homologues
W'ils soient d'HA ou spontangf
Pour concilier ces deux séries de résultats contradictoires
on Peut imaginer 1les hypothéses suivantes: I1 pourrait y avoir un
nc°mbr‘ement stérique au niveau des sites actifs du F vWf, occasionné
Par la fixation des anticorps dirigés spécifiquement contre le F VIII,
i expliquerait 1'action des anticorps homologues sur les activités
S ay F vWf. La diminution sérique du VIII R:Ag et du VIII R:RCo
*ez les malades avec anticorps homologues spontanés ou d'hémophiles
e’ Pourrait étre due & un changement de conformation des molécules
F VIII/Wf consécutif & la fixation des anticorps qui résultera1t
Une adsorption augmentée sur le caillot de fibrine.

3) Nature

(ca Sauf dans de rares cas ol les anticorps sont des IgM
STALDI et PENNI : 558, Mc KELVEY et KWAAN : 559) ou un mélange
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IgM, Ig G(LUSHER et al. : 560, ANDERSEN et TROUP : 561, KAVANAH et
al. : 562),1'effet inhibiteur est du & 1'activité anticorps de certaines
IgG. La nature exacte des chaines 1égéres et lourdes de ces anticorps
n'a été étudiée que dans un nombre de cas restreint,ar 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  diluées. I
semble, néanmoins, que les anticorps isolés de plasmas d'hémophiles
soient de nature moins hétérogénes que les anticorps dits "spohtanés".

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 chaines légéres, généralement Kappa
(SHAPIRO : 563, ROBBOY et al. : 564) et de chaines lourdes presque
exclusivement Ig4 (564, ANDERSEN et TERRY : 565). Néanmoins, des é&tudes
ultérieures effectuées sur des immunoglobulines purifiées montrent
qu'il existe une certaine hétérogénéité qui fait penser plutdét & une .
origine oligoclonale (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'apergoit que,sur 25 Ig G d'hémophiles
typées ,17 sont de type kappa, 4 kappa + lambda, et 4 lambda uniquement
alors que pour les chaines lourdes : 10 sont des Ig4, 5 un mélange
d'lgs et d'lgl (quelquefois & 1'état de trace), 6 : Ig4 + Ig3, 1
Ig4 + 1g2, et 3 : Ig3.

b) chez les "non hémophiles"

Employant les mémes techniques et les mémes antisérums pour
caractériser 9 anticorps d'hémophiles et 9 anticorps spontanés, ALLAIN
et al. (569) ont noté la plus grande hétérogénéité des anticorps acquis
chez les personnes ayant une défaillance de leur systéme immunologiqué
(anticorps non consécutifs & un phénoméne d'immunisation). En fait,
si on cumule les résultats de ces auteurs et ceux, antérieurs, qu'ils
ont rapportés dans leur discussion on peut dire que, pour ce qui
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€st des chaines 1légéres, sur 31 cas &tudids, 16 sont de type kappa,
5 de type lambda, 10 un mélange kappa et lambda, alors que pour les
SOus-classes de chaines lourdes,sur 15 cas : 7 sont des Ig4, 6 : des
Ig4 + 1g1, 1 : Igé + Ig3 et 1 : Ig3.

B - LES ANTICORPS HETEROLOGUES |

Des préparations de facteur VIII/VWf, on 1'a vu précédemment
(P-39),peuvent induire chez 1'animal des anticorps hétérologues dirigés
Contre le F VIII. Il est possible d'obtenir ainsi des anticorps polyclo-
faux ou monoclonaux anti-VIII:C. SOLA et al. (570) et FASS et al.
(571) ont montré qu'en restimulant des souris, déja immunisées
dvec du F VIII/VWF porcin, avec une préparation de F VIII ils peuvent
°btenir, aprés 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
]'immunogéne le meilleur pour obtenir des anticorps anti-F VIII.
e telles préparations de F VIII, obtenues aprés dissociation du

VWF du complexe F VIII/VWF, ont été utilisées pour préparer soit
des anticorps polyclonaux, soit des anticorps monoclonaux.

Les premiers essais de préparation d'anticorps hétérologues
spécifiques du F VIII ont &té décevants car il s'est avéré que les
3”7maux immunisés avec des fractions LMW (fraction doude d'activité

Ul:¢ retardée lors du tamisage moléculaire du F VIII/vWf en milieu

¢ force ionique &levée) étaient source d'antisérum :

" - neutralisant 1'activité VIII:C du plasma,

HOYECOmp1exe F VIII/vWf mais pas celle du F VIII dissocié (RICK et
R : 572, RATNOFF et al. : 573),

. .= neutralisant 1le VIII:C, le VIII R:RCo

a]p”ECipitant avec le VIII R:Ag ( MULLER et al. : 574) donc dirigés
3 fois contre le F VIII et le F vWf, B

- KOUTTS et al. (575), ont montré que, néanmoins, on peut
N;enir des anticorps monospécifiques du F VIII & partir de ces antisé-
S en les faisant réagir préalablement avec un excés de F VvWf qui
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permet d'éliminer 1les anticorps anti-VIII R:Ag et anti-VIII R:RCo
dirigés contre le F VWf contaminant probablement 1les préparations
de F VIII. Les anticorps anti-F vWf indésirables peuvent étre également
é1iminés par é&puisement des antisérums avec du cryoprécipité d'hémophile
A (MUNTZ et EKERT : 576) ou du HMW insolubilisé (TRAN et al. : 577).
Dans tous les cas 1l'activité anti-VIII:C n'est pas affaiblie lors
de ces traitements, elle augmente méme parfois, ce qui est en accord
avec 1'hypothése de BOUMA et al. (578) qui pensentque certains anticorps
anti-FvWf peuvent géner 1'accessibilitd aux sites VIII:C, des anticorps
anti-F VIII.

Récemment FULCHER et ZIMMERMAN (579) ont dimmunisé un
émeu avec une préparation de F VIII purifiée 164000 fois. Aprés &limina-
tion des anticorps anti-fibrinogéne et anti-fibronectine par  immuno-
adsorption, 1'antisérum obtenu parait monospécifique : il a une activité
neutralisante anti-VIII:C (600 & 900 U Bethesda/ml) et, de plus,
il précipite en présence du F VIII purifié de plasma normal mais
ne reconnait aucun déterminant de plasmas d'hémophiles A majeurs
ou de vWD sévéres.

Récemment MULLER et al. (580) ont travaillé & la préparation
d'anticorps monoclonaux & partir de rates de souris immunisées avec
du F VIII humain. Aprés fusion, une activité anti-VIII:C est détectée
dans 12/32 des surnageants ; le clonage aboutit & des anticorps de
titre anti-VIII:C trés &levé (5000 & 10 000 U Bethesda/ml) qui neutrali-
sent 1'activité VIII:C du plasma, mais aussi du LMW, en empéchant
1'activation du facteur VIII. Ces anticorps, non précipitant, se
fixent au VIII:CAg du plasma et du F VIII purifi@ 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 VIIL activé
puis inactivé@ par la thrombine.
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V.- DOSAGES DU F VIIIT-

I1 existe deux sortes de techniques de dosage du facteur
VIII, tes unes sont fonctionnelles et mesurent 1'activité coagulante
ViI1:c grdace @ des dosages fondés sur le mécanisme de la voie endogéne
de 1 coagulation, les autres sont immunologiques, elles permettent
de datecter 1'entité moléculaire antigénique, support de 1'activité
VIII:C, appelgeVIIIC:Aq.

5:;29§AGES DE L'ACTIVITE VIII:C

I1 existe deux types de techniques permettant de doser

I aCt1v1te VIII:C d'un plasma, ou d'une préparation, en la comparant

Celle d'un mélange de plasmas témoins renfermant, par définition

v de VIII:C/ml. Elles sont fondées sur un principe différent et,

“Ome e1les se différencient par le fait qu' on les réalise en 1 seule
% 2 gtapes, on les appelle technique en 1 temps ou 2 temps.

Cette technique a é&té publiée en 1953 par SOULIER et
LARRIEU (581) et LANGDELL et _al. (582). Son principe est le suivant :
o Mesure les temps de coagulation d'un melange contenant du plasma
éfiC1ta1re en VIII:C (source de tous les facteurs plasmatiques de .
a9“1at1on de la voie endogéne & 1'exception du VIII:C'qui sera apporté
]q“9ment par les dilutions du plasma témoin ou de 1'échantillon & tester),
s Phospholipides (source de F3p), une substance activatrice des
Oiteurs contact (en général le Kaolin), et différentes dilutions
te du plasma de référence, soit de 1'échantillon & analyser. Les
ta mzs de coagulation obtenus avec les dilutions en série du plasma
'n seront d'autant plus courts que les dilutions seront faibles,
1 :c riches en VIII:C. Ces temps sont alignés sur une droite si on
€Xprime (ou leur logarithme) en fonction du logarithme des taux
1vaII:C. Les temps thenus avec les dilutions de 1'échantillon |
N et se situer sur une droite paralldle 3 cette droite d'&talonnage

e, Permettent d° exprimer le taux de VIII:C en fonction du p1asma
"éference.
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Cette technique mise au point par BIGGS et al. (583)
se réalise en 2 é&tapes. Lors d'une premiére étape, on effectue des
mélanges constitués de tous les facteurs de coagulation de la voie
endogéne, sauf le VIII, le II et le fibrinogéne, et des dilutions
soit du plasma de référence, soit de 1'échantillon & doser. Ces dilutions
apportant le VIII:C,durant cette premiére é&tape 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 & la quantité de VIII apportée par les dilutions. La quantité
de Xa sera mesurée dans la deuxiéme é&tape. Le moyen le plus fréquemment
utilisé pour doser le Xa est celui préconisé dans la technique initiale
de BIGGS et al. (583) qui consiste 3 déterminer le temps de coagulation,
en présence d'une aliquote du mélange de 1la premiére é&tape, d'un

plasma source de II et de fibrinogéne, et, dans ce cas, le log des
temps de coagulation est proportionnel au taux de VIII:C. Mais 11

est possible également de doser le Xa par des techniques chromogéniques-
(SEGHATCHIAN et MILLER-ANDERSON : 584) ou fluorogéniques (MITCHELL

et al. : 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 jnactivé 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 la technique en 1 temps, lorsque le F VIII
existe sous une forme activée par des traces de thrombine ou de Xa.
Divers articles ont &té consacrés aux résultats donnés par les techniques
en 1 et 2 temps (KIRKWOOD 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 : le 1 temps
est plus facile & mettre en oeuvre, le 2 temps est plus reproductible.

La technique en 1 temps requiert un plasma dépourvu de VIII:C et
c'est 13 une de ses limites : tous les‘plasmas d'hémophiles A majeur
(VIII:C < 0.01U/m1), déja en quantitd limitée, ne constituent pas
un réactif convenable, 11 existe néanmoins actuellement 1la possibi]ité

" de préparetr du plasma artificiellement dépourvu de VIII:C 3 partir de p139ﬂ
normal prélevé sur EDTA ou immuno-adsorbé& sur anticorps anti-VIII/vWf
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(CHANTARANGKUL et al. : 590, FURLAN et al. : 591, OFOSU et al. : 592).
La technique en 2 temps, plus longue & réaliser, nécessite la préparation

de 2 rgactifs : un sérum source de IX, X, XI et XII et une préparation
e facteur v semi-purifié. Les plasmas de référence et & analyser,
Srce de VIII, sont préalablement adsorbés sur hydroxyde d'alumine
¥in d'&liminer les facteurs activés pouvant interférer dans le dosage,
8 ce traitement est source d'erreur car, si le F VIII & doser se
trouve dans un environnement protéique différent du plasma, il peut
ftre adsorbé, lui aussi, en partie, sur 1'alumine (SEGHATCHIAN et

MCKIE & 593 et KEMBALL-COOK et al. : 594).
Eﬂf‘]n,

Celyj

i1 existe des problémes communs aux deux techniques : d'abord

du plasma de référence : les mélanges de plusieurs plasmas de
&moing n'‘ont pas toujours la méme activité coagulante car les taux
"Ormayy de VIII:C peuvent varier entre 0.4 et 2 U/ml et il est. erronné
% leur donner arbitrairement la valeur de 1 U. F VIII:C/ml ; aussi
® Plus en plus, on préconise de doser ces mélanges de plasmas par
"¥Pport d un standard international qui sert de référence. Ensuite,
? source de substitut de facteur 3 plaquettaire : divers réactifs
phosPh011p1d1ques ont &té récemment étudiés par BARROWCLIFFE et GRAY
695) ; 11s n'ont pas tous la méme sensibilité vis & vis du VIII:C.

8 -
DOSAGES IMﬂUNOLOGIQUES DU F VIII

Sup La premiére mise en &vidence immunologique de Ta molécule
POrt du VIII:C date de 1963 quand GOUDEMAND et et al. (596) ont montré
Présence, dans le plasma de certains hémophiles, d'une molécule

act1vee capable de neutraliser 1'activité anticoagulante anti- VIII:C

ant1Cor-ps homologues. - La technique de dosage qui découle de ce

3: 3ppelé “"neutralisation de 1'anticoagulant", a permis de différencier

T n:°n 10 p.100 des hémophiles A majeurs dits CRM+ ou A+, neutralisant

1coagulant donc possédant le "Cross Reacting Material“, de 1la
59°r1te des hémophiles dits A- ou CRM- (HOYER et BRECKENRIDGE
”s;]tDENSON et al. : 598, GOUDEMAND et al. : 599). Néanmoins, les
¢y ats, ainsi que 1'a montré BIGGS (600), dépendent .de la durée
1 :"bation du plasma & analyser avec les anti-VIII:C et, selon
to RMAN et al. (601) qui ont utilisé une technique d'immunoadsorption,
g * les hémophiles seraient CRM+. En 1978, PEAKE et BLOOM . (602)
mkage]es premiers & présenter une technique {immunoradiométrique de
o et proposent le terme de VIII:CAg pour désigner 1' antigéne
®nny par les anticorps homologues. Le taux de VIII:CAg est proportion-
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nel au taux de VIII:C dans la plupart des plasmas, normaux et de
vWD, et diminué ou absent des plasmas d'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
d'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
déjad faites entre les résultats de diverses techniques et obtenus
avec divers anticorps (NILSSON et al. : 608, GIRMA et al. : 609,
ROTBLAT et TUDDENHAM : 610, LJUNG et HOLMBERG : 611). Toutes ces
techniques nécessitent 1'isolement, & partir des IgG purifiées des
sérums de malades ayant dne activité anti-VIII:C d'au moins 100 U.Bethes-
da/ml, des anticorps anti-VIII:C représentant, en moyenne, 1p.100
de ces IgG. I1 est probable que bientét 1'utilisation d'anticorps
hétérologues anti-VIII:C et en particulier d'anticorps monoclonaux
facilitera cette é&tape d'isolement qui reste, bien que différentes
techniques en phase liquide et solide aient é&té proposées, encore
délicate.

Récemment, Mc LELLAN et al. (612) ont proposé une technique
d'inhibition de coagulation en gel d'agarose qui a 1'avantage d'étre
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 & double anticorps qui n'est applicable
qu'au dosage du VIIIC:Ag de plasma car le F VIII, fixé dans un premier
temps & des anticorps anti-VIII:C homologues insolubilisés, est révélé
par un anti-VIII R:Ag hétérologue marqué & 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

I1 existe pluieurs formes d'anomalies hémorragiques congéni-
tales caractérisées par un déficit en F VIII:C. Certaines formes
Sont trés rares, elles ne sont pas nécesairement dues d une anomalie
W F VIIT mais leur &tude peut apporter des éléments précieux concernant
le mécanisme d'action et de régulation de ce facteur. Néanmoins
Ta majorité des hémophiles appartiennent & la forme classique d'hémophi-
e A qui est la plus fréquente des maladies hémorragiques congen1ta1es
Puisqu'elle affecte environ 1 sujet sur 10000.

A - L'HEMOPHILIE A CLASSIQUE

Cette maladie,liée & une anomalie de chromosome X,présente
deyy types : '

- les hémophiles A majeurs ayant un taux dé VIII:C inférieur
10 »01U/m1, un syndrome hémorragique en général sévére, et chez lesquels
Pparait fréquemment ( <= 10 p.100) des anticorps de type anti-VIII:C
lef p.gq ).

- les hémophiles A dits mineurs ou modérés,ayant un taux

de VIII:C compris entre 0,01 et 0,35 U/ml, souvent moins atteints

hn1quement et qui ne deve1ogeent,en général,pas d'anticoagulant.

La forme mineure et majeure de 1'hémophilie A est un

e:"aCtere génétique, 11 apparait que le def1c1t modéré ou complet

VIII:C est consécutif & une anomalie quant1tat1ve et/ou & une

°m511e qualitative du facteur VIII. En effet, les dosages de VIIIC:Ag

nt révé1é une hétérogénéité parmi le groupe des hémophiles (LAZARCHICK

o “HOYER : 614, PEAKE et al. : 615, HOLMBERG et al. : 616, MULLER

;GESLL : 617, REISNER et al. : 618, GIRMA et al. : 619, ROTBLAT et
ENHAM : 620, LJUNG et HOLMBERG : 621). On distingue :

- les hemoph11es A majeurs qui n'ont pas de VIII:CAg

eicxs agit de la majorité des hémoph11es A majeurs, le déficit complet

I1:C est di probablement & une absence de synthése du F VIII.

oy - - les hémophiles A majeurs qui ont un taux de VIII:CAg

Syngy S entre 0,01 et 0,30 U/ml ; chez la plupart d'entre eux la

d 8e du F VIII est sans doute trés diminuée mais la présence

e VIII :CAg, alors que le VIII:C est 1ndetectab1e ,fait penser que

viir. :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 1égérement plus é&levé
que le taux de VIII:C.

- les hémophiles mineurs qui ont un taux de VIII:CAg
normal. Ils constituent une minorité d'hémophiles chez qui 1'anomalie
du F VIII semble uniquement qualitative et non liée & un défaut de
synthése.

B - AUTRES FORMES D'HEMOPHILIE A

A coté de la forme classique d'hémophilie A, on distingue
plusieurs formes, trés rares dues également & des anomalies congénitales :

- 1'hémophilie A autosomale qui se transmet selon lemode
dominant (GRAHAM et al. : 622),

- 1'hémophilie de type "Heckathorn" décrite par RATNOFF
et LEWIS (623), liée au sexe, et se caractérisant par une grande
variabilité des taux de VIII:C chez le méme 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 di & une association d'anomalies de synthése au niveau
des génes contrdlant le VII et le VIII, 1'autre serait consécutif
d une seule anomalie d'un géne contrdlant peut-étre 1'action de ces
deux facteurs (GIROLAMI et al. : 625). v

- le déficit associé en VIII et en V,rapporté pour 1la
premiére fois par JONES et al. (626),. apparemment transmis selcn
le mode autosomal récessif. Ce déficit peut étre di, ainsi que 1'ont
montré récemment MARLAR et GRIFFIN (627),a un déficit de 1'inhibiteur
de 1la protéine C. Normalement cet dinhibiteur empéche 1la protéine
C activée par la thrombine et la thrombomoduline de s'opposer 3 1'activi-
té coagulante du VIII et du V activés par ce méme enzyme. L'é&tude
de cette anomalie, trés rare, apporte des &léments précieux concernant
le mécanisme d'action du F VIII et c'est 13 un exemple récent de
1'apport de 1'&tude des cas pathologiques dans le domaine de la pnysiolo-
gie.




- 99 -

VI - RELATIONS STRUCTURE-FONCTION DU F VIII

L'étude des relations structure-fonction du F VIII doit
théor'iquement 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
Ufficyltas rencontrées pour purifier le F VIII pur & partir de plasma
ormal (cf p. 81 ), i1 n'est pas étonnant de constater qu'on a encore
bien peu d'éléments sur le VIIT:CAg anormal présent dans le p]aSma
% certains hémophiles A. C'est donc surtout en &tudiant le devenir
de 1'activité coagulante VIII:C d'un plasma, ou d'une fraction purifiée
F\VIII/VWf’,‘ en présence de divers .agents chimiques ou enzymatiques,
Won 4 essayé de discerner les structures moléculaires impliquées

Uans 1'activité coagulante du F VIII. |

-

Des travaux antérieurs & 1976 ont permis de penser que
d partie glycannique du F VIII intervient dans son activité biologique.
En effet, AUSTEN et BIDWELL (628) ont montré d'abord que les enzymes
g]Wﬂytiques de Trichomonas foetus induisent une diminution du VIII:C
W Peut-étre prévenue par addition de. glycoprotéines ou de certains
m°"°Sacchalr"ides. MELO-PERISSE et al. (629) disent que 1'activité
III=C de concentrés de F VIII\/vwf bovin diminue au éours de 1'oxydation
Par e périodate de sodium alors que KAELIN (630) constate, lui,
ne ugmentation du VIII:C, dosé par la technique en 2 temps, lorsqu'il
a;::]te du plasma ou du concentré de F VIII/WWf humain par ce méme
"fﬂet oxydant. Cependant, des travaux plus récents semblent nier le
leg des glycannes : GRALNICK et al. (631) constatent notamment que
. Meuraminidases et les galactose-oxidases n'ont aucun effet sur
Siat:tivité VIII:C de F VIII/VWf humain purifiéA, ej:, on peut se demander
les résultats antérieurs (628-630) ne peuvent étre attribués
]'“t‘i]isation d'enzymes non purifiés ou & 1'action du périodate
Mveay de 1a copule protéique du F VIIL. |

th101 En 1970,AUSTEN (632) a souligné 1'importance des groupements
araf dans 1‘'activité VIII:C : le F VIII/Wf est inactivé par le
rvercr.noromercuri-benzoate de sodium mais cette dinactivation est
dqu‘ble en présence de cystéine. Cependant, une réduction légére
tion VII1/vus par le mercapto-é&thanol 0,05 M'n‘.entraine pas de modifica-

de 7'activité VIII:C (COUNTS et al. : 633). Il existe é&galement
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des controverses en ce qui concerne le rdle des groupements Tlysine
dans 1'activité VIII:C. En effet, THUY et al. (634) abolissent compléte-
ment 1'activité VIII:C du F VIII/WWf bovin en succinylant 91 p.100
de ses résidus de lysine alors que FURLAN et al. (635) ne constatent
aucune pérte de VIII:C aprés blocage de 40 p.100 des résidus de lysine
par 1'acetamidate d'éthyl. La copule protéique du F VIII doit cependant
avoir un role primordial pour son activité VIII:C car i1 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" 1le facteur VIII. SWITZER et Mc KEE (639) ont montré que
la thrombine se complexe au F VIII/vWf pour activer leF VIII et quel'ac-
tivation est inhibée par les inhibiteurs des sérine-protéases et est opti-
male dans des rapports stochiométriques thrombine/F VIII/VNWf.

I1 faut noter que, récemment; ROCK et al. (640) ont annoncé
avoir isolé et étudié le F VIII anormal de 4 hémophiles A. I1s rapportent
les résultats de 1'étude par "disc-électrophorésis", électrofocalisation
et de la composition centesimale en sucres et les comparent & ceuxX
obtenus & partir de F VIII normal. I1 apparait que les anomalies
sont hétérogénes et complexes et qu'il est difficile d'en déduire
quelque conclusion que ce soit concernant soit le réle des glycannes

soit le rdle de la protéine du VIII:CAg dans son activité VIII:C.

Enfin, comme 1la composition biochimique du F VIII n'est
pas encore connue, on ne peut &carter la possibilité qu'il soit de
nature lipo-glyco-protéinique et ne pas envisager 1'hypothése de
1'importance des 1lipides dans la fonction de cette molécule. Cette
hypothése rejoindrait d'ailleurs les résultats de HERSHGOLD et al.
(641) montrant que la phospholipase D augmente 1'activité coagulante
du F VIII/vWf alors que 1a phospholipase C la détruit. I1 semble néanmoins
que ce soit des lipides &trangers 3 la molécule de F VIII, en particulier
les phospholipides, qui jouent un rdle dans la fonction coagulante de
ce facteur (HEMKER et al. : 642, BARROWCLIFFE et GRAY : 643, BARROWCL IFFE

et al. : 644). En effetyon congoit bien & la suite des résultats de ANDERS-
SON et BROWN (645) qui ont montré que le facteur VIII, 1ibéré du F wHf
par action de la thrombine, se fixe & des vésicules de phosphatidyl-serine/
phosphatidyl-ethanolamine, que le F VIIIa n'est présent que de fagon tran-
sitoire dans le plasma car il se fixe & la surface des plaquettes “activées:
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®lles aussi par les premiéres traces de thrombine.

En définitive, i1 subsiste encore de nombreuses inconnues
Concernant le mécanisme moléculaire d'action du F VIII dans la coagulation
Mais les recherches actuelles sur la biochimie du facteur VIII semblent
Pporter les premiers @&léments de cette connaissance qui pourrait
mener un jour & des améliorations considérables dans le domaine
du diagnostic,du traitement et de 1'avenir des hémophiles.
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&Mué Comme 1les connaissances sur le F VIII/vWf ont beaucoup
]QD]U durant nos recherches, nous avons préféré reproduire "in extenso"
¢ ‘Part des articles publiés en les regroupant selon leur orientation.
Yy qinsi que nous envisagerons successivement les articles "d'orienta-

\\igmunologique“ en présentant les publications relatives & :

Wf( - 1'étude de 1'action de divers anticorps sur le F VIII/
rticle 1 et 4).
III/ - la mise en évidence d'une forme rare d'anomalie du
VWf, 1a maladie de vWD acquise (article 10),
RA - la mise au point et les applications du dosage du VIII
uo(art1c1es 2,5, 8).

Fvlieﬂtation biochimique"

I qui se rapportent tout d'abord & 1 1so]ement du
fqui a &té réalisé en deux &tapes :

A
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- obtention de fractions concentrées de F VIII/vWf et
son adaptation & la préparation de produits thérapeutiques (article 12),
- purification du F VIII/vVWf & partir des fractions con-

centrées (articles 3 et 7).

Enfin, 1'étude biochimique du F VIII/wWf ainsi purifié,
pour laquelle nous avons bénéficié tout particuliérement de collaborations,
sera abordée sous la forme de 4 articles consacrés & la composition chimi-
que (article 9), & la copule glycannique (articles 13 et 14) et & 1'activi-
té de groupe A et B (article 11) de cette molécule.
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ETUDE IMMUNOLOGIQUE DU FVIII/VHF

Cette premiére partie regroupe des articles dits "immuno-
?“QUES". en ce sens que leur méthodologie est fondée sur 1'emploi de
%ers anticorps, homologues ou hétérologues, dirigés contre le FVIII
“tie facteur Willebrand. Dans les deux premiers articles présentés, ces
]ef°°rps ont été utilisés afin d'étudier les rapports existants entre
tmnacteur VIII:C et le facteurVIIIR:Agd une &poque ol on n'avait pas encore
i :5 les preuves que le facteur VIII R:Ag était une molécule distincte
cesacteur VIII support du VIII:C, nécessaire & 1'activitéd wWf. Les arti-
R, Suivants se rapportent essentiellement au dosage immunologique du FVIII
shi; Daﬁ? un premier temps, nous avons surtout employé la technique clas-
ré“ﬂt d'&lectroimmunodiffusion quantitative et nous avons présenté ces
| FhII.atS,en comparaison de ceux obtenus par la technique de dosage du
"y ‘C, chez 1a femme normale ou conductrice d'hémophilie A. Par la suite,
e“isrus sommes attachés & mettre au.point une technique de dosage plus
%bhé e : la ;echnique immunoenzymatique de type ELISA présentée en 76,
y ¢ € en 77, et que nous avons gméliorée depuis et employons, en routine,
) éﬁ~T.S. de Lille. Enfin, le dernier article est consacré & la mise
tang ;dence d'anticorps 1phibiteurs de 1'activité FVIII R:RCo du FvWf
b € plasma d'un malade chez qui nous avons diagnostiqué une maladie

'}
d acquise et contribué & découvrir une macroglobulinémie de Waldenstrom.
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I ACTION DES ANTICORPS ANTI-FACTEUR VIII SUR LA RETENTION DES

PLAQUETTES AUX BILLES DE VERRE

C'est le premier travail que nous avons entrepris, dés
1973, époque & laquelle on ne savait pas encore que 1'activité dénommée
"facteur Willebrand" est supportée par une molécule distincte de celle
supportant 1'activité anti-hémophilique A. I1 &tait destiné & mieux com”
prendre les relations existant entre le VIII R:Ag et le FVIII et consistail
d étudier 1'action de deux types d'anticorps, appelés & 1'&poque anti-
facteur VIII, (1'un hétérologue, car obtenu & partir de sérum de 1apin
immunisé avec une fraction concentrée de FVIII, en fait du FVIII/WWfs
précipitant le VIII R:Ag, (voir p. 39 3 43) ; 1'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 & 90)), sur la rétentiof
des plaquettes du sang au cours d'un passage sur billes de verre (test
de BOWIE) qui est 1'une des propriétés mesurables "in vitro" du Fvfs
souvent en relation avec sa propriété de faire adhérer les p]aquettes
au sous-endothélium.
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ACTION DES ANTICORPS ANTI-FACTEUR VIII
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, rue Camille-Guérin - 59000 Lille (France)

RESUME. — En présence d’anticorps anti-facteur VIII hétérologues (obtenus chez le Lapin
& partir de fractions concentrées en facteur VIII) la rétention aux billes de verre de pla.
quettes normales, mesurée par le test de Bowie, est trés diminuée, Il en est de méme lorsque
I'on remplace le sang normal par du sang d’hémophile A majeur. Par contre, les anticorps
anti-facteur VIl d'origine humaine ne modifient pas la rétention des plaquettes aux billes de
verre, Ces résultats sont en faveur de I'hypothése de I'identité entre P'antigéne facteur-VIII
et le facteur responsable de la rétention des plaquettes aux billes de verre (facteur Willebrand).
Ils apportent un npouvel exemple des différences d'action existant eptre les anticorps anti-
facteur VIII isologues et hétérologues.

Mots-clés : Plaquettes. — Rétention des plaquettes au verre, — Anticorps anti-facteur VIII.

—~ Facteur Willebrand.

MAZURIER C., PARQUET-GERNEZ A., GOUDEMAND M. 1873, = Action des anticorps anti-
facteur VIil sur ia rétention des plaguettes sux billes de verre. Psth.-Biol., 21, Suppl., 72-75.

Parme

"hg rorn,.!es anomalies qui différencient in vitro
ing " \Philie de la maladie de Willebrand il en est
Uy biyy diminution de la rétention des plaquettes
n"me S de verre (test de Bowie), dont le méca-
Oy ]ant'.sz. pas encore trés clairement expliqué.
; inte. Majorité des auteurs (4, 7, 9, 12, 14), il y
teLi] un:"“‘-’n”d'v.m facteur plasmatique. Ce facteur
\/u' wmprotcxne particuliére appelée parfois « fac-
Iy lyj elfrand >, ou ne s'agit-il pas du facteur
%En fatmcme, qu'il soit ou non activé ?
d'h.isOI(;iam agir des anticorps (A.C.) hétérologues
]ts%opﬁres sur du sang normal ou du sang
4 °“Vc'c A majeur nous avons recherché quel-
e:‘ Blag. "t &tre les modifications de la rétention
Wyg JuCttes aux billes de verre et nous avons

\'merprétcr les résultats obtenus.
M

Qhu .
%
" recy & 1a Rédaction le 20 juin 1973.

MATERIEL ET METHODES

Les anticorps hétérologues sont obtenus par l'immunisation
de lapins avec des fractions concentrées et semi-purifiées
de facteur VIII selon la technique de Zimmermann et Rate
noff{ (13). Les anti-serums aprés addition d'oxalate de NH4 et
de K, absorption par SO, Ba (100 mg psr ml de asérum),
chauffage & $6°C pendant 30 minutes et épuisement par
du surnageant de cryoprécipités, donnent en immuno-diffu-
sicn une seule ligne de précipitation vis-é-vis de cryoprécis
pit¢ normal, d’hémophile A majeur, et de {ractions concen-
trées en facteur VIII. Ils ne donnent aucune réponse en
présence de cryoprécipité de sujet atteint de maladie de
Willebrand (fig. 1). Par la technique de Laurell (8-10), lls
donnent un pic de précipitation avec du plasma normal pur
ou dflué, du plasma d'hémophile A meajeur, et ne donnent
aucune précipitation svec du plasma de sujet attelnt de
maladie de Willebrand (fig. 2).

Les anticorps isoiogues proviennent d'un hémophile A
majeur polytransfusé¢ fortement immunisé conire Je fac-
teur VIII (anticorps titrant 73 unités).

La rétention des plaquettes aux billes de verre a ¢été étu-
diée selon la technique de Bowle (3-5) en lalssant reposer
le sang hépariné pendant une heure, & 20"C, avant d'effectuer
le test.
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Lorsque la rétention est étudiée en présence d'anticorps
isologues ou hétérologues, le mélange est également laissé
en contact pendant 1 heure & 20°,

Le dosage de l'activité facteur VIIT est effectué sur le

sang citraté selon la technique en 2 temps de Bergna (1)..

La recherche de 1'activité anticoagulante des anticorps est
faite selon une technique personnelle (8), en utllisant une
concentration d'anticorps identique & celle utllisée dans le
test de Bowle et en laissant incuber l'antigéne et l'anticorps
pendant 1 heure A 20°C avant d'effectuer le dosage.

RESULTATS

a) Action de I'anticorps hétérologue sur du sang
normal.

En faisant incuber du sang normal avec de I'an-
ticorps de lapin pendant 1 heure 3 20°C et en réali-
sant ensuite un test de Bowie, on observe dans tous
les cas une diminution de la rétention des plaquettcs
aux billes de verre (tableau I). Le dosage du fac-
teur VIII effectué parallélement sur un certain nom-
bre d’échantillons montre également une diminution
de I'activité du facteur VIII. La concentration d'an-
ticorps donnant les résultats les plus reproductibles
est de 7 p! pour 10 ml de sang. A cette concentra-
tion il n'v a aucune modification du chiffre des pla-
quettes aprés incubation avec I'anticorps hétérologue
(tableau II) contrairement & ce que I'on observe pour
des concentrations plus fortes de l'anticorps.

TABLEAU |. — Rétention das plaquettes sur billes de verre (test de
Bowlis) d’'un sang normal sans A.C. et aprés Incubstion pendant
9 heure & 20°C avec un A.C, hétérologue (10 mi de sang héparine
+ 7 @l de sérum de Lapin).

1 -
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b) Action de I'anticorps hétérologue sur du sang
d’hémophile.

Avec du sang d'hémophile A majcur, les résul-
tats sont identiques (tableau III). Sans anticorps, 18
rétention des plaquettes aux billes de verre est nor
malz. Elle diminue aprés incubation avec I'anticorps
de lapin, le taux de facteur VIII restant, bien en-
tendu, nul dans les deux cas.

TABLEAU 1il, — Rétention des plaqueites sur biiles de verres {test
de Bowie) d'un sang d'hémophile A majeur sans A.C. et 8P/ s
Incubation pendant 1 heure & 20°C svec un A.C. hétérology?
(10 ml de sang hépariné + 7 ul de sérum de Lapln).

e}

Rétention des piaquetles Activité Facteur Vil

en pourcentage en pourcentags
———
Sans A.C. Avec A.C. Sans A.C. Avec A.C.

———

82 M <1 < 1
amm——

78 <} <1 <1
s

c) Action de l'anticorps isologue sur du sand
normal.

Si au lieu de mettre en contact du sang normé!
avec I'anticorps hétérologue, on ajoute un anticorp
d’origine humaine, les résultats sont trés différents:

En effet, I'anticoagulant anti-facteur VIII jsologue .

ne modifie absolument pas la rétention des Pl
quettes aux billes de verre d'un sang normal (1

bleau 1V).
Rétention des plaquettes Activité Facteur Vil :
en pourcentage en pourcentage
TABLEAU IV. — Rétention des plaquettes sur billes de verre (4%
de Bowle) d'un sang normal sans A.C. ot aprés Incubation pOﬂ.‘: 9
Sans A.C. Avec A.C. Sans AC. Avec A.C. ;,.:::‘,',,.‘ ‘J",’f‘, ';l"‘."".‘%?,; :::.’ll,‘")' humaine (10 mi de
R,
3 0 Rétention des plaquettes Activité Facteur VIII
['Y4 » en pourcentage en pourcentage
57 2 70 <t
65 28 180 62 e
68 12 ” $
67 10 Sans A.C. Avec A.C, Sans A.C. Avec AC-
57 0 170 80
a 0 54 3 —
7 46
81 n 100 10 65 8t 180 70
88 61 mn 39
67 63
4 58 48 90 10
/
TABLEAU I, — Exemples de résuitais de numération de plaguettes
dans le sang hépariné, sans incubation et aprés incubation svec
u:l antl:orpl: t;mvollﬁuo‘ (10 \;'l'l'l)“ ssng héperiné + 7 ul de
sérum de Lapin anti-lacleur s DlchSSION
Chiltre de plaquettes Chillre de plaqueties . i
(par mm) (par mm’) 1°) Nos résultats montrent que I'anticorps 3“"5
sans AC. avec AC. de lapin facteur VIII hétérologuc modifiz la rétention dgc
plaquettes aux billes de verre de sang normal €t
138.000 120000 sang d’hémophile A majeur. Bien entendu divé
105. 1. . -
b5y vyt contrdles sont nécessaires. (o
n0.00 o] a) Nous avons tout d'abord vérifié que refla'
constaté n’est pas di A la présence de sérum de

LR T 2P

L 2 2

& &
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C. MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND

fcln. De fait le pourcentage de rétention plaquettaire

tin, Stnctem.ent normal aprés incubation‘ avec du

tijop. 3¢ 12pin non immunisé dans les mémes con-
¢Xpérimentales.

intivhlé' action de I'anticorps semble étre liée & son

g ZSPCCIﬁquc anti-facteur VIIL Bouma et coll.,

blgsa -), dans une série d’expériences compara-

Wifipy: SO, ont montré que divers anticorps

lngg ‘ogéne, anti-albumine, anti-gammaglobu-
" " ont pas g'effet sur le test de Bowie.

r010ar al““ffs en ce qui concerne les anticorps hété-
Du%m Utilisés dans nos expériences, nous avons
% ineypr leur spécificité (fig. 1 et 2). D'autre part,
% Plag a0t préalablement 1'anticorps de lapin avec
Moy g de sujet aiteint de maladie de Willebrand,
Ying Hlectuant ensuite un test de Bowie avec du
bong "OMal comme précédemment, nous ne lui
Naqu P& son action inhibitrice de la rétention
Maire (tableay V).
TABL

Yor AU

l?"' (lo.\{' = Elude de la rétentlon des plaquettes sur bliles de

M"lf. Ag, hate Owie) d'un sang normal ssns A.C. et en présence
v

b'lnd_ ologue préaiablement incubé avec du plasma de
Ml"‘ﬁon
Wy, 993 plagueties Activité Facteur VIII
8 O verrs en pourcentage
9°Urcontagc
Sin, A
\ Avec A.C. Sans A.C. Avec A.C.
L}
\ 0 84 4

:51 dorrlzlef',‘mn des plaquettes aux billes de verre
n?' iy ¢ 2 1a présence de la molécule de fac-
ml"“al oy Qu elle soit active comme cht;z\\ le sujet
;Z)‘ats Sommachvc comme chez I'hémophile. Ces ré-
qu,,et de Men accord avec ceux de Bona et coll.
w1y VIEYer et coll. (11). Il est trés probable
Zgar.ltalaa dans e plasma qu'une seule protéine
w0y & IS Pactivité facteur VIII et I'activité ré-
r(l?ﬂdants Plaquettcs aux billes de verre. Il nest
i, Ming fpas possible, d’aprés nos expériences,
% gy Ormellement la possibilité de deux molé-
2°) c:tn’cmre extrémement voisine.

Tn; Xisnrés“hals mettent en évidence les diffé-
Urig;, 21t entre les anticorps d'origine humaine
N | 2Nimale :

3 ) :
g ness‘:\?m'efs ncx'lt_ra!iscnt l’ac_tivjlé facteur VIII,
‘;nh_de le m‘ Pas précipitants. Ainsi que nous ve-
by, Oty 2 Ontrer, jls ne sont pas non plus capables
by U a; Jlention des plaquettes aux billes de
\que o%:faxcnt donc uniquement sur le site anti-
g Ly , 20t Tactivité facteur VIIL,
tgl;lpreci:itt’mrps d’origine an.i.ma.le sont neutrali-
U I’aq““te ants et capables d'inhiber la rétention
hyp0th§ aux billes de verre. Ils seraient actifs
e la plus vraisemblable ol il s'agirait

PatHoLOGIE-BlOLOGIE
NOVEMBRE 1973

Fig. 1. = Contréle en immunodiffusion selon la méthode d'Ouchter-
lony de {'antisérum de lapin épuisé par du surnageant de cryo-
précipité :

- su centre, ['antisérum

- Vil = préparation de VIII
Ratnoff (13)

=T, H, W = cryoprécipitées de piasmas témoin,
et d'un sujet atteint de maladie de \Villebrand.

purifiée selon la méthode de

d'hémophlie,

=
k.
t

H

G WS P
- L)
H:2 T:s

T T2 Ts

Fig. 2. ~ Electrophorése dans 1§ ml de gélose contenant 30 !
d'antisérum anti-facteur VIIl ds ditiéronts échantilions de 25 nl
de plasmas. Migration de 15 h avec 30 V aux ponts dens le
tampon véronal pH : 8,6 » ; 0,02 (méthode de Laureli).

T = plasma témoin & différentes diiutions
H = plasma d'hémophliie pur et au demi

W = plasma de sujet stteint de maladie de Wiilebrend (acti-
vité VIl = § %)
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d’une protéine unique, 2 la [ois sur Iactivité fac-
teur VIII et sur l'activité rétention des plaquettes
aux billes d= verre. Différentcs possibilités de com-
plexes avec la mo'éczule de facteur VIII sont alors
cavisageables.

Les anticorps pourraient en effet soit se fixer sur
les deux sites antigéniques responsables de I'activité
facicur VIII et dz Pactivité rétention des plaquettes

13 -
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aux billes de verre, soit s¢ fixer sur {'un des deux
et masquer le second qui peut étre trés proche du
premer. lls peuvent aussi nc pas différencier les
deux sites antigéniques et se fixer indifféremment
sur 'un ou sur I"autre.

D2s indications plus préciscs sur la structure de
la mo'écule de facteur VIII permettroat sans doute
ds mieux préziser ces points.

ACTION OF ANTI-FACTOR VIIl ANTIBODIES ON PLATELET
ADHERENCE TO GLASS BEADS

C. MAZURIER, A. PARQUET-GERNEZ and M. GOUDEMAND

Laboratoire d'Himostase. Centre Régional de Transfusion Sanguine,
21, rue Camille-Guérin, $9000 ‘Lille (France)

(Path.-Biol., 1973, 21, Suppl,, 72-75)

SUMMARY. — Normal platelet’s retention on glass beads measured by Bowie test, was
strongly decreased when heterologous anti-factor VIII antibodies (obtained by Rabbit's
immuniation with factor V1II concentrates) were added, either with normal blood or blood
from severe haemophilic patients. On the other hand, human anti-factor VIII antibodles did
not change the platelet's retention on glass beads.

These results favour the hypothesis of identity between factor VIII antigen and the
factor responsable for platelet’s retention on glass beads (von Willebrand's factor). They
also illustrate the quite different activity of heterologous and isologous anti-factor VIII anti-

bodies.

Key-words : Platelets, — Platelet retention on glass beads. — Anti-factor VIII antibodies.

— Von Willebrand's factor.
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les résultats de cette &tude sont en accord avec ceux publiés par BOUMA
$®al. (646) et MEYER et al. (647) a la méme &poque. Les conclusions,
™ faveyr de "]'identité entre 1'antigéne facteur VIII et le facteur res-
Pnsable de 1a rétention des plaquettes aux billes de verre (facteur
winebl"and)" sont tout & fait dans la ligne du concept actuel du complexe
FVUI/va puisqu'on appelait alors "antigéne facteur VIII" ce qu'on ap-
Pelle Encore actuellement le "FVIII R:Ag" et qui devrait plutdt se dénom-
ner "FWWf:iAg" puisqu'il s'agit de 1a molécule antigénique support des
act"Vités’ du facteur Willebrand, et non pas de 1'antigéne 1ié au facteur
"y qui est le FVIII:C Ag. En ce qui concerne "les différences d'action
exis‘tant entre les anticorps isologueset hétérologues", i1 était démontré
e les anticorps d'hémophiles n'inhibent pas la rétention des plaquettes
tux billes de verre et qu'ils "agiraient donc uniquement sur le site anti-
gé”ique portant 1'activité VIII" ce qui, & 1'heure actuelle, se congoit
trés b-ien si on admet qu'il s'agit d'allo-anticorps, en général capables
* e lier au FVIII C:Aq. Les anticorps hétérologues, eux, s'avéraient
inhibi'teur's de la rétention, ce quis'explique facilement maintenant qu'on
it que les animaux étaient immunisés non pas simplement avec du FVIII
s dvec le complexe FVIII/VWE et que, dans ces conditions, ils dévelop-
"t €ssentiellement des anticorps anti-vWf et, de fagon annexe, des anti-
s dirigés contre le FVIII, & 1'origine de leur activité anticoagulante
u les avait fait dénommer anticorps anti-FVIII (voir p. 39 & 41).

\
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IT ACTION DES ANTICORPS HOMOLOGUES ANTI-FACTEUR VIIT INSOLUBI-

e

LISES SUR L'ANTIGENE LIE AU FACTEUR VIII

Cette &tude, comme la précédente, avait pour but de con-
tribuer & é&lucider les relations existant entre le facteur VIII et le
facteur Willebrand en recherchant si des anticorps homologues, ayant uné
activité anti-VIII:C mais ne précipitant pas le VIII R:Ag (voir p.84 &
90), sont néanmoins capables de se lier avec ce VIII R:Ag qu'on savail
alors étre 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'uné
fraction purifiée de F vWf, avant et aprés passage sur des immunoadsorbants
constitués d'immunoglobulines isolées de sérums normaux ou de 2 malades
avec anticoagulant anti-VIII:C.- Nous avons, en outre, par augmentation
de la force ionique, &1ué les molécules fixées et recherché le VIII R:Ad
dans les é&luats d'un immuncadsorbant contrdle, contenant des IgG isolées
de plasma normal, et des immunoadsorbants contenant les auto-et les allo-
anticorps (1'un des malades ayant développé spontanément son anticoagulant,
1'autre étant un hémophile polytransfusé).
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ey

Immunoadsorption experiments were performed to study the action

of homologous anti~factor VIII antibodies on factor VIII-related
antigen (VIII R : 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 VIIX
procoagulant activity (VIII : C) did not appear necessary for this
interaction since VIII R : Ag dissociated from VIII : C by salt
digssociation and VIII R : Ag of a gsevere hemophiliac were also
equally bound. These results suggest that the action of homologous
anti-factor VIII antibodies is not limited to the neutralizing
effect on VIII : C.

INTRODUCTION

toy Unei) recently, factor VIII had been characterized only by its pro-
‘htiiht activity (VIII : C). Immunological studies have since helped to

| q.%gt 80me of its properties. Heterologous antibodies raised in rabbits
Ebh.t Purified human factor VIII not only inhibit VIII : C but also preci-
31p " Normal plasma protein which appears to be closely associated with
!bh' ‘s Antigenic material (VIII R : Ag) is also present in hemophilia A
| %, 9 in normal serum, but is decreased in the plasma of patients with
['w! llebrand disease. Homologous antibodies to VIII : C occur either in
"Qh lytransfused patients with hemophilia A or spontaneously in patients

perr history of bleeding. None of these human inhibitors precipita=-




- 17 -

ANTI VIII HOMOLOGOUS ANTIBODIES Vol.10,No.5

tes VIITI R : Ag. However by "inhibitor neutralization test" Goudemand (1)
showed that homologous anti-VIII : C antibodies are neutralized not only by
normal plasma but also by normal sera or plasmas from some patients with
hemophilia A (2). Hemophilia A can thus be divided into two types based on
the pfesence (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, the majority of hemophiliacs can be shown to have
antigenic material capable of interacting with and neutralizing homologous
inhibitors.

The present study attempts to elucidate the action of human anti-VIII
: C antibodies on the VIII K : Ag of normal and hemophilia A plasma.

MATERIALS AND METHODS

Antibodies. The experiments 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 & one-stage method (7). TE}_EEgcoagulant activity could not be
assayed in phosphate containing buffer.The factor VIII R : Ag was measured
b} the Laurell quantitative immunoeleétrophoresis (8) using dilutions of
plasma. The standard was a pool of normal citrated plasmas prepared from 20

normal healthy individuals stored at -80°C for & maximum of one month.
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EEP“°adsorbents. One voiume of saturated Ammonium sulphate was separately
tddeq to two volumes each of the anti-VIII : C antisera and of a serum from
.h'“°Ph111ac without anti-VIII : C actlvxty. The precipitate obtained after
ntrxfugatxon was redissolved in two volumes of 0.05 M sodium carbonate,pH
0 buffer and dialysed against this buffer for 48 hrs. The anti-VIII :.C
'euv‘ty in each was about 1500 u/ml (S.T.) and 500 u/ml (D.E.).. 400 mg of
h'dlllysed gamma-globulin fractiongswere coupled to 40 ml of CNBr-activa-
o Sepharose 4B (Pharmacia = Uppsala = Sweden) according to the method of
0 et 2t al. (9) and separately packed into columns (2 x 28 cm), washed al-
t‘rn‘tl\rely with pH 4 and 8.5 buffers and then equilibrated in 0.1 M phos-~
Phatq buffered saline, pH 7.5 (PBS). In consecutive experiments 0.5 ml of
0““1 Plasma, plasma from a patient with severe hemophilia A (without inhi-
u°r) and HMW fraction were applied to the columns and the columns were
'h‘d with 250 ml PBS. The flow rate was 8 ml/hr. Samples were collected
" tuo ml aliquots and the protein continuously monitored by absorbance at
M. The filtrates obtained during washing were pooled and concentrated
’pr,,,ur. dialysis to the initial volume of the sample using a UH 100 mem
h.n. (Schleicher and Schiill = Dassel - Germany). Then the specifically
*ung Proteins were eluted (18 ml/hr) with NaSCN 3 M in 0.1 M acetate buffer
S.0, collected and concentrated as before. Each experiment was performed
nd“Plicntc and each |¢mpla tested for VIII R : Ag.

RESULTS

Homologous anti-VIII : C ;ktibodiel inlolubilized onto Sepharosas
hg';t° be capable of interacting with VIII R : Ag. Less than 10 ¥ of the
l°tv ! Ag of plasma applied to such columns was recovered in the filtrate.
°°t.1r following application of 3 M NaSCN a protein peak was eluted which
“l‘n“‘d the residual 80 ¥ VIII R : Ag (table I). Anti-VIII : C antibodies
U. % in a hemophiliac (5.T.) or occuring spontaneously in a non-hemophi-~
m. Patient (D.E.) appeared to have s1m11ar properties (table I and II).
h“hphfaCtor VIII inhibitors also appeared to bind VIII R : Ag from severe

lllaCl and from the HMW fraction obtained by salt dissociation (table
“knd 111). Both these sources of VIII R : Ag are devoid of VIII : C. Over
i xpu’lmentn with different sources of VIII R 3 Ag the yield of VIIIR :

Te
c°"°!'ed from the column by NaSCN elution varied from 40-86 % with a
"ot gg 1.
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TABLE I
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0.5 ml plasma were applied to two separate columns to which had been bound
either 1gG froa a hemophiliac without circulating inhibitor (H.A.) or IgG
from a hemophiliac with a circulating inhibitor (S.T.). The 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 R : Ag.

Control Column
(4.A.)

Homologous Antibody
Column (S.T.)

Normal plasma

Normal plasma

Starting material 1.10 u/ml 1.00 u/ml
Filtrate 0.6 u/ml < 0.10 u/ml
Eluate < 0.10 u/ml 0.8 u/ml
TABLE I i

Recovery of VIII R : Ag in PBS filtrate and. subsequent NaSCN eluate
from column to which had been bound the 1gG from a patient with a

spontaneous inhibitor to VIII :

of two patients with severe hemophilia A were tested.

C. Both normal plasma and the plasma

Sample Applied Fraction Assayed VIII R : Ag (u/ml)
Starting material 0.8
Normal plasma -
Filtrate < 0.1
(VIII : C = 0.8 u/ml)
Eluate 0.5
Starting material 1.15
Hemophilic A plasma
Filtrate < 0.1
(VIII : C < 0.0] u/ml)
Eluate 0.72
Starting material 1.00
Hemophilic A plasma
: Filtrate < 0.l
(VIII : € < 0.0! u/ml)
Eluate 0.40

This ability to bind VIII R : Ag appeared to be specific. The Sepha=

rose column to which had been bound the control IgG (hemophiliac without

inhibitor) did not appear to significantly adsorb VIII R : Ag. Sixty per
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cent of the applied VIII R : Ag was recovered in the filtrate during washing

and no significant 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

Hemophilic A plasma MW fraction
Starting material 1.10 u/ml 8.00 u/ml
Filtrate < 0.10 u/ml < 0.10 u/ml
Eluate 0.90 u/ml 6.90 u/ml
pIscussion

Homologous antibodies, whether spontaneous o; acquired in hemophilia
A, neutralize the human factor VIII procoagulant activity (VIII : C). Cot-
trary to heterologous rabbit antibodies, homologous antibodies do not pre-
cipitate with VIII R : Ag and it is uncertain if they have any action on
VIII R : Ag.

From the results presented here it appears that the VIII R : Ag of
a normal plasma is adsorbed onto two human inhibitors which are insolubili-
zed on Sepharose 4 é. This fization is specific. It does not occur with simi-
larly insolubilized gamma-globulin fraction of hemophilic 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
Goudemand et al. (A-). However this immunoadsorption method does not allow
any quantitative measurement of the amount of VIII R : Ag in the different
samples studied. It should also be considered possible that heterogeneity
amongst homologous antibodies could exist with respect to their action on
VIIIR : Ag.

Previously, other authors (10, 11) reported the absence of fixation
of VIII R : Ag onto ﬁomologous antibodies. Zimmerman and Edgington (10)
showed that there was a 58 Z loss 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 system. Moreover, Hougie and Sargeant (11), demonstrated
differenc{hl precipitation of the procoagulant activity but not of the anti-
gen foilowing complex formation between anti-VIII homologous antibodies and
cryoprecipitate.

Our experiments performed under different experimental conditions
show that homologous antibodies, characterized in particular by their neu-~
tralizing action on VIII : C are able to bind VIII R : Ag even if it is
devoid of procoagulant activity. These results suggest that factor VIII : C
and VIII R : Ag have common antigenic determinants, a hypothesis which has

already been made by others authors (2, 12, 14, 15).
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Les résultats de ces expérimentations montrent que nous
avons fixé du FVIII R:Ag sur les colonnes constitudes d'IgG isolées de
sérums de malades ayant des auto- et des allo-anticorps anti VIII:C,cette
fixation n'étant pas observée sur un immunoabsorbant contrdle constitué
d'IgG isolées d'un plasma témoin. Nous avons conclu & 1'époque qu'il existe
certainement des déterminants antigéniques communs entre la molécule de
FVIII et la molécule de FvWf. Cette conclusion est en contradiction avec
avec le concept actuel de deux molécules différentes mais i1 faut noter
cependant plusieurs points :

1 - Certains é&léments sont difficilement compatibles
avec la théorie actuelle selon laquelle le FVIII et le FvWf n'ont pas
de déterminant antigénique commun : par exemple, ceux de BOUMA et al.
(648) et de PEAKE et BLOOM (649) qui montrent que des anticorps de 1apin i
jmmunisé avec du FVIII dépourvu de FvWf ont,non seulement une act1v1tea
VIII:C, mais précipitent le VIII R:Ag et inhibent 1'activité VIII R: RCo
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, sur 1'activité viI1 R:vif
et que celaViraduit parfo1§§éés anomalies du VIII R:RCo ou de 1'adhésiof
des plaquettes chez certains malades avec anticoagulant anti-VIII:C (BOWIE
et OWEN : 650, KOUTTS et al. : 651, BALLARD et al. : 652). THOMSON et
al. (653), ont, de plus, mis en &vidence un effet inhibiteur de 1'agré”
gation des plaquettes & la ristocétine dans les sérums d' hémophiles avec
anticoagulant et nous méme, 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.corr“é1é
avec le degré d'inhibition de 1'activité VIII:C (BEN KACEM : 654).

3 - Enfin, plusieurs expérimentations analogues & 18
nétre, qui tendent 3 montrer qu'il n'y a pas de fixation du FVIII R:A9
sur les anticorps homologues, doivent étre discutdes. D'abord, i1 ¥ eut
la communication bréve de HOUGIE et SARGEANT (655 disant que 1' additio"
d'anti-IgG humaines & un mélange d'anticorps anti-VIII homologues et ¢¢
cryoprécipité entraine la disparition de 1'activité VIII: q)mais pas cell®
du VIII R: Ag)dans le surnageant. Cette publication ne spécifie pas il
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Yagit g auto- ou d'allo-anticorps anti-VIII:C ni les quantités d'anticorps,
f VIII:C et VIII R:Ag mis en présence. Ensuite, le travail de ZIMMERMAN
etEDGINGTON (656), beaucoup mieux explicité, qui montrent que,lorsqu'ils
mettent en présence d'un plasma contenant 0,5 U de FVIII R:Ag et de FVIII

» des billes ol sont couplées 1 equ1va1ent de 2,5 U @ 60 unités Oxford
sanh VIII:C, i1 n 'y a pas diminution du VIII R:Ag du plasma alors que

"act1v1té VIII:C s'annule progressivement. Dans les deux cas les auteurs
vxfuent qu'il n'y a pas de communauté antigénique entre le -support du

C et 1e VIII R: Ag mais on pourrait dire aussi, maintenant que 1'on
au Que la plupart du FVIII du plasma est 1ié au FvWf, que ces résultats
phQUent que les anticorps anti-VIII homologues induisent une dissociation

1lji:VIII du FvWf, puisque celui-ci n'est pas fixé par les anticorps par
termédiaire du FVIII. Or ceci est en contradiction avec les résultats
centS de THOMAS et al. (657) qui montrent que des anticorps hétérologues
ft;‘VIII R:Ag sont capables de se fixer au VIII/vWf du plasma,lui-méme
’ ]SUF des anti-VIIT homologues (voir p. 96 ). On peut donc sedemander
€s d1fferences de proportions entre antigéne et anticorps dans les
IZ?“mentat1ons précédant les ndtres et dans notre travail, ol nous uti-
S un grand excés d'anticorps puisqu'on a selon les cas insolubilisé
QUOSO d 60 000 U Bethesda anti VIII:C sur une colonne od 1'on ajoute
°°da €quivalent de 0,5 U de FVIII R:Ag, ne sont pas 3 1'origine des dis-
Nces de résultats. Cette constatation est ega]ement valable dans
e e"Per‘mentatwns plus récentes de LANE et al. (658 qui montrent que
gu‘Valent de 500 & 6000 U d'anti-VIII:C, provenant de 3 hémophiles
k anticoagulant, retient, & partir de 0,5 ml de FVIII/VWF purifié (dont
% :aux de VIII:C et de VIII R:Ag ne sont pas spécifiés) beaucoup moins
ly I R: Ag que de VIII:C. Il faut noter toutefois que, dans ce travail,
ﬂos““Oabsorbant contrdle ne fixe que 5§ % du FVIII R:Ag de la préparation,

Py Que, dans certains cas, les immunoabsorbants formés d'allo-anticorps

% jusqu'a 33 % du FVIII R: Ag.

a En fait, tous les point mentionnés ci-dessus nous aménent
]. "nser que nos résu]tats peuvent s'expliquer, non seulement comme nous
Wwfns fait 3 1'époque, par une communauté antigénique du FVIII et du
W ' Mais ggalement par 1'existence possible, dans les sérums des malades

n
ty US avons &tudié, d'une petite quantité d'anticorps anti-vWf & coté
nt1Corps anti-VIII responsables de 1'activité anti-VIII:C. L'activité
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anti-vWf serait, tout comme 1‘'activité anti-FVIII des anticorps hétéro-
logues de lapin (voir p. 38 & 41), en fait accessoire et variable d'un
malade i 1'autre. Une autre possibilité serait qu'en fait,nous avons fixé
le VIII R:Ag du plasma par 1'intermédiaire du FVIII qui lui est associé;
dans ce cas,néanmoins, i1 faudrait admettre que le plasma d'hémophile
A que nous avons utilisé contenait en fait du FVIII C:Ag, ce qui est peY
probable; et que la fraction HMW que nous avons préparé n'était pas totale-
ment dépourvue de FVIII.

Finalement, de nombreuses questions restent sans réponsé
aprés cette étude et i1 est certain que si nous devions la reprendre 8
1'heure actuelle, nous tiendrons compte d'éléments nouveaux, notamment
concernant 1'hétérogénéité des anticorps homologues anti-VIII:C mise €M
évidence encore récemment par GAWRYL et HOYER (659). I1 serait intéressant
de compléter notre méthodologie par un contréle des taux de VIII C:Ad
et une &tape d'&lution par le CaCl2 0,25 M dans le but de dissocier éven”
tuellement le FvWf du FVIII avant de dissocier les liaisons de type anti”

géne-anticorps.
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gé:EE?ISTAGE DES CONDUCTRICES DE L'HEMOPHILIE A PAR DOSAGE

COMP ’ '
:::égéIIF DE L’ACTIVITE ET DE L’ANTIGENICITE FACTEUR VIII

Dans cet article nous avons reporté les résultats obtenus
lors du dosage comparatif de 1'activité VIII:C, par la technique en 2
temps (p.94), et du VIII R:Ag, par la technique de LAURELL (p.55) chez
* fetme normale ou chez la conductrice -d'hémophilie A. On appelle conduc-
Mice d'hémophilie la femme qui, de par une anomalie d'un géne situé sur
hde ses 2 chromosomes X, n'a qu'une chance sur deux d'avoir des enfants
Tmaux" car elle peut, de fagon statistique une fois sur deux, transmet-
;:fa tare & un gargon qui sera hémophile ou & une fille qui sera, elle
S1, conductrice d'hémophilie.

g I1 y a quelques années encore, le diaghostic de conductri-
- hémophilie A, qui est si important pour les femmes dites conductrices

_ab]es, c'est 3 dire soeurs d'hémophiles ou filles de conductrices,
50:;tfencore trés a]éatoire puisqu'on ne détectait d'anomalie biologique,
" Orme d'une diminution du taux de F VIII:C (MULDER et al. : 660),
%rchef moins de 50 % des femmes pourtant conductrices certaines. C'est
%ntju?n les résultats  de ZIMMERMAN et al. (661) publiés en 1971 qui
&“ta1ent que le rapport R du taux de F VIII:C sur le taux de VIII R:Ag
R Un &lément discriminatif permettant de distinguer les femmes normales
- 1), des conductrices &R = 0,5) ont incité de nombreuses é&quipes &
i Quer 1a méme méthodologie. C'est dans ce contexte qu'a débuté notre
by % qui visait, d'une part & déterminer si ce rapport est une constante
i :giQUe re]ativ?ment stable chez une femme donnée et, d'autre part,
%MEEOmparer dans une population de femmes normales ou conductrices cer-

d'hémophilie A.
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DEPISTAGE DES CONDUCTRICES DE L’HEMOPHILIE A

PAR. DOSAGE COMPARATIF DE L’ACTIVITE
ET DE L’ANTIGENICITE FACTEUR VIII

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)

RESUME. — Le rapport aclivité/antigénicité facteur VIII est trds nettement abaissé
(< 0,5) dans la majorité des conductrices certaines (16 fois 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 lactivité facteur VIII, L'exercice musculaire, le cycle menstruel ne modifient
guére ce rapport, du fait d'une augmentation paralléle des deux données de base. Au cours
de la grossesse chez 16 femmes normales le rapport n'a pas été modifié de fagon
significative pour 13 d’entre elles, mais dans 3 cas le rapport a été abaissé du fait d'une
plus grande augmentation de I'antigénicité, Néanmoins chez 2 conductrices certaines le
rapport est resté voisin de 0,5 en dehors et au cours dc la grossesse. Il semble donc que
Padjonction du dosage immunologique du facteur VIII 3 la mesure de son activité coagulante
permet dans prés de 90 % des cas de faire le dlagnostic de conductrice.

Mots-clés : Facteur VIII. — Conductrices d’hémophilie A. — Dosage Immunologique du
facteur VIII. — Grossesse, — Exercice musculaire.

PARQUET-GERNEZ A., MAZURIER Cl., GOUDEMAND M., 1874, —= Dépistage des conducirices de
I'hémophilie A par dosage comparatif de i'aclivité et de I'antigénicité facteur Vill. Path. Blol.,, 22,

suppl., 3742,

LB dépistage des femmes conductrices de I'hémo-
philie A apparait devoir étre considérablement
amélioré grice aux techniques immunologiques de
détection de I'antigéne facteur VIII, dans la
mesure ou les femmes possédent dans leur plasma
un taux d'antigéne beaucoup plus élevé que de
facteur VIII coagulable. Si cette notion ressort
de divers travaux récents, la valeur statistique 2
lui accorder varie suivant les auteurs. C'est pour-
quoi nous avons voulu apporter ici les résultats
obtenus chez un certain nombre de femmes conduc-
* trices et en discuter la valeur diagnostique.

Manuscrit regu 3 la Rédaction le 12 juin 1974,

MATERIEL ET METHODES

¢

Les échantillons de sang sont prélevés en tubes P""mu..
neufs sur citrate de Na & 3,8 p. 100 (1 volume pour 9 101“":,
de sang), puls centrifugés & 4000 t/mn pendant 30 m“’“u.
& + 4°C. Les plasmas décantés sont conservés en tubes 9"‘“;
que A 4+ 4°C jusqu'au moment du dosage de 1'activité Q“‘
toujours effectué moins de cing heures aprés le prélévemen’

= Les sujets explorés comprennent : ¥

. 18 conductrices certaines d'hémophilie (soit méres d“g
molns deux enfants hémophiles ou d'un enfant hémophile *°
antécédents d'hémophille dans 1a famille, soit flles d'Dé
phile). -

« 26 conductrices possibles panal leaquellés : 0 mores f.u’
seul garcon hémophlle, sans autres antécédents faml!
connus et 16 amurs d'hémophiles. ™

+ 20 femmes normales, non ménopausées qui ont servi d¢ r“‘,g’
rence. Certaines femmes normales ont été dtudiées su [
d'un exercice musculaire, pendant le cycle menstruel, en yin
groasesse,
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‘_"Huu de lactlvité coagulante.

:"‘“"“ coagulante du facteur VIII est mesurée selon une
. qUe en deux temps (3). Une unité coagulante correspond
Wetivieg coagulants de 1 ml de plasma témoin, constitué
%,.:‘l‘nu d'au moins cinq plasmas de sujets adultes sains,
iy rn: L:n Petites quantités, & — 80 *C pendant un maximum

4

-
Mesure g I'antigénicité.

Oy
'::l'nmm est réalisée grice A la méthode d'électrodiffu-
ADtitative de Laurell (10-13).

) A""térum utilisé.

) 1.»,'""0071’: hétérologues sont obtenus par l''mmunisation

et B3 avee des fractions concentrées st semi-purifiées de
wyy, &slon la technique de Zimmermann et Ratnoff (21).

ms, aprés addition d'oxalate de NH, et de K, absorp-

i Nq&? 308 (100 mg par m! de sérum) chauflage & $6C

Mprgyy, o0, Minutes, et épuisement par du surnageant de
By “m“. donnent en immuno-diffusion une seule ligne de
iq.u’ OR vis-A-vis de cryoprécipité normal, d'némophlle A
:%“'h't ® de fractions concentrées en facteur VIIL. Iis ne

t g ICURE réponse en présence de cryoprécipité de sujet
m“ﬂn:nfm“”‘ de Willebrand. Par la technique de Laurell

un pic de précipitation avec du plasma normal

: :I‘:u;‘: Yy, gy plasma d’'hémophile A majeur et ne donnent
L]}

P

Précipitation avec du plasms de sujet atteint de maia-
lebrand (avec activité facteur VIII fatble) (fig. 1).

Mode Opératolre.

h f‘} Plaques de 18.5 X 9.5 cm sont coulés 32 ml de géloss
v& 100 contenant 20 ul d'antisérum de Japin anti-
By Les dépots de 15 ul de plasma sont effectués dans
%u,“ 8¢ ¢ mm de diamétre. L'électrophorése dure 15 heures,
l‘u; u‘!mlon de 23 volts aux ponts, avec un tampon véronal
Sagy 8t de force lonique 0.02. Aprés lavage et séchage,
® sont color¢es au bleu de Coomassie,
9 ey

Cul de I'antigénicité.
gt

™ f‘“ de l'antigentcité se fait en établissant une courbe
h‘m t‘m‘nk des hauteurs de pic de différentes dilutions de
mOln déposées sur la méme plaque Qque les échantil-
N Yier, Le plasma témoln est celul qui s été utilige
NP détermination de l'activité coagulante de l'échantil-
\‘; %h‘;h 3ujet donné, Je taux d'antigéne est calculé A partir
.\ te g deux plaques d'élsctrophorése et représents la

h"“u:: Plusteurs valeurs obtenues avec l'échantilion pur et
"o;m"ln; it dilué au demi et au quart. Par définition, 1 mj)

Wy’ “motn normal contient une unité d'antigéne face

\

”“-

£

RESULTATS

1)F

o
MMes normales.

b‘°lon-s'dérant qu'une unité correspond A Tactivité
Plag Ut et immunologique facteur VIII d'un ml
Mme. @ frais normal, nous avons trouvé chez 20
hz unj Normales une activité coagulante de 0,3
a“ tauxt&‘,Par ml avec une moyenne de 0,92 et
Yoo dss d'antigtne moyen de 0,97 unité par ml
e g SXtrémes allant de 0,38 2 2,30. Le rapport
" g Lactivité sur Iantigéne est alors de 1,06
€carts de 0,52 2 1,97.

)
L-and""fl’ices certaines.
2‘0,4%‘”"6_ Coagulante moyenne de ces femmes est
Mgﬁ() Unité par ml avec des écarts allant de 0,15
&;', Le taux d'antigéne varie de 0,44 3 2,35
3':"& ml avec une moyenne de 1,08, Le rapport
0'38 ® Tactivité sur I'antigéne facteur VIII est
vec des écarts allant de 0,12 & 1,25.
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Fig. 1. = Dosage de !'sntigéne facteur Vill par la méthode de
Laurell.

N : plasma témoin normal & ditférentes dilutions :
N : plasma d'hémophile A majeur & ditiérentes dilutions ;
wWd ; plasma de sujel atteint de maladie de Willebrand (actlivité
1l = 0,06 U/ml).

AT ——

X

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
'on exprime les résultats de fagon un peu différente
en portant en ordonnée le rapport activité sur anti-
géne 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
2 0,60) ou il est possible de trouver 4 l1a fois des
femmes normales et des conductrices : chez deux
femmes conductrices le rapport est supérieur 2
0,55 et chez trois, supérieur a 0,50. Ainsi sur un
total de 18 conductrices, le diagnostic ne pourrait
étre affirmé sur des critéres 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 A 0,50 (0,55, 0,88 et
1,5) sont trois sceurs, filles d’hémophile A majeur
connu (fig. 4). Les examens biologiques ont été faits
d plusieurs reprises et il ne peut s’agir d'erreur
technique. Par ailleurs nous n'avons aucune raison
d’invoquer une exclusion de paternité.




VoLume 22 DEPISTAGE DES CONDUCTRICES DE L'HEMOPHILIE A
SUPPLEMENT
™
Activité 24 R
24 U/ml °
- Rapport
Act/Ag .
1,51
* [ J
L]
+
[
11 fe
. Antigénicite . o hd
%5 1 15 2 125 Urmt . *
L] [}
, . .
Fig. 2. — Activité coagulante et antlgénicité du facteur Vil chez 0’5.1 o:
20 femmes normaies (®) et chez 18 conductrices certalnes (+). . .
) ‘4‘»: +, .
+ 4
* &
TABLEAU |. — Etude comparée de I'activiié coagulante (Act), de ACNV“
t'antigénicité (Ag) du facteur Vill ot du rapport (R = AcUAQ) - T _"L
chez deux conductrices certaines. 1 2 u/m
/
’ 1
Au 3¢ trimestre Aprés accouchement - . t clev! v
de 18 grossesse FI?;\I::' d(c:;hl:::t:‘ud ;?:::’.:A?‘ )’u:t .::‘:'l:: nd.o??:)ondd“uc‘.’ ‘”"r
A A
en J;ml on Ueml R .nAlf/tm .nAth| R /
Mme O... 140 | 400 [ 03s | o050 | 1 0.50 ;
Mme C... 190 | 2 055 | 030 | o070 | 042 Deux femmes conductrices certaines ont P¥ o
étudies en fin de grossesse et aprés accouche® 4
(tableau I). L'activité facteur VIII est trés nett .
augmentée, de méme que l'antigéne au cours o8
grossesse par rapport aux taux observés %y
I'accouchement, mais, quoiqu'il n'existe Pé s, ¥
étroit parallélisme dans les variations observ
. rapport Act/Ag reste abaissé.
3) Conductrices probables.
Les conductrices probables se répartissw‘,mo'
deux groupes, d’une part dix meres (un seu! o
phile connu dans la famille), d’autre part scll%abﬂité
' d’hémophile (n’ayant donc que 50 % de pro
1 2 3 d’étre conductrices). 6 niC“
La comparaison de l'activité et de 'antit®"
iles
Act | 055 0,80 0,50 |U/ml factcur VIII (fig. 5) des méres d'hémOPh‘lac o
A place pour 5 d'entre elles (sur 10) dans o
9| 035 0,90 0,90 [U/ml inférieure  correspondant aux conductric® e
taines. Les § autres se trouvent dans la w“:ewm
Rl 15 0.68 055 | mddiaiie ol peuvent se situer aussi bien le< Ty
’ ‘ normales que les conductrices vraies (dont
limite de confiance). hgd'
En ce qui concerne les seize sccurs d'hém?‘g [
Fig. & — Elude de F'sctivité cosgulante (Act) de Vantigénicité (Ag) huit d'entre elles se trouvent dans la Z° uaif‘

du (acteur VIN t @ it Acl/A R is f . o e
(rond hachurd) d'un hemoprie A mateurmy ST Yo' W% conductrices, deux 3 la limite de confiancés
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05 1 15 2 25 u/mL

5.~ Activité cosgulante et antigénicité du facteur VIl chez
‘m°"ducm%n probables, méres de 1 Mmophllo (®) ou scours
(0}

Temps

U/m[ Y T T T Y
01 2 4 6 8 H

Fig. 8. — Variation de |'activité coagulante (—) et de i'antigénicité
du facteur Vil (— — —) aprés exercice musculaire.

05 -
dans la zone intermédiaire et deux au-dessous de
la droite de régression. Ces six derniéres peuvent

~— — , - . étre considérées comme certainement normales.
4 8 12 % B 22 28 J
H\— . 4) Femmes normales.
?, ‘ .
s Ny gti8lion de Uactivité coagulante (—) ot de Uintigénicits .~ Epreuve d'effort.
Vill (——=) au cours du cycle menstruel. Une femme normale a effectué un exercice

physique représenté par une course de 1,250 km.
La figure 6 montre l'augmentation parallele de
TABLEAU Pactivité et de Dlantigéne facteur VIII dans les

B AU g . . A .
] .~ Mesure de l'activité et de I'antigéne facteur VIil
Iomimeg nossure de ractiviié ot Je, lantigtne ) e oae heures qui suivent cet effort. Le rapport activité sur

antigéne reste constant et toujours dans les limites
Ne de la normale.
. Activité F. Vil |  Antigane F. VI Rappor
(en unité/ml) (en unité/mi) /AG — Cycle menstruel.
\ * i

1 Les modifications de lactivité et de I'antigéne

2 1.85 2.00 0.92 facteur VIII ont également été étudiées au cours

3 2,50 190 1.31

¢ 1.90 1,60 105 du cycle menstruel chez la femme normale. Une

H ] 20 i augmentation importante et transitoire de lactivité

: 1.65 250 0.68 du facteur VIII est observée au milieu du cycle.

1.28 1.70 0,73 . . 3

3 1,90 0.70 27 Mais 2 cette augmentation correspond une éléva-

1 37 2% 18 tion identique de I'antigéne si bien que le rapport

R 1,90 30 . identi . .

§ 1% 10 e entre les deux reste identique (fig. 7)

}g 375’8 ;;% 2;2; ~— Grossesse. .
N b+ % b Le facteur VIII a été dosé par Tes deux techniques
L chez 16 femmes normales entre le 7° et le 9° mois
"\°; 282 265 0.98 de la grossesse (tableau II). Le taux de Pactivité

est trés augmenté allant de 1,25 & 6,5 unités par
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ml avec un taux moyen de 2,62 unités tandis que
I'antigéne varie de 0,70 & 9,25 unités avec un taux
moyen de 2,65 unités. Le rapport moyen activité
sur antigéne est alors de 0,98 c'est-a-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-d-dire dans une zone
intermédiaire ou il est possible de trouver aussi
bien des conductrices que des femmes normales.

DISCUSSION

La comparaison-des taux d’activité et d’antigéne
facteur VIII nous a ainsi permis de mettre en
évidence des différences trés 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 lactivité facteur VIII, qui ne
permettrait que de dépister & peine 50 % d’'entre
elles. Nos résultats dans 'ensemble concordent avec
les données de la littérature (2, 6, 13, 14).

Il n’empéche que dans presque 1 cas sur 6, les
conductrices ne peuvent étre distinguées par cette
méthode des femmes normales. 1l 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. I1 y aura peut-étre lieu d'invoquer des
influences génétiques s'il s’avérait que I'on retrouve
d’autres familles comme la nétre, ol 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 I'activité du facteur VIII lors
de P'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 paralléle de I'antigéne
facteur VIII. Nous-mémes l'avons constaté chez
une jeune femme aprds exercice musculaire. Mais
en fait I'activité et I'antigéne facteur VIII augmen-
tent dans les mémes proportions ¢t le rapport des
deux données est peu modifié.

Diﬂércntesbhormones sont aussi susceptibles de
modifier le facteur VIII : 1'adrénaline, la cortisone,

DEPISTAGE DES CONDUCTRICES DE L'HEMOPHILIE A

les progestatifs (5, 7, 11, 12, 15). On sait ¥
ailleurs que le taux du facteur VIII peut Vaais
chez la femme au cours du cycle menstrucl_maé
il ne semble pas qu'une étude systématique 3t

faite A ce sujet. Nous avons observé dans U“,VM
une augmentation paralléle transitoire de 1'act

et de lantigéne facteur VIII au cours du ©
menstruel ce qui fait que le rapport acti'vué "
antigéne facteur VIII n’a pas été modific. *.
donc vraisemblable (bien que ce fait mérite dcd,
confirmé) qu'il n’y a pas lieu de tenir comp®
lincidence du cycle menstruel lors de la rech

des conductrices.

L
Beaucoup mieux connue est l’augmcntam"v di
facteur VIII en fin de grossesse, qui se retroV W
la fois, chez les femmes normales, chez les ¢O%
trices et chez les femmes atteintes de maladi® o
Willebrand (16, 18, 19). De ce fait il était prai®
ment impossible jusqu'd présent de falf® .y
diagnostic de conductrice chez une femme €r¢’
en se basant sur le seul taux de facteur 1

La comparaison du taux d’activité et d’anugek
semble 13 encore apporter un net progrés afs ¢
dépistage des conductrices. En effet Bent®
Ratnoft (1) ont pu constater des variations phy
ltles des deux taux au cours de la grossess® '
des conductrices certaines, ce qui fait que le fapd;d.
reste abaissé. Nous-mémes l'avons constat !
deux de nos conductrices vraies. }

|
|

(20)
sscf‘

ne“

Il n’empéche que Van Royen et Tencat¢
étudiant 15 femmes normales en fin de 8% s
trouvent dans I'ensemble une augmentatio? "y
importante de l'antigéne que de Iactivité “ygp!
diminue d’autant le rapport Act/Ag. Nous'de
chez 16 femmes normales enceintes, entre le pﬁq
le 9* mois de la grossesse, avons observé un fatgmé
normal chez 13 d’entre elles mais chez 3 ¥
il était abaissé au point que I'on aurait P y
considérer comme conductrices (tableau 1I sl
grossesse augmente donc I'imprécision du dép

de ¥

u

biologique des conductrices et il y a lied o

méfier des résultats observés en cours de 8¢

]

Au ‘terme de ce travail nous pouvons conf,dﬂ
que la mesure de I'antigtne facteur VIII 2= 46
au dosage de son activité coagulante perm® #
la majorité des cas de dépister les conductf’%evoﬂ
I'hémophilie A. Cette méthode ne semble i o
étre influencée ni par I'exercice musculairés *
P'action de certaines hormones car & l’augmenctguf’
du facteur VIIT produite par ces différents flaglc ¢
correspond toujours une augmentation pard " v
I'antigéne. Une réserve est cependant 3 f“’rc,wi’
la femme enceinte car il apparait que dans &
cas, l'augmentation de [I'antigéne soit S"_Péu,d‘
2 celle de P'activité du facteur VITI ce qui 1S
donner un excés de résultats positifs.
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DETECTION OF THE CARRIER STATE FOR CLASSIC HEMOPHILIA
BY COMPARATIVE ASSAY OF FACTOR VIIl 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 activity/antigenicity ratio was greatly reduced (< 0,5) in the
majority of the proven carriers (16/18); thus it allows to pick up them with a probability
greater than that deduced from factor VIII activity alone,

Muscular exercise, menstrual cycle, didn't modify this rativ whose the two parameters

increased together.

Of sixteen normal pregnant women, thirteen had a ratio in the normal range but in three
cases it was lowered in relation to a greater increase of the antigenicity. Nevertheless in two
proven carriers, during pregnancy or not, the ratio was always about 0,5.

Thus it seems that carrier’s diagnosis could be ascertained with a probability rate near
90 % when both the factor VIII immunological determination and clotting activity were

performed.

Key-words : Factor VIII, == Carriers of classic hemophilia. ~~ Immunologic assay for factor

VIIL. — Late pregnancy. — Exercise.
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Les premiéres 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 méme du rapport de ces deux valeurs
Néanmoins, i1 nous est apparu qu'aprés une épreuve d'effort, comme 107
du cycle menstruel ou en fin de grossesse, le taux de VIII R:Ag augmente
parallélement & celui du VIII:C et que le rapport reste relativement cons”
tant. Si quelques publications seulement avaient déja fait &tat des varid
tions du FVIII R:Ag aprés exercice musculaire (BENNETT et RATNOFF : 6625
PRENTICE et al. : 663), ces résultats sont maintenant tout & fait confirmés
par de nombreux travaux, récemment complétés par le dosage du VIII C:Ads
qui prouvent que dans la plupart des circonstances physiologiques, 1e
taux de facteur VIII et de facteur vWf sont bien corrélés. Un articlé
relativement récent (MANDALAKI : 664) fait &galement &tat des variation®
du FVIII:C au cours du cycle menstruel alors que SIMONE et al. (665)
n'avaient fait auparavant aucune relation entre les fluctuations journd
1iéres du VIII:C et la période menstruelle.

En ce qui concerne les résultats chez les conductric®
certaines, nous avons montré qu'il existe chez elles, un rapport VIIIC/
VIIT R:Ag inférieur & celui trouvé chez.les femmes normales, dans 88
des cas. On explique ce phénoméne par le fait que les conductrices n'ont
qu'l seul de leurs 2 chromosomes X capables de synthétiser du FVIII alors
qu'elles peuvent, n'ayant aucune anomalie au niveau de leurs autosomes’
synthétiser normalement le FvWf, détecté par son antigéne: le FVIII R:A"
Nos résultats, bien qu'ayant été& obtenus & partir d'échantillonnages asse?
faibles puisque constitués par 18 conductrices certaines et 20 Femme?
normales, sont en accord avec les é&tudes publiées depuis & partir g'vf
plus grand nombre de cas puisque les pourcentages'de conductrices certai"ﬁ
ayant un rapport différent de ceux obtenus dans une population de 1’6"““eS
normales varient, "selon les é&tudes, entre 72 et 92 % (RATNOFF et JONE

666). I1 faut souligner que la certitude du diagnostic ne sera Jama
absolue car le phénoméne de "lyonisation", qui désigne 1° 'inactivati®’
au hasard d'un des 2 chromosomes X, dans chaque cellule somatique feme]le
d un stade précoce du développement embryonnaire, explique que certain
conductrices ont une synthése tout & fait normale du FVIII, puisqu’ ' quc
de leurs chromosomes X porteur de la tare ne s'est exprimé, et que pe
conséquent, elles ont un rapport VIII:C/VIII R:Ag identique 3 celui trou’
chez les femmes normales. C'est 1&, également, qu'on peut trouver 1' eXP1
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“ion 3 1'existence de certains cas d'hémophilie féminine chez les femmes
Gont le chromosome X normal ne s'est pas exprimé et qui ne synthétisent
MC pas e FVIII, tout comme les hémophiles n'ayant qu'l seul chromosome
' Porteur de la tare. Cependant, & 1'heure actuelle, grace aux progrés
fes techniques de dosage du FVIII R:Ag, & 1'utilisation des techniques
statiSt1'ques plus adaptées, et & 1'introduction de données généalogiques
NS Nes calculs de probabilité, ainsi que le recommande . 1'organisation
rfmn‘“fﬂ(-z de la santé : AKHMETELI et al. :667 , GRAHAM :ggg , BARROW et al.
étsasbg)..on peut, a partir de 1'analyse de 3 &chantillons de sang différents,
°0ndhr dans certains laboratoires un diagnostic trés satisfaisant de
ina]UCtrice d'hémophilie. Pour notre part, nous espérons bientdt pouvoir
annéysﬂ‘ 1'ensemble des résultats que nous avons acquis, ces derniéres

®, en dosant par deux techniques le VIII:C, en 1 et 2 temps (p-93)
1;"19 VIII R:Ag ,par &lectroimmunodiffusion quantitative et par méthode
e unOEHZymatique (voir p. 56 et ci-dessous), afin de vérifier si, notam-

» ainsi que viennent de 1'assurer FISHMAN et al. (670), la technique

0““°enzymatique améliore la discrimination entre conductrices et femmes
es,
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IV-DOSAGE DE L’ANTIGENE LIE AU FACTEUR VIII PAR LA TECHNIQUE
ELISA. INTERET DANS L’ETUDE DE LA MALADIE DE NILLEL&/M

C'est en 1976, &poque & laquelle n'étaient utilisés
oour le dosage du VIII R:Ag, que la technique d'&lectroimmunodiffusiof
quantitative, la technique d'inhibition d'hémagglutination et deux types
de dosage radio-immunologiques 1'un en phase liquide, 1'autre en phasé
solide (voir p.57), que parut le premier article concernant la possibﬂi'cé
de doser 1le VIII R:Ag par une technique immunoenzymatique (BARTLETT et
al. : 671). C'est cette méme année que nous avons travaillé & 1a mise
au point d'une technique analogue avec pour but :

- d'obtenir une sensibilité meilleure que celle obtenyé
par 1'@lectroimmunodiffusion quantitative, ce que n'obtenaient pas BARTLETT

et al.,

-d'avoir une technique qui ne soit pas dépendante de 12
mobilité é&lectrophorétique, tout comme 1les dosages ratdioimmuno]ogiqueS
qui présentent néanmoins certaines contraintes, car on commengait alors
d montrer que dans certaines variantes de la maladie de Willebrand (voir
p.64) i1 y a une augmentation de la mobilité &lectrophorétique du vl
R:Ag.

En 1977 nous avons publié la technique que nous avion®
mise au point, en spécifiant déjd une variante nous permettant d'obte"ir
une sensibilité 1,5 x ]0'3 U/ml. A la suite de deux publications américal”
nes de 1979 consacrées 3 deux techniques immunocenzymatiques (voir p-56)’
nous avons, plus tard, dans une courte note, rappelé sa sensibilité ¢
sa fiabilité. Nous avons, en outre, noté que cette technique, tout comé
les techniques radioimmunologiques, est intéressante lors de 1'étude (‘10
VIII R:Ag de malades vWD, d'une part parce qu'elle est beaucoup plus sens’”
ble que la technique d'&lectroimmunodiffusion quantitative de .LAURELL
et d'autre part, parce qu'elle peut, quand ses résultats sont inférie“rs
3 ceux obtenus avec le “laurell", &tre un &lément orientant vers la reche’

che d'une anomalie qualitative du F vWf.
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DOSAGE DE L’ANTIGENE LIE
AU FACTEUR VIII PAR LA TECHNIQUE ELISA.
INTERET DANS L’ETUDE
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)

\—- RESUME - SUMMARY

yt:lt’nlque ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent ENZYME-LINKED IMMUNOABSORBENT ASSAY OF
(Vl][ appliquée au dosage de l'antigéne lié au facteur FACTOR VII.-RELATED ANTIGEN. INTEREST IN
fang R Ag). Le VIII R : Ag est, tout d’abord, pris STUDY OF YON WILLEBRAND’S DISEASE., — Factor
h"m Wich » entre des anticorps de lapin anti-facteur VIlI-related antigen Is measured by ELISA as follows :
R, Insolubilisés dans des tubes de polystyréne et  Factor VIII R : Ag s first « captured » between rabbit anti-
tyg o3 anticorps liés & de la peroxydase par action de bodies to human factor VIII R 3 Ag adsorbed in polysty-

FT S

.

1 M
:ﬂlth:""dehyde ; son dosage proprement dit se fait par rene tubes, and conjugate (peroxydase-labelled rabbit anti-
h o) Un substrat chromogénique de I'enzyme et mesure  bodies). A chromogenic enzyme substrate Is then added and
Uy, ,, F2tion au spectrophotomeétre, absorbence measurement allows subsequent assay.

Qh émde . . oy 2

Mprog, Préliminaire permet de juger de la sensibilité, This method is sessitive, reproducible and specific. The
t&uh‘" m:ﬁ:b'"“ :: de la spécéxsﬁt;ité ::'::';:“:gc";;ll‘“ comparison between the results obtained by this enzyme
""!e lmm“nol a;;po e’l “’imp” IA c:’ td & ique fmmuno-assay and the electro-immunpodiffusion assay (EIA)
Yy di‘"eme &5 og ‘I‘l“ ¢ 3$$iq“il¢ (EIA), ﬁ;‘::’v‘“ ‘e pr lc“el:.x Is interesting for the study of quantitative and qualitative
4 "; acteyy ;lll;! a":' a d°°’ q"l::l e’”‘d qua o :“" variations of F VIII R : Ag in von Willebrand's disease.
:‘Hz,m;b"lld. Deux. cags' s?::l:lzatif:’ gﬂt n;t.:nua:enet Two observations of von Willebrand \lrarifnr:lt‘s zre descr‘is-

Py bed in detail : VIII R : Ag plasma level of the first one

Nﬂ‘ "';L‘d‘im[:,auéx de V{II R: Amapa;emme‘r:; ntorm:ll normal using EIA but decreased using ELISA, its electro-
%ﬁh ‘blem,m :’ ué en ELISA, lad :r l“" ;'I'lt‘é V: °  phoretic mobility is increased ; in the second case we found
Ak n:'éll ue & une augmentation de 1a mobilité elec- ¢ 1001 anomalies of von Willebrand except the VIII R : Ag

ue ; Pautre, bien que possédant un taux de VIIIR :
\‘{m:‘l Par les d’:ux techniques, présente des anomalies level normal by the two methods.
gorg 1

v

Uet de 1a maladie de Willebrand.

¢
F‘(ﬂm‘qF L£s MEDLINE : Maladie de Von Willebrand * immuno- MEDLINE KEY WORDS : Von Wilebrand's disease ° immunology -

¢
Vg E‘fl“s'A;llll * immunologie « Technique d'immuno-enzyme Factor VIil * immunology - Enzyme-linked immunoabsorbent assay.

vlﬁxé Matériel et Méthodes Dosage de l'activité Facteur VIII (VIII ;: C).
tiﬂg tha
)

1y tux rﬂtillons de plasma analysés proviennent de sang L'activité coagulante est dosée par la méthode en un
\p_ log, C¥€ en tube plastique sur citrate de sodium a temps de Soulier et Larrieu (12).
Q“:g :angraxson de 1 volume d'anlicozgulanl lpou; g volu-
e . plasma standard utilisé pour les différents .
::‘;"ax (cvigl,u R : Ag, VIII : C et VWF) est un méllangc‘dc Dosage du facteur Willebrand.
‘\28363 de 20 témoins conservé durant moins d'un Ce dosage a é1€ effectué par une technique dérivée de la
C méthode de Weiss et al. (14) décrite précédemment (9).

o C.. PARQUET-GERNEZ A, GOUDEMAND M. 1577,
Ui g, 28 Fantigene 1ié au_facteur Vill par la techaia
op! dans Iétude de la maledie de Willsbrand. Path.

Manuscrit requ A }a Rédaction le 20 octobre 1977.
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Etude électro-immunologique de I'antigéne Facteur VIIL

Le dosage du VIII R : Ag est effectué par la technique
classique EIA de Laurell (8), les conditions techniques adop-
1ées et la préparation de l'antisérum ont été précisées pré-
c¢édemment (10).

La mobilité électrophorétique du VIII R : Ag a éi& déter-
minée grice A la technique d'immunoélectrophorése bidi-
mensionnelle de Laurell (7), sur des plasmas préalablement
concentrés par ultrafiltration en microconcentrateurs A-25
(Amicon, QOosterthout, Holland). Le Rf du VIII 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-immunologique du Facteur VIIL

Principe.

La technique employée est une micro-méthode de dosage
par ELISA (¢ enzyme linked immuno-sorbent assay ») ol
V'antigéne facteur VIII est pris en « sandwich » entre des
anticorps anti-facteur VIII humain. Dans un premier temps
les anticorps sont insolubilisés, en excés, par fixation dans
des tubes de polystyréne. Dans un deuxi¢éme temps I'anti-
gene A doser est introduit dans les tubes et incubé pour
permettre la liaison antigéne-anticorps. Un lavage ultérieur
permet d'éliminer toutes les protéines qui ne se sont pas
liées spécifiquement aux tubes par lintermédiaire des anti-
corps. Dans un troisiéme temps on ajoute une solution
d’anticorps anti-facteur VIII marqués par une enzyme et on
incube de nouveau. Enfin, aprés avoir éliminé tous les anti-
corps marqués en excés par lavage, on détermine la quantité
d'enzyme fixée en ajoutant dans les tubes un substrat chro-
mogénique de l'enzyme. La coloration développée aprés un
temps déterminé est proportionnelle A la quantité d’anticorps
marqués par l'enzyme donc 3 la quantité d’antigéne qui s'est
fixée durant la deuxiéme étape,

Technique.

Nous avons édaplé la.tcchnique décrite, pour le dosage
d’autres protéines, par Engvall et Perlmann (4).

a) Anticorps utilisés.

Les IgG d'un antisérum de lapin anti-facteur VIII bumain
préparé au laboratoire selon le protocole décrit précédem-
ment (10) sont obtenues aprés passage sur DEAE Sephadex.

b) Insolubilisation des anticorps.

Une solution 3 100 ug/ml d'IgG 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 polystyréne incubés 1 h 4 37°C et °

conservés jusqu'au moment du dosage A <+ 4°C (nous avons
gardé ces tubes sans inconvénients durant 1 mois dans cer-
tains cas).

¢) Couplage des anticorps & I'enzyme.

L'enzyme utilisée est de la peroxydase (grade I, Bochringer,
Mann‘hcxm, Deutschland). Elle est couplée aux IgG de lapin
en suivant la méthode en 1 temps d’Avrameas (1) : on dis-
sout 50 mg d'IgG de lapin anti-facteur VIII humain dans
10 ml de tampon phosphate 0,1 M de pH 6,8. On ajoute
100 mg de peroxydase et on laisse le mélange sous agita-
tion douce pendant 30 minutes. Puis on ajoute goutte 3
goutte 0,6 ml de glutaraldéhyde & 1 p. cent dans l'eau.
Laggtauon est poursuivie pendont 2 heures 3 température
ambiante puis le mélange est dialysé 3 + 4°C contre 2 fois
5 litres de tampon PBS 0,1 M pH 7. Aprés la deuxitme
nuit de dialyse on complite le volume des anticorps mare
qués & 100 ml en les diluant dans de la sérum-albumine A
3 p. cent (w/v) dans du tampon Triss HCL 0,05 M pH 8
contenant 0,01 M de Mg Cl, et 0,02 p cent (w/v) de Na N,.

DOSAGE DE L'ANTIGENE LIE AU FACTEUR Vill

La préparation d'anticorps marquds obtenue est répartie
en tubes de 1 ml puis congelée & — 20°C.

d) Mode opératoire. .

On lave 3 fois de suite les tubes contenant la sofutio?
d'anticorps en les remplissant de tampon PBS-tween (‘3‘“I
pon phosphate 0,1 M, NaCl 0,14 M coatenant 0,05 P “st
(v/v) de tween). On ajoute 1 m! de la solution contefd”
Pantigéne facteur VIII : les plasmas ou préparations d¢
teur VII{ sont dilués dans Je tampon PBS-tween. Les 1V
sont incubés ensuite 1 h & 37°C puis lavés de nouved 4
fois avec le tampon PBS-tween. On ajoute ensuite ¢
de la préparation d'anticorps couplés a la peroxy‘”Ic
décongelée et diluée extemporanément au dixiéme dan
tampon PBS-tween. On incube de nouveau les tubes 1 2
37°C. Enfin, dans chaque tube lavé 3 fois avec du tal b
PBS-tween on ajoute 1 ml de la solution contenant le fuu,
strat révélant l'enzyme préparée extemporanément en 3";‘,
tant 10 pl d'eau oxygénée & 30 volumes 4 100 ml de taidc
pon phosphate 0,02 M pH 6 contenant 80 mg dazvc'
S-amino-salicylique. Une coloration brun-violacée s¢ d s
loppe dans les tubes. Une demi-heure aprés on lePP.c-on
réaction enzymatique en alcalinisant le milicu par addit!
de 0,1 ml de NaOH 1M.

e) Calcul du taux de VIII R : Ag. o

On mesure ensuite l]a DO & 449 nm des solutions Corres
pondant aux différentes dilutions du plasma standard €t 'y
plasmas A tester. On établit une droite d'étalonnage Su‘ﬁon
papier milliméiré en portant en abscisse la conctﬂ“”’a
en VIII R : Ag et en ordonnée la DO A 449 nm. L¢ ‘deS
de VIII R : Ag se détermine en faisant la moycﬂ“‘dos‘r
valeurs obtenues pour trois dilutions des solutions
en se rapportant i la droite d'étalonnage obtenue
plasma témoin analysé & 8 dilutions différentes.

f) Variante.

Un autre substrat chromogénique de la peroxydase,
phényléne diamine a été utilisé au cours de notre étu & o
solution substrat se prépare alors en dissolvant 4 0%
d’orthophényléne diamine dans 100 ml de tampon pénés
phate citrate pH 5,0 additionnés de 10 ul d’eau oxy8 levf
A 30 volumes. Le chromophore obtenu est de € v
jaune ; les mesures de DO nécessaires au calcul d
de VIII R : Ag sont faites 4 415 nm.

avee le

Jorth®

Résultats

Etalonnage.

La figure 2 représente la courbe d'étalo
établie 3 partir de la densité optique & 449 nm
solutions de chromophore obtenues en é‘udlale
diverses dilutions d'un pool de plasmas témoif e o
tampon PBS seul (témoin blanc). 11 y a propor®! of
nalité entre la DO et le taux d'antigéne lié au fac ¢ g
VIII pour des concentrations de F VIII R *
inférieures 4 5 X 10— U/ml.

Sensibilité. y

La droite d'étalonnage montre qu'il est Posslb)(
de mesurer une coloration correspondant 3 0,73 ¢
10~ U/mi de VIII R : Ag. Cette technique est | g
au moins 10 fois plus sensible que la mé‘hmgt
d’'immunoélectrophorese quantitative. Eile P‘rm(s
de doser, en se fondant sur la moyenne des 1és¥ A
de trois dilutions différentes, des taux de VIII R: ¢
supérieurs 2 0,037 U/ml (plasma analysé PV
dilué au 1/2 et au 1/5).
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A \ -
'.:"lm ,,.'"l'."""“loctrophorhn bidimensionnelles contre un anti-
b,l;ln.,,, Bin anti-tacteur Vill humain de pl témol

A

9 P [ ]
' b":nld Une maisde atteinte de maiadie de Willebrand (GO).
iy "D:r.. (alb) colorés su bleu de bromophénol est utilisee

PATHOLOGIE-B10OLOGIE
DECEMBRE 1977

DO @ 449 nm
05
K
0.4
0075 _ ' qos
F Vi1l RiAg (U/ml)

Fig. 2. — Droite d'étaionnage établle en reportant la densité optl-
que (DO.) & 449 nm aprés addition d'acide § amino-salicylique,
en fonctlon du taux d'antigéne lié au facteur VIl (F VIII R ;: Ag)
de ditiérentes dilutions d'un pool de plasmas témoins.

TABLEAU |. — Taux d'antigéne iié au facteur VIl (F VI R : Ag) déterminé lors

18
5) «
3 L]
y ] i
3| + . i
g -
\ h -+ L]
N Pie +
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E b ...//(n \
Y] . *
S 9 /':‘..
k L (1P d

J /, o

o ’/’

\'l L] LJ R g T 1 1 4 ) SRS a4 Al v oo ]

1

\ F vill R:Ag {U/ml) -EIA
N
l.“\ )
E\Js:ﬁ'ttuoo""'“on entre les résultats des d de VIl R ¢

% (E"W:n Par E|A (Electroimmunoditiusion Assay) et par

™olny (')"Unkgg‘ Immuno-Sorbent Assay) sur des plasmas

ot d jeurs (+).
U
Muctsblme.
. Pla -
:‘fzéfente:"(npas A doser son: analysés 2 trois dilutions

ort 1/40 our les taux de VIII R : Ag normaux :
ly € 1oy~ €t 1/80). Dans le tableau I nous avons
My, Pary OYenNeEs et déviations standard calcu-

e T des résultats de 10 dosages successifs
\ T un plasma normal conservé congelé.

de10d paris technique ELISA, sur trois dilutions
d'un méme plasma de sujet temoin.
Dilution FVIHR : Ag en Umi
du 4
plasma Moyenne Ecart-type
1/20 0.58 0.1
1/40 0.54 0.07
1/80 0.50 - 0.09
Spécificité.

Pour étudier la spécificité de notre technique de
dosage nous l'avons appliquée 3 l'étude de seize
sujets atteints de maladie de Willebrand sévére dont
le plasma ne donne pas de pic de précipitation déce-
lable par la méthode de Laurell (les &chantillons
sont représentés sur la figure 4 dans la zone
correspondant & des taux < 2 0,1 Um/l de VIII
R : Ag sur I'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 étre déterminé
précisément, il est inférieur 2 0,0075 U/ml puisque
dans les tubes correspondant A ces plasmas non
dilufs, la densité optique n’sst 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 I'écart type de 0,29,
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14 JO

F VIil R:Ag (U/ml) -ELISA

F VIl R: Ag(U/ml)-ElA-

Flg. 4. — Corrélation entre les résultats des dosages de VIII R :
g elfectués par EIA et ELISA sur quarante-trols plasmas de
sujets atleints de maiadie de Willebrand.

Corrélation avec la méthode a'immunoélectrophorése quan-
titative,

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, 1a droite de régression
est tracée, le coefficient de corrélation linéaire
r de 0,88 est significatif méme au seuil de 99 %
d’aprés 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 & I'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 2 Ja fois sur des critéres
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 'activité coagu-
lante du facteur VIII) a été dosé par notre technique
ELISA.

DOSAGE DE L'ANTIGENE LIE AU FACTEUR VIlI

J00 & 415 am
14

1

05 by
Qom oo
F VIil R:Ag (U/ml}
mam—
Fig. 8. — Droite d'étalonnage établle en reportant la densité °':

que (DO) & 415 nm aprés addition d'ortho-phényléne d"'f":" o
fonction du taux d'antigéne lié au facteur VIll (F VIl R ¢
ditférentes dliutions d'un pool de plasmas témolins.

Pour 19 de ces plasmas, le taux de VIII R ¢ “:ﬁ

n'est pas calculable par EIA. Trois d'entr®
donnent, lorsqu'ils sont analysés non dilués =,
pics de précipitation A peine décelables, tout €O
une dilution au dizidme de notre pool de pi&
témoins. Sur la figure 4, on voit que leur
de VIII R : Ag, calculé A partir des valeurs abte? &
sur trois dilutions en ELISA, est respectiveme? s
0,17, 0,155 et 0,15 U/ml. Les seize autres plascd,,
ne donnent pas de pic de précipitation par 18
nique de Laurell, ils nous ont permis d’étu_dml‘,;
spécificité de notre technique ELISA (vOil Py
haut et cf. fig. 4). L'ensemble des résultats
examens effectués poursun des six malades
dont le taux de VIII R : Ag se situe sous le
sensibilité de notre technique de routine ELI A
reporté dans le paragraphe suivant.

‘('iG
{

uil
S

o
Enfin, nous avons analysé les résultats g,r
dosages de VIII R : Ag calculables aussi bi¢? ot
EIA que par ELISA. Vingt-quatre échantillon’ 4
répertoriés ; par EIA la moyenne des valcl“'st I
de 0,35, par ELISA de 0,32, I'écart type €137 5
0,19 par les deux techniques. Sur la figuré 'iso“
a la représentation graphique de la compar? "
des valeurs obtenues par les deux techniques, 'jl
coefficient de corrélation linéaire est de 0 dG' '
est significatif au seuil de 99 %. L'équation 9

droite de régression (y = 0,775 X + 0,04‘
Perreur d'estimation de Y (Sdy = 0,12) 9% o
calculées ; pour trois plasmas se situant en-d% 4
de 1a limite tracke, le taux de VIII R : A% 4
trouvé supéricur en EIA. Cette discordaﬂ‘:‘al,d‘
particulidrement marquée sur le plasma d'un¢ m

¢
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TABLEAU Il — Etude détalliée de trols sujets atteints de maiadie de Wiliedrand.

Rétention des Taux de F VIIL R : Ag Mobilité
'lu.,. Syndrome Temps de plsquettes sur Taux de (Umt) Taux de vWF | électro-phorétique
hemorragique samgnement billes de verre Fvi:C (Umi) du VIt R : AQ
(vy) (Bowie) Umi) ElA ELISA (Rt/albumine)
“80mars | - pissaxis >15mn 0% 0.02 <01 <0.0075 <008 -
| ~ Heémorragies 0,6 x 102
digestives
i == Hémarthroses
AN
e = Eplistaxis 14 mn 0% 0.3 0.9 1,08 1.0 0.28
= Gingivorragies 0,10
by
N
e | Epistaxis > 20 mn B% 08 08 029 0.10 038
= Mémorragies lors 19 % 03 06
d'svulsions dentaires
= Hematomes
Yo
iy
"'M.\ <10 ma >0 % 1,00 1.00 1.00 >05 026

§

U"re) dont I'observation est reportée ci-dessous.
‘ﬂvis;?"hxe en outre, qu'un autre cas doit étre
.tau,% Plus précisément, c'est celui de Jo... dont
h‘ﬂizts dantigéne VIII R : Ag se situe dans les
! d¢ 12 normale par ELISA comme par EIA.

e .
délaxl[ée de 3 malades.

Y :&iie tableau II, nous avons regroupé 'ensemble
p‘ésentehats de 3 malades (Fo..., Jo... et Go...) qui
%‘nu M un syndrome hémorragique de type cuta-
Q“ma?“cux et un temps de saignement allongé.
q‘leur ades' non apparentés sont les seuls membres
ELISO Amille atteints de maladie de Wiilebrand ;

As"”ation illustre lintérét de la technique -

ans 3 cas différents.

& By

Qq"'ila;r,}:rd Fo... est un malade atteint d'une forme sévére
%;"r Vlllde Willebrand, Son taux d'activité coagulante
Iy U/fnl 2 é1é trouvé, & maintes reprises, inférieur 3
%‘,iux de rétention des plaquettes sur billes de verre et
"Pqi[".éne I facteur Willebrand sont trés diminués. Son taux
N‘i b'lixé d'é AU facteur VIII se situe en degd de la limite de
y 2'“0i ¢ 'EIA et de notre technique ELISA de routine.
N‘h "ian' tn utilisant un autre substrat chromogénique
', Une ,c 9ans chapitre matériel et méthodes) nous obte-
I\ gy \ne proportionnalité entre la DO et des concen-
N,U,ml II R : Ag comprises entre 1 X 102 et 0,15 X
‘llu!- iy, Po (fig. 5). Cette technique ELISA sensibilisée

"1 Ong i Ur I'établissement de la droite d'étalonnage, des
H“l ,le"°lftantes du pool de témoins (du 1/100° au
“q( *nte - 50in A apporter & ces dilutions rend la technigue

'r\’l"%i n:"‘ est donc réservée aux dosages des taux d’anti-
‘h,‘.hR : A‘°n_t pas calculables par la technique de routine

LN FE inférieur 4 0,037 U/mi). La valeur avec le
Q?N O.. est de 0,6 X 10-2 U/ml.

0
"b:'g ng Teporions les résultats des examens biologiques
’!\,.n.lo :t‘ Malade qui présente un VII : C diminué variant
.L?bil‘l R. 0,30 U/ml selon les préitvements, mais un taux
%€ €1, A8 toujours normal par la technique EIA. La
""11‘ ‘ﬂlion trophorétique de son VIII R : Ag est normale.
Plug;.. 3¢S plaquettes sur billes de verre a été trouvée
fUrs reprises mais son taux de cofacteur Wille-

brand se situe dans les limites de la normale. La technique
ELISA nous a permis de confirmer son taux normal de
VIII R : Ag.

— Chez un autre malade, Valérie Go... le taux de VIII :
C a été trouvé une premiére fois & 0,6 U/ml et sur un 2*
prélevement, 4 0,3 U/ml, le taux d'antigéne VIII R : Ag par
EIA est de 0,6 U/ml les deux fois. La rétention de ses
plaquettes sur billes de verre est anormale. La technique
ELISA apporte un élément nouveau : un taux d'antigéne
abaissé 3 0,29 U/m! 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'antigéne lié au
facteur VIII (fig. 1) qui pourrait expliquer la discordance
entre les résultats de VIII R : Ag par EIA et ELISA.

Discussion

. Différentes techniques immunologiques ont été
appliquées au dosage du facteur VIII R : Ag : la
technique d'immunoélectrophorése quantitative (15),
I'inhibition d’hémagglutination (13), la contre-
immunoélectrophorése (5) et le dosage radioimmu-
logique (6). La technique ELISA, technique immu-
nologique récente de dosage 2 I'aide de marqueur
enzymatique, est 3 la fois sensible, spécifique, simple
et rapide ainsi que le soulignent Bartlett et al. (2)
qui, les premiers, I'ont adaptée au dosage du VIII
R: Ag. .

. La technique 2 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 10— U/ml de

VIIT R : Ag. En utilisant comme substrat de I'en-

zyme de I'orthophényléne diamine, nous avons méme
porté le seuil de sensibilité & 0,15 X 102 U/ml.
Dans des plasmas témoins il existe une bonne corré-
lation (r = 0,88) entre les taux d'antigéne déter-
minés par ELISA et par EIA. Les taux de VIII
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SurpLEMENT

R : Ag déterminés par la technique ELISA chez les
hémophiles A majeurs se situent dans les limites de
la normale,

. L'application de ELISA 2 I'étude du plasma de
43 sujets atteints de maladic de Willebrand a pré-
senté un double intérét.

Tout d’abord, cette technique rend possible le
dosage du VIII R : Ag chez les malades dont les
taux sont inférieurs 3 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 probléme dans le type I de
la classification de Ekert et al. (3), Fo...,, un VIII
R : Ag au taux de 0,6 X 10— U/ml.

De plus, 1a comparaison des résultats des 2 tech-
niques, EIA et ELISA, fournit des renseignements
sur Pexistence éventuelle d’anomalies quantitatives
ou qualitatives du VIII R : Ag. Ainsi. chez les sujets
atteints de maladie de Willebrand dont le taux de
VIII 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 probléeme diagnostique : en effet
ce malade présente, tout comme les hémophiles A
mineurs, un VIII : C diminué mais un taux de
VII R : Ag normal. Mais, 1a confirmation 3 plu-
sieurs reprises de l'allongement du temps de sai-
gnement, I'absence de rétention des plaquettes sur
billes de verre et le type de réponse 3 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 deuxiéme cas, les résultats de la technique
ELISA sont en discordance avec ceux de EIA. Il
s’agit de Go... Valérie dont le taux de VIII R : Ag.
apparait nettement plus faible en ELISA qu'en EIA.
Ceci implique l'existence d’anomalie qualitative du
VIII R : Ag. Comme la technique ETA dépend non
seulement de la concentration de I'antigéne mais aussi
de sa charge électrique, cette discordance peut étre
due 2 'augmentation de la mobilité électrophorétique
du VIII R : Ag constatée chez la malade. Ce cas
est analogue 3 ceux décrits récemment par Peake et
Bloom (11) qui comparent les résultats de IRMA
(Immuno-RadioMetric 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-
immunoélectrophorese, alors que par la technique

IRMA les taux sont nettement diminués. Il aPP”a“
donc important de pouvoir comparer les résults®
des techniques tributaires de la mobilité élcctrOPh;
rétique, telle que I'EIA, avec ceux obtenus paf d 4
techniques qui n’en dépendent pas, telles que ELP
et IRMA, de fagon 3 rechercher d’éventuelles 3"‘;
malies qualitatives du VIII R : Ag. Ceci est P>,
culidrement intéressant chez les malades qui Paral],
sent avoir un taux normal de VIII R : Ag P&
technique de Laurell jusqu'ici utilisée et qui €3
classés dans le type V de la classification de

et al. (3).

Conclusion

g #
L'application, au dosage de Pantigéne hér:s'

facteur VIII, de la technique ELISA s'avére in!
sante A plusieurs égards :

e )

Tout d’abord, il s'agit d’une technique facilé
mettre en ceuvre, simple et rapide d’exécution, ¢ y
ductible et spécifique. Chez les sujets normauX

hémophiles A et la plupart des personnes att¢
de la maladie de Willebrand, ces résuitats sO%.
bonne corrélation avec ceux obtenus par la tcch‘“qy

de Laurell (EIA) classiquement employée PO

dosage du VIII R : Ag.

i

Mais la sensibilité de cette technique est ?d‘
meilleure que celle de I'EIA, en effet, elle perm® y
doser des taux faibles d’antigéne jusque 0 it
102 U/ml) alors que, en EIA, le seuil de dé“cloJ
se situe généralement aux environs de 10 X
U/ml :

s

Enfin, tout comme les techniques radio-immucnt
logiques, la technique ELISA posséde égalc.’:dé
I'avantage sur 'EIA de donner des résultats 'laﬂ"’
pendants de la mobilité électrophorétique de 1%
géne A doser. Ceci est particulidrement ir'ﬂP".c 4
dans I'étude des formes atypiques de la malad‘ujcﬁ
Willebrand, car on sait que certains de ces sctrf
peuvent avoir un VIII R : Ag de mobilité e

phorétique anormale. Pt

Ainsi, par sa simplicité d’exécution et 3 sud‘
riorité sur la méthode de Laurell, la technid” s
dosage du VIII R : Ag par ELISA permet 427y
ter des €léments intéressants dans la discussi® ¢
problémes nosologiques que pose la mala
Willebrand. Elle devrait aussi contribuer 2 P'C‘gul
les caractéristiques physico-chimiques du fe
VIIL




1

}

1

‘ Claudine MAZURIER, Armelle PARQUET-GERNEZ, M. GOUDEMAND

- 142 -

ParnoLocie-BioLocie
DECEmMBRE 1977

REFERENCES

g\ . .
YRAMEAS §,, 1969, — Coupling of enzymes 10 proteins
ith glutaraldehyde. Use of the conjugate for the

Clection of antigens and antibodies. Immunochemis-
i, 6, 103,

B

":"L’-‘IT A., Dormarpy K.H., Hawxey C.H., STABLE-
wrTH P., VOLLER A., 1976. — Factor VIIl-related
Ntigen : measurement by enzyme immunoassay. Brit.
Med. 1, 1, 994.

‘E‘i':" H., Fiaan B.C., 1975. — Recent advances in
tmophilia and YWD. Vox Sang. (Basel), 28, 409.

VALL B Pemimany P., 1972. — Enzyme-linked
Mmunosorbent assay. LI Quantitation of specific
:m’.b°dies by enzyme-labeled anti-immunoglobulin in
Gigen-coated tubes. J. Immunol., 109, 129.

SMamcr 1R, Corren BS., 1975, — Studies of the
n“"\an factor VII/von Willebrand's factor protein.
lei; Identification and characterization of the von Wil-

rand protein. Blood, 46, 417.

H°m

oy LW., 1972. — Immunologic studies of antihemo-

ilic factor (AHF, factor VIII). IV. Radioimmuno-
Y of AHF aatigen. J. Lab. clin. Med., 80, 822,

LM;?‘-’- C.B., 1965. — Antigen-antibody crossed electro-
Oresis. Analyt. Biochem., 10, 358.

: L"’Rau_
teing b

bog

C.B., 1966. — Quantitative estimation of pro-
3 by electrophoresis in agarose gel containing anti-
es. Analyt. Biochem., 15, 45.

9. Mazurier C., PARQUET-GERNEZ A., GOUDEMAND M.,

MONTREUIL J., 1975. — Contribution A I'isolement et
4 l'étude de la masse moléculaire du Facteur VIII
humain. Path. Biol., 23, Suppl., 11.

10. PARQUET-GerNEZ A., Mazurier C., Goupemanp M.,

1974. — Dépistage des conductrices de I'hémophilie A
par dosage comparatif de l'activité et de 'antigénicité
facteur VIIL. Path. Biol., 22, Suppl,, 37.

11. Peaxe LR, BrooMm A.L,, 1977. — The use of an immu-

noradiometric assay for factor VIII - related antigen
in the study of atypical von Willebrand’s disease.
Thrombos. Res., 10, 27.

12, SourieRr 1.P,, LARRIEU M.],, 1953. -~ Nouvelle méthode

de diagnostic de I'hémophilie. Dosage des facte
antihémophiliques A et B. Sang, 24, 2085. .

13. Strres D.P., HeErscoLp E.J., PERLMAN ].D., FUDENBERG

H.M,, 1971, — Factor VIII detection by hemaggluti-
nation inhibition. Hemophilia A and von Willebrand's
disease. Science, 171, 196.

14. Weiss H.J., Hover L.W., RickLeEs F.R., VarRMA A,

ROGERS J., 1973. — Quantitative assay of a plasma
factor deficient in VWD that is necessary for platelet
aggregation. Relationship to factor VIII procoagulant
activity and antigen content. J. clin. Invest., 52, 2708.

15. ZiMMeRMAN T.S., Ramvorr O.D., PoweLL A.E., 1971, —

Immunologic differentiation of classic hemophilia and
von Willebrand's disease. J. clin. Invest., 50, 244.




- 143 -

The Assay of Factor Vil Related Antigen by an
Immuno-Enzymatic Method

Dear Sir,
We have read with interest the article by Ness and Perkins (1)

on the development of an immuno-enzymatic method (ELISA),
for the assay of factor VIII-related antigen (VIII R:Ag), more
sensitive than the Laurell technique (EIA). These authors men-

tion the previous work of Bartlett et al. (2) whose ELISA -

microtechnique is of a comparable sensitivity to the EIA method,
but fail to cite our technique of which we emphasised the
simplicity, reproducibility and especially the sensitivity (3).

The advantage of our technique have led us to use it routinely
for the last 3 years. The correlation of the results with those of
EIA 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 least 65 times greater than for EIA and also greater than the
sensitivity of the 2 recently-published competitive immuno-
enzymatic methods (1, 4). In fact in more than 200 assays we have
always obtained a good linear relationship between the Ays nm

Table 1 Reproducibility data. Intra and Inter-assay variations in factor
VIII R: Ag level of plasma from normal donors.

x, U/ml SD, U/ml CV, %
Intra-assay (3 samples, 10 assays of each)
Plasma 1/100  0.66 0.05 7.5
Plasma 1/200  0.39 0.04 10.3
- Plasma 17400  0.25 0.02 8.
Inter-assay (10 plasmas, 5 assays of each)
1 1.23 0.088 7.1
2 1.18 0.080 6.8
3 0.99 0.105 10.5
4 0.89 0.099 11.0
L] 1.39 0.166 11.8
6 1.81 0.144 79
7T 1.39 0.066 4.7
8 1.55 0.099 ' 6.3
9 1.05 0.132 124
10 091 0.074 8.1

0

)
and the quantity of VIII R:Ag between 1,5 X 10° yaobl)
10~} U/ml. This sensitivity thus permits the measuf® it
VIII R:Ag, undetectable by EIA, in the plasma of &
patients with severe von Willebrand's disease (VWD} P”J

Finally, as we stressed already in 1977, this technigy® y
ted the detection of variants of VWD by the differ¢ f
with respect to EIA. These variants, characterised bY ;“,I
Ag of a higher electrophoretic mobility than normsh hiM
since been found using radio-immunological methods ¥ 5’
immuno-enzymatic methods, offer the advantage of /4
pendant of the electrophoretic mobility of the moleculés Pf

We believe therefore that the ELISA method which "’.; /
its sensibility, reproducibility and simplicity merits '
among the factor VIII-related antigen assay methods:

Claudine Mazurier

Armelle Parquet-Gernez

Maurice Goudemand
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59012 Lille Cedex, France

References

w’
1 Ness P M, Perkins H A. A simple enzyme-immuno assay €
factor VIll-related antigen (VIII AGN). Thromb® ~ |
(Stuttg) 1979; 42: 848-854. o
2 Bartlett A, Dormandy K M, Hawkey C M, Stableforth ™ ¢
Factor VIII-related antigen: measurement by enzyme !
Br Med J 1976; 1: 994-996. e
3 Mazurier C, Parquet-Gemnez A, Goudemand M. Dos#8¢ l‘l"‘
lié au facteur VIII par la technique ELISA. Intérét ds%
Maladie de Willebrand. Path Biol 1977; 25 suppl: 18- .',,/ ‘
4 Yorde L D, Hussey C V, Yorde D E, Sasse E A. ComP‘“: 19ﬁ
linked immuno assay of factor VIII antigen. Clin ¢
1924-1927.

Received February 1, 1980 Accepted February 1, 1980

M

Copyright by ¥. K. Schattauer Verlag, Stutigart - Der Verlug hehah sich afle Rechte, besanders die des Nachdruch en, der Vervielfaltigung und der Ohenetzung -




N
II(C1 -dessous) les différentes techniques immunoenzymatiques de dosage

- 144 -

En guise de discussion, nous avons comparé dans le tableau

!
VIIT R: Ag effectuées a 1'aide d'anticorps hetero]ogues polyclonaux.

sPouvons également dire que cette technique, dans 1aque11e nous n'avons
tifig que le mode de couplage de 1'enzyme & 1'anticorps, car nous préfé-
“ ma1ntenant employer la technique de couplage au périodate de NAKANE
KMMI (672), est facile & mettre en oeuvre et qu'une firme commerciale
"factifs d'hémostase 1'a choisie pour proposer aux laboratoires des
v;Q‘fS et techniques, adaptables aux microplaques ELISA, de dosage du

!
LR ‘Ag et de 1'antigéne 1ié au facteur IX.

TABLEAU XVII

cARACTERISTIQUES DES DIFFERENTES TECHNIQUES'IPPKNOENZYMATIQUES

DE posace pu FVIII R : AG, EMPLOYANT DES ANTICORPS HETEROLOGUES

_— ————

LLE

MAZURIER et al.

1977

———

Techniqdk “sandwich"
Type ELISA

Peroxydase

0.15 x 1072 y/ml

\ D
AUTEURS : PRINCIPE ENZYME UTILISEE ; SENSIBILITE KJ!
~—— H H
BARTLETT et al.  : Technique "sandwich® :
: Phosphatase #lcaline : ~ 0,1 U/ml
1976 (673) : Type ELISA :

NESS et PERKINS

Technique
enzymo-{immunométrique

Phosphatase alcaline

0,16 x 1072 y/m

1979 (674) 3 double anticorps :
YORDE et al. : Technique compétitive : : -
: : Peroxydase : § x 10 ¢ y/mi
1979 (675) s Type CELIA :
HANSEN et al. : Technique *sandwich® : :
: : Phosphatase alcaline : 2 0,1 U/ml
1981 (676) : Type ELISA s . :
FISHMAN et al, : Technique “sandwich” :
- : Phosphatase alcaline : 1 x10 -2 y/ml
1982 (677) : Type ELISA :
CEJKA ; Technique “sandwich® ; Phosphatase alcaline ; -2 '
. : : . o : 3Ix10°Unm
1982 (677*) : Type ELISA : Peroxydase :

S—

BOBROW et al.

~.

Technique compétitivef

1982 (g77'*) Type CELIA Phosphatase alcaline : 0,75 x 10'? u/mi
S——
SCHOSSLER et a). Technique

1982 (677'*)

; enzymo- immunométrique

Phosphatase alcaline f

2

0,78 x 10°¢ u/m!




Y MALADIE DE WILLEBRAND ACQUISE AU COURS D'UNE MALADIE DE
WALDENSTROM

Nous rapportons 1'observation d'un homme de 66 ans dont
le bilan d'hémostase préopératoire, avant biopsie d'un ganglion cervicals
a permis de mettre en &vidence des anomalies généralement trouvées dans
la maladie de VWD. Aprés interrogatoire du malade et mise en &vidence
d'une activité 1inhibitrice du VIII R:RCo dans son sérum, le diagnost"c
de maladie de Willebrand acquise est avancé. La recherche immuno&lectr?”
phorétique d'immunoglobulines anormales dans le plasma du patient, quf
pouvaient étre 3 1'origine d'une activité anticorps, conduit & la décoV”
verte d'une macroglobulinémie de type de Waldenstrdm 3 IgM Kappa. Cependan®s
la purification des immunoglobulines permet de constater que les IgM mond”
clonales n'ont pas d'activité dinhibitrice mais que 1'effet inhibiteyr
se retrouve dans une fraction d'IgG purifiées. Le caractére acquis des
anomalies est confirmé, par la suite, car en quelques mois 1le pilaf
d'hémostase se normalise.
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Acquired von Willebrand’s Syndrome in the Course
of Waldenstrom’s Disease

Claudine Mazurier, Armelle Parquet-Gernez, Jacques Descamps, Francis Bauters*® and

Maurice Goudemand

From thé Laboratoire d'Hémostase, Centre Régional de Transfusion Sanguine, Lille, France

N.W.

%
d .
Kﬁmm.v“ Willebrand's syndrome = Auto-antibody -
$ disease

y
\ﬁui[e v
o0 Willebrand's syndrome with a regressive evolu-
M2 66 year old man with Waldenstrém's disease,
Yoy Clively directed against Ristocetin c.ofactor.activ-
\.&"’lm femc?nstratcd. active in vitro after incubation at
¥ the Tactionation showed that the inhibitor was inde-
\'iGi Monoclonal 1gM and subsequent purification that

L . eps s
“'"bgdy Mature, The results permit its classification as an

h? 5:' tle

Ny

Y
E;fﬂg%:“‘)" Cases of acquired hemorrhagic syndrome
\ 'h”is Willebrand's disease (vWD) have been described

\,g“ilitat-ew years (1~15). All these patients had quantita-
, \'XXI/\.We abnormalities of factor VIII/von Willebrand
p'Oc\ZF) with a diminution, in variable proportions, of
i g 2gulant acivity (VIIL: C), factor VIII- related
\’Nm"er'Ag) and ristocetin cofactor activity (VIIIR:
t&:&ic dis; the absence of any clinical or familial history of
hy PapyoC 2nd the regressive evolution of the disorder
L"I!:F“Qibe With the diagnosis of congenital le?. In t!us
'ﬁir my C @ new case of acquired WD in a patient with
"‘hgl ‘S‘Fase. An inhibitor against VIII R:RCF is
LY Taction of his serum.
A
Y nd
3 "'0
. Q
A nd Laboralory Data

Y, 't .
;5:‘ aq;?:d Man with no clinical or familial history of abnormal
Ky s

'*d to the hospital in December 1978 with a

N:ly. ‘)\':?:0"." With severe :pislaxis. Lympho-adenopathy and
X Sy, * discovered, Before biopsy of a cervical lymph node,
"’N)‘d (p“.'""cstigated: the activated partial thromboplastin time
W Thy <72 52 sec, control: 37 sec) and V1I1: C level reduced
*"n 'y (28°"‘¥ was thus performed after infusion of lyophilised
Ny 15 VIL:C/Kg b. wa). The same dose of factor VIII
he Ope h.fol’ several days but did not prevent abundant
\ ftion wound. The various hematological investiga-

4
W

M“hods

S g

"‘rh‘%_ R VI

;\::\\M adies gy Sang, Centre Hospitalier Universitaire,
) Rg,. V¢ .

\ g .

L‘k‘l‘;"ﬂl ' pr. ¢ Mazurier, Laboratoire d'Hémostase,

finge  "MMusion Sanguine, 21, Rue Camille Guérin,

tions showed that the patient was suffering from Waldenstrém’s macro-
globulinemia with the presence of IgM K:(47.6 g/1) and thus BUSUL-
FAN® wad administered. The hemorrhagic syndrome disappeared after
15 days and it has not recurred since.

2. Diagnostic Methods

Most of the techniques used were those classically described (16).
Factor VIII:C was measured by a one-stage method (17). Platelet
aggregation studies were performed using the Icare aggregometer with
0.3 m! of platelet-rich plasmas (PRP). Aggregating agents (0.1 ml)
included collagen, ADP and Ristocetin which were used respectively in
final concentrations of 8 ug/ml, 2.5 uM, 1.2 mg/ml. Factor VIIIR:Ag
was assayed by an electro-immunodiffusion method (18) or an ELISA
assay (19). Factor VIII R:RCF was tested on microtitration plates
according to the method of Sultan and Rossi (20). Assay of an inhibitor
against /111 : C was performed as described by Kasper et 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 ul sample of the patient’s plasma (or of plasma fractions)
incubated with 200 ! of a normal P.R.P. As a blank, 100 ul of buffer and
200 ul of normal PRP were incubated before the addition of Ristocetin,

3. Fractionation of Immunoglobulins

1gM was separated from other immunoglobulins by gel filtration of
2.5 ml of serum from Fo ... on a column (2.5 X 120 €m) containing
Ultrogel AcA 34, equilibrated in 0.05 M Tris/HCl buffer pH 8.0
containing 0.5 M NaCl. The 1gG was purified {rom the concentrated
fractions obtained after elimination of 1gM, by ion-exchange on DEAE-"
Sephadex according to Webb (22). The different fractions were analysed
by immuno-electrophoresis against an anti-whole human serum, after
concentration of the protein to about 10% (w/v).

Results
1. Diagnosis of Acquired vWD

Pre-operative laboratory data showed both abnormalities of
primary hemestasis and of coagulation compatible with a diag-
nosis of vWD, However, some weeks later the three activities of
F VIII/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%). Repeated 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 have been
investigated: they have normal blecding times and normal values
for VII: C, VIII R: Ag and VIII R:RCF.
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Table | Laboratory investigations

Date January March  May Normal
Examination 1979 1979 1979 values
Bleeding Time
Duke 4 min 30 4 min 4 min 30 <4 min
vy > 20 min - 7 min < 10 min
Activated partial §4(39) 43(31) 41(35) Difference from
thromboplastin control (in paren-
time (sec) theses) less than
10 sec
VII: C (U/mi) 0,27 0.52 0.7 > 0.5
VIIR:Ag (U/ml)
Laurell 0.10 1 1.30 > 0.5
Elisa 0.15 1.20 1.23
VIII R:RCF (U'ml) <0.3 0.50 0.50 > 0.5
Platelet retention 9 31 7 > 50%
on glass beads (%)
1.0
J o ——————m— -
/
,/
1 / ;
1 /
/ R:RCo
L / :C
Saos :
: |
2
| R:Ag
0.1 [
t 2 3 he

Fig. 1 Level of the different factor VIII-linked activities before and after
infusion of 28 Urkg anti-hemophilic factor A (lyophilized cryoprecipi-
tates) in patient Fo... (the recovery of VIII:C expected in a case of
constitutional von Willebrand's disease is shown by the dashed line).

s 1 2 3 [ § min $ ] 2 3 & $ min
e A —- A - e
PN :°—] 30
104 Fo.15 . 10
20
4
o 10
. Fo:2 5 SL
§0+ Fo:3 Lo
d Fo;‘ 8
Fos ! &
R s ol
W A ]
00 100

Fig. 2 Demonstration in the plasma of Fo... of an inhibitor of the
Ristocetin aggregation (R: 1.2 mg/ml) of s normal platelet - rich plasma
(PRP). A: curves obtained with 200 ul PRP incubated 30 min with 100 p!
of buller (B) or pure or diluted (1/1.5 to 1/5) plasma from Fo. .. B:
curves obtained with 200 ul PRP incubated for times varying between 0
and 30 min with 100 ul of plasma from Fo. ..

2. Demonstration of an Inhibitor

A. Response to factor VIIl infusion. One hour after the I“{“:',‘:
of cryoprecipitates (28 U VIII:C/kg) the value of \’ll.l: l
0.62 U/ml (Fig. 1) whilst, taking into account the patient Spahd,
volume, it should have been 0.92 U/ml. Moreover after 3"‘-‘
was no retarded increase of VIII:C as is typical in \:“’ Vb
apparent elevation of the VIII R: RCF level 3 h after infu"
not significant as it falls within the limits of precision of the ”'bilo‘

B. Tests for inhibition of factor VIII. Assay for an “‘1.' p
against VII1: C was carried out on the patient’s plasma P"‘ . 0
heated to 56°C for 30 min. It was initially slightly pOS‘”‘sts i
Bethesda unit) but was subsequently always negative. Tesh
inhibition of VIII R: Ag were also negative. Using the ¥~ 4
TERLONY method (23) no precipitating antibody was f"”"lﬂ.t
addition of a plasma sample from the patient to norl“.al f
did not reduce the VIII R: Ag level apart from the dilutio? iieh"
Tests for inhibition of VIII R : RCF proved positive. The P?
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Fig. 3 Elution diagram obtained by gel filtration of 2.5 miof ff.:ﬂu‘;
Fo... on a column (2.5 X 120 cm) containing AcA 34 ‘q”':, att
Tris (0.05 M) -~ HCl buffer pH 8.0 containing 0.5 M NaCl. 0
30 ml/h. .
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plasma incubated at 37°C with normal PRP i‘}h;z;,nio’»
Ristocetin platelet aggregation of this PRP. This 11 Fll'z
dependent on the amount of the patient's plasma adde

and on the incubation time (Fig. 2 B).
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3. Purification of the Inhibitor )
elhof:

i I
—

AU e ok e i e

By gel filtration of the patient’s serum (see¢ ™
obtained IGM in peak F 1 (Fig.3). This fractio? g
separated from peaks 2 and 3 which were pooled loa(ia“
fraction F2. The inhibitor effect on Ristocetin 383“5.0‘,
assayed in fractions F1 and F2. Fig. 4 gives the aggre8? P!
obtained without pre-incubation (A) and after 30. m oS
(B). In the absence of pre-incubation no Ristocetif "l
inhibition was observed in either F1 or F2. Howevel (o
incubation F2 exhibited a significant effect whilst F1 ¥ 4
activity. Thus fraction F2 contained the specific ",ioﬂ
dent™ inhibitor of Ristocetin aggregation, this fr3< (0
devoid of 1gM and containing, among other prote!™

IgA.
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Wy e Stigation of inhibitor activity after gel filtration: to 200 w of
3“’.(7( Were added 100 ul of buffer (B) or of fraction F1 (13.7 g/)
.(;)M). 100 pl of Ristocetin (R = 1.2 mg/ml) was added imme-
Or after 30 min incubation at 37° C (B).

In
P

g
’hru?f"mn of the IgG of fraction F2 was realized by batch
N on DEAE-Sephadex. The fraction eluted in the buffer
a ®d L and subsequent washing with 0.02 M sodium
?“ej,n ¢ buffer pH 6.5 gave the fraction L'. The remaining fixed
;thio“'ere eluted by 1 M NaCl and were the fraction
Mthns L and L’ only contained 1gG, fraction E containing
F‘,& $ :r Serum proteins remaining after the gel filtration step.
i u?m_pz.zres the action of fractions L, L' and E (concen-
‘n(,rm ¢ initial serum volume) on the Ristocetin aggregation
N 303 PRP. Fraction L had no anti-aggregating effect, even
\,-:"‘ionm-m pre-incubation. Fraction E seemed to cause a slight

Y In the aggregation, but the, effect did not increase
\Me: incubation. In fraction L', shown by immuno-elec-
t‘bitorfr 1o contain only 1gG, all the “time-dependent”
w fC_Ct previously demonstrated in the plasma was found.
Yy us Investigations did not establish whether or not the

Onoclonal.

| “iOn

N,
l\‘it 1:“ ¢ incidence of acquired vWD syndrome seems very low
B s\_nd""ly been described in about 20 patients.
\::'h &hr 'ome is often associated with auto-immune diseases
'\h 0, Onic lymphopathies: systemic lupus erythematosis : 4
- ho.,ﬂ,' 4. 13), Felty's syndrome: 1 case (7), malignant
.Ila 'Culopalhy: 3 cases (8, 9, 12) and **benign™ mono-
Aty r“f‘Palhy: 4 cases (5, 6, 11, 14). The other cases scem
jg'%;) inw"h. probably inercurrent events, for instance after -
"v"qh'[h A :,“UOn (2), in a patient with Ehlers-Danlos syndrome
\im, "abetic (10) or to be idiopathic (3). The association
Q{‘:I |ilc?atmacroglohulincmia has not been rcported in the
B op  3ture,
‘h:'lni;r:h‘ laboratory features are similar to those observed in
:'\,qi'?n;“ : YWD and are directly correlated with the deficiency
" :‘Ol’ VIil/von Willebrand (VIII/vWF): prolonged
N ‘.Nalcl.ct retention on glass and aggregation in the
Wy . 'f"‘““'"" perturbed, and simultancous low levels of
and VIII R: Ag. The pathogenesis of these abnor-

S min
X

L{30min}

L{0min)

*/. oggregation

[ X ol

Fig. 5 lnvestigation of inhibitor activity after purification by iot
exchange. Aggregation curves obtained on adding 100 ul of Ristoceti
(R: 1.2 mg/ml) 10 200 pl of normal PRP added of 100 u! of buffer (B) ¢
the different fractions obtained after separation on DEAE-Sephadex (1
L' and E). If the mixtures were preincubated 30 min at 37° C before tk
addition of Ristocetin the traces were superimposable except in the case ¢
L’ for which thow two curves obtained are shown.

malities has been much discussed. The recovery factor VIII whic
is poor in most of 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 with factor VII

vWF. Generally no inhibitory activity against factor VIII activiti¢
could be demonstrated but in some of the cases reported (11, 1!
it seems that the incubation time (2 min, 37° C) during the test {¢
inhibition of VIII R:RCF was too short to detect a wes
inhibitor. In the absence of circulating inhibitor the low level «
factor VIII could be due, according to some authors (12, 14, 25
1o an accelerated catabolism of this factor. This accelerate
clearance may have resulted from adsorption of large forms of
VIII/vWF onto lymphocytes of the patients described by Joi
(12) and Meyer (25) as this mechanism has been demonstrate
recently in a case of Waldenstrom's macroglobulinemia wit
VIII:C and VIII R: AG deficiencies. Immune complex form:
tion between monoclonal 1gG K and factor VIII in the ca:
reported by Zettervall and Nilsson (14) can also explain the fa
“in vivo"™ disappearance of all factor VIll-related activities. A
inhibitor which specifically prevents aggregation of norm
platelets by ristocetin was clearly demonstrated in the plasma of
paticnts and in the platelet eluates of a fourth (10). In two cases
is IgG in nature (8. 13) and in the third IgA (9).

In the case of our patient (with Waldenstrom's disease), tt
question was whether the antibody activity anti-VIIl R: RCF
carried by the monoclonal IgM present at high concentratio
since it is known that monoclonal IgM can possess antiboc
activity (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 ni
intervene, in-contrast, in- the *time-dependent” inhibitor effec
This specific inhibitory action was found in a fraction purified t
gel filtration and ion-exchange chromatography in which only Ig
was present. It is thus possibie 1o consider that the appearance «
vWD syndrome in our patient could be due to an auu
immunisation process electively directed against the VIIR: RC.
The cxistence of such an antibody of type 1gG in the course of tt
malign lymphopathy (which Waldenstrém's disease is), can t
cuassed with the abnormalities in immune function observed .
such discases, shown by the frequency of occurence of ant
ervthrocyte, anti-platelet and other auto-antibodies.
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Durant ces quinze derniéres années, plusieurs dizaines
°b$er‘vat1ons concernant des cas de maladie de Willebrand acqu1se ont
é“appor-'cees Afin de faire le point sur ce sujet, nous avons regroupe
NS 1e tableau XVIII (p.150-152)1a plupart des cas publiés, en essayant
Mettre en é&vidence les résultats biologiques, les circonstances d'ap-
al"‘t10n et les causes possibles des anomalies du FVIII/vWf. I1 apparait
e Plusieurs mécanismes ont &té &voqués afin d'expliquer la diminution
@ complexe : la présence d'un inhibiteur circulant, 1'absorption du
III/wa sur les lymphocytes ou au niveau de tumeurs, un catabolisme
nQmen‘ce du FVIIT/vWf. Ces mécanismes ne sont peut étre pas les seuls
“n:]aulse et, de p]us., ils peuvent agir certainement de fagon conjointe:_

a formation d'immun-complexes entre le F VIII/vWf et un inhibiteur

.‘Utf €ntrafner une augmentation de 1'@limination du F VIII/WWf. En fait,

d mzrme acquise de la maladie de vWD se révéle hétérogéne et complexe,

f&c;ns dans son é&tiologie, et ceci explique certainement que les &tudes

g UBes Jusqu'd présent n'aient pas apporté d'éléments prépondérants
le domaine de 1a connaissance de la physiopathologie du F VIII/VWf.

W

TABLEAU XVIII
\

PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DES DIFFERENTS CAS DE MALADIE DE

\ WILLEBRAND ACQUISE RAPPORTES DANS LA LITTERATURE BU
W F VIII/vHf e
I N Y Recherche .
ICATI0N (en U/ml) Circonstance d'un Etiologie fnvoquée
d'apparition
:\ VIIT : € | VIIIR : Aq [VIIIR : RCoO . inhibiteur
ly
Bk o
%@‘i 0,04 4 0,17 - - Lupus ant{VII1:Caneg| Phénoméne auto-imun
Ry,
ineXhnp
\@ 0,03 : Ingestion de |antiVIIl:C=neg Hypersensibilité
pesticide
Composant mono .
Q“‘.g ) 0,2 30,3 0.40 c,omp‘]’ d?SSESE- antivul.c-neg-“"."""._"“"".
N‘ 0,02 4 0,22 - Lupus Phénoméne auto-immun
P ] - L csemmencene seman o oo
Uhpon 0,074 2 | 0.08 Aucune
- o s assvcaco avacnn v eonenad
R;I.t 0,04 4 0,18 0,05 Aucune
In, Gammapathie
ha\ 0,05 3 0,20 0,04 béni antiVlll:C=neg Mécanisme humoral ou
TN antivilIR:Ag cellulaire
4 1965 Lambda - e neg
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TABLEAU XIII (sutve)

WILLEBRAND ACQUISE RAPPORTES DANS LA LITTERATURE '

/
MEYER et al. Gammapathie
1974 ( 683 0,10 ¢ 0,05 ¢0,05 bénigne
4 1gG Kappa
__/
LEONE et al Anomalie Syndrome
£~ de d .
1974 (684) 0.15 0.20 ['agrégation e antivill:Ceneg
* * 12 Felty
ristocétine /
r
0,14 § 0,25 [0,10 2 0,20 [0,13 & 0,15 | Vymphosarcome [ ant{VI11:Cs Prsence d'un inniditfi,
HANDIN et al. {0, ' ' , ' , ymp e TNE3l de type 196 pOuvanilfeﬁd
antiVIIIR:Ag ter la synthése ov
1976 (685) . ne nation du F v111/vf
antiVIIIR:RCo
®_pos 4
- Inhibiteur (1gA) $PE€
ou non,
WaUTIER et al.l g oo 10,103 0,20 | 0,06 3 0,1 | Leucsnte  [antivilIR:Rco | e
1976 (686) 1ymphofTde * pos - Association d'une o
chronique 1ie plaquettaire.
evf
Présence d'un 1anibit
STABLEFORTH différent de 1'ant!
et al, 0,015 0,10 Agregation antivl1l:C=pos v111:C
‘ il
1976 Diabdte sucré jantiVIIIR:RCOa
(687) riitocffine présent. dans
nulle 1'&luat des
plaquettes.
g
Anomalies associ“:t
ROSBOROUGH type plaquettaire
et al, 0,09 < 0,03 <0,03 Gammapathie [antiVIII:Csneg vasculaire
1978 (688) bénigne antiVIIIR:RCo
3 196 Xappa = neg
prtf
Fixation des formes i/
JOIST et al. po?ymér1sées du F Qeﬁ
0,45 0,19 0,12 | Lymphome  {antiVIII:Caneg|  vif sur les 1ymphoCl,lf
1978 (689) antiVIIIR:Ag Augmentation du €? W
pulmonaire s 7
- » « ne me des formes tr T/l
antiVIIIR:RCo | mérisees du F VIIG e |
=neg sous 1'influence o
. substance secré‘é:
1ymphocytgz;ffl::_;,/’/
. 1
it
Présence d'un inni®’
GAZENGEL et al) 0.08 - £0,0% {0,025 Lupus antivIll:Caneg de type IgG
1978 ( 690G antiVIIIR : Ag
= pos
antiVIIIR:RCo
= pos
¢
ZETTERVALL Lymphome malinfantiV1II:Caneg| ¢ 196 mnoc]ona‘:: ﬂﬂ,.
et NILSSON 0.36 0,25 0,26 | dvec composantiyneqyrpig ; ag| fixent au £ VIl
§ al e augmententent
1978 (689°) - 196 Kappa ° nes tion,
antiVilIR:RCu
a Mg
CLOUGH et al. 0.01 0,05 0,05 Syndrome de antiVlll:C=neq

1979 (690°)

Ehlers-Danlos

antiVIIIR : Ag
= neg

antiVITIR:RCo
lneg

L\




-]52-

TABLEAU XVHI (suive)

PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DES DIFFERENTS CAS DE MALADIE DE

WILLEBRAND ACQUISE RAPPORTES DANS LA LITTERATURE

[—
SCNNEIDER Agregation &{Lymphome malin JantiVill:C=pos] Présence d'un inhibiteur
o 1a ristocé- et possibilité d'adsorption
1\“' . ¥o. ¥ 020 Hiine mulle. antiVITIR : Ag| du F VIII/WWf sur les
ug ) = pos lymphocytes malins.
p
H2uto et 1. 0,06 . 0.47 Lupus et Phénoméne auto-immun,
1979 (€92 * Sygdrome de {antivIII:C=pos
Sjbgren
\
MEven et al. 0 0.06 €0.03 Ggm;napat:ie antiVIll:Ce=neg 2imi?uuon de 1a synthése
09 ' v bénigne . es formes trés polyméri-
99 (593 196 Kappa  |*"*IVIIIR 2 A8l gees qu F vir1/wuf,
9 Elimination accrue ou ad-
antiVIIIR:RCo | sorption de ces formes sur
— = neg les cellules Yymphoides.
K Gra
TH et al TelangiectasiefantiVIII:C = Inhibiteur de t
: ype 196 ne
1979 (694 0,06 < 0,04 < 0,08 faible précipitant pas le V?II R:
gastro-intesti~jantiVIIIR : Ag{ Ag mais pouvant induire une
nale. = pos augmentation de 1'&limina-
antiVIIIR:RCo | SO0 44 F VIII/wif,
= faible
Oyt
He Gammapathie fantiVIlI:Csneg{ Phénoméne auto-immun et
,tlt?ANN 0,17 0.09 <o, bénigne & antiVIIIR : A augmentation de 1'élimi-
e 196 Lambda * neg 9 nation du F VIII/vWf.
9
(695) antiVITIR:RCox
présent dans L
1a fraction
SN~—— IgM Li
Ty
Y . - . Adsorption du F VII1/vwf
lo2g % 0,08 0,10 m:rgglubiné ant:V:ii;‘c-n:g sur le: (ljymglahocy:es du
antiv : sang et de la rate.
Waldenstrim = neg 9
antivVI1IR:RCo
9:551 et al, \ Leucémie antiVIIl:Ceneq Adsorption d: Zormes
0 trés polymérisées du
(697) 0.27 0,50 0,32 ItricholeucocytesjantiVIIIR ¢ Ag F VI11/Wif sur les
. = neg tricholeucocytes.
antiVIIIR:RCo
¥ ® Neg
"y Inhibiteur de type 1gG.
lgagRIER et al 10 <03 Magrobuliné- {antiVI1l:C=neg p:é;omén: auto-{:mun?
I 0,27 0, , H':}; “t m |2NLIVITIR : Ag :
enstrim . neg
antivI1IR:RCo
w § . DOS
L Sprdrose oo sntVILL:Creg| L85 106 tonoctonles ¢
prolifératif . xent au Vet e
(698) 0,08 {0.1 < 0.1 probable. antiVIIIR : Ag fnduisent une éliminatio
Gammapathie = neg augmentie par le systéme
& 19G Kappa antiVI1IR:RCo réticulo-endothéliial,
N\ avec protéinuri» =
Ray.
%, SAUR
NI, & 0.20 0.18 0.12 Leucémie antiVII1:C=neq Les leucotytes indui-
) (© ’ ’ vl | eydlofde antiVIIIR ¢ Ag sent une augmentation
99) chronique * neg de 1'¢limination du
' F VIIL/wif
\ antiVI1IR:RCo | v
3(077 S
et 4
! =4!l. Tumeur antiviIl:Ce Excrétion diminuée du
™ o ) 0.18 €006 | (0,28 de 9 F VIIL/WNE des cellules
0 antivllIR : Ag endothéliales,
Wilson = neg Catabolisme augmenté,
i Pas de phénoméne immuno-
intiVIIll‘z'iRCo logique nf d'adsorption

du F VI11/vWf au niveau @
1a tumeur.
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ETUDE BIOCHIMIQUE DU F VIII/vHWr

Dans cette derniére partie, nous avons rassemblé d'abord
des articles consacrés & la purification du F VIII/vWf. Le but de ce trd-
vail &tait double, I1 avait un aspect appliqué car on nous avait confié
la mise au point d'une technique de préparation de fraction antihémophi1i‘
que A concentrée & usage thérapeutique. Il comportait également un aspect
fondamental puisqu'en visant & obtenir une préparation pure de F vit1/wifs
il constituait 1'étape préalable nécessaire & toute &tude biochimiqué
précise sur le complexe F VIII/vWf. Bien que nous ayons du tenir compt®
d'impératifs différents (p.17) pour atteindre ces deux objectifs, 1€°
expérimentations nous ont bien souvent été profitables dans les deux domai~
nes et c'est ainsi que, par exemple, nous utilisons, au laboratoire, commé
premiére étape de purification du F VIII/vWf, 1la techn1que mise au pO1nt
pour la préparation de concentré thérapeutique.

Nous avons fait figurer ensuite certains résultats acqui’
lors de 1'étude de la préparation pure de F VIII/vWf. A ce stade, 1€s
publications présentées sont essentiellement le reflet de la collaboratio”
entre notre laboratoire du Centre Régional de Transfusion Sanguine de
Lille (Professeur M. GOUDEMAND) et le laboratoire de Chimie Biologiavé

de 1'Université des Sciences et Techniques de Lille I (Professeur J. NONREU

0k
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L- CONTRIBUTION A L’ISOLEMENT ET A L’ETUDE DE‘LA MASSE MOLE-
WAIRE DU FACTEUR VIII HUMAIN

Cet article rend compte des possibilités d'enrichissement
% Complexe F VIII/vWf, & partir de plasma humain, en suivant la technique
We OWEN ‘et WAGNER (701) ont mise au point & partir de plasma de chien.
N Précipité obtenu aprés précipitation & froid de plasma concentré environ
fois est ensuite purifié par tamisage moléculaire; c'est la fraction
:bte"ue au Vo qui est enrichie en F VIII/vWf. Nous avons voulu, tout d'a-
d, verifier, par des contrdoles immunologiques sensibles, sa pureté
g 1'époque, la plupart des &tudes biochimiques sur le facteur VIII/VWf
* faisaient &tat que de critéres de pureté a nos yeux insuffisants
p?" exemple, 1'absence d'arc en immunoélectrophorése simple. Puis nous
¥ons soumise & une ultracentrifugation analytique, afin de contribuer
flaircir le probléme de la masse moléculaire du F VIII/VWf qui était
°bJEt de nombreuses controverses (p.20 & 25). Enfin, nous avons étudié
o Comportement en milieu de force ionique &levée afin de vérifier la
$ibilité de dissociation entre Tle HMW, dépourvu d'activité coagulante
r::i;SUppor't du VIII R:Ag et de 1'activité VIII R:RCo, et le LMW support

activité VIII:C (p.28).




- 155 -

CONTRIBUTION A L’ISOLEMENT
ET A L’ETUDE DE LA MASSE MOLECULAIRE

DU FACTEUR VIII HUMAIN

C. Mazurier !, A. PARQUET-GERNEZ ', M. GOUDEMAND '
et J. MONTREUIL ?

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-chimique et moléculaire des glucides libres et conjugués),
Université des Sciences et Techniques de Lille I, B. P. 36,
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RESUME. — La préparation & partir de plasma, les propriétés biologiques et les critéres de
pureté de fractions riches en facteur VIII humain sont décrites. L'homogénéité de cette fraction
qui contient I'activité coagulante VIII, I’ « antigéne VIII » et le « cofacteur Willebrand », a
permis d’entreprendre I'étude en ultra-centrifugation analytique S ;65.,'{‘:/"" = 20,5. Par ailleurs,
une fraction possédant une activité coagulante VIII supérieure & celle du plasma de
départ et ne contenant mi « antigéne VIII », ni « cofacteur Willebrand » a pu étre
mise en évidence aprés tamisage moléculaire en tampon de force lonique élevée. Sa masse
moléculaire, estimée par chromatographie de filtration sur gel de Sépharose, est voisine de
250 000 daltoos.

Mots-clés Medline : Facteur VIII * isolement et purification. — Facteur VIII * analyse, —
Poids moléculaire, — Humain.
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INTRODUCTION

D ts 1937, date A laquelle I'hémophilie a été attri-
buée par Patek et Taylor (18) 3 une anomalie
d’un facteur plasmatique, de nombreuses équipes
de chercheurs se sont attachées 3 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'a pré-
sent, il reste difficile d’estimer la pureté des différentes
préparations de facteur VIII qui ont été décrites,
car les seuls critéres appliqués par la plupart des
auteurs sont la mise en évidence d'une activité coa-
gulante factcur VIII, I'absence d'autres facteurs de
coagulation et la présence d'un seul urc de préci-
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2
pitation en immunoélectrophorese unidimensio““clllll
L'analyse des publications concernant le factev! "y
humain révélant une grande dispersion dans i
résultats qui ne permettait pas de bien déﬁ"'rous
propriétés physico-chimiques de ce composés
avons entrepris d'étudier les différents Pproc qul'
décrits dans la littérature en vue de retenir C““’cufs
fournirait rapidement les composés les plus ®
et les plus homogenes en ultracentrifugation, amgn‘
tique et en immunoélectrophorése uni- et b lhod‘
sionnelle. Notre choix s’est fixé sur la ﬂ‘,étc,l'
d'Owen et Wagner (16) proposée pour pu"ﬁ p
facteir VIl canin. Nous rapporions, dans i P o
mémoire, les ré&sultats préliminaires que nous ;olé'
obtenus, concernant ea particulier la massé
culaire « du complexe facteur VIII » (activité € _unilé
lante et activité antigénique) et de la SO“SC
« LMW » responsable de Pactivité coagulan®
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MATERIEL ET METHODES

P Préparation du facteur VIII,
l.y‘.?“hent d'un précipité riche en facteur VIII (précipité
B ) & 624 réalisé selon le procédé d'Owen et Wagner (16) @
u,,:l“"luon du plasma par dislyse contre du polyéthyléne
Yy

:0 000 (PEG « 20000) tamponné & pH 7.25 et refroidisse~

Sy

U plasma concentré, & 0°C pendant 30 mn.

Mitographie de tamisage moléculalre. Le précipité P-VIII

Ut dans un volume de tampon représentant 1/40 du
o' QU plagma de départ. I1 est purifié par chromatozraphie
ﬂéx 83ge moleculaire effectué & 4 4°C sur une colonne
't 4.0 cm) de Sepharose 6B & I'aide de tampon imidazole
by, NaCl 014 M de pH 6,5 (débit : 20 mi/h; volume des
tecuetllies : 3 ml), .

"!:1,&: détermination de I'activité coagulante VIl a éte
¢ Par la méthode en un temps de Souller (25),

'%,'t dosage du « cofacteur Willebrand = s été réalisé &
h).;‘.‘"" technique dérivée de la méthode de Welss et al
by, Mode opératoire est le sulvant ;
\t ,'""Nl des plaquettes lavées : 9 volumes de sang témoin
(cl““"l: sur { volume de solution anticosgulante d’aprés
Yo' ate de sodium : 448 p. 100, acide citrique : 2,75 p. 100,
:.:‘u ‘2 p. 100). Le plasma riche en plaquettes (FRP) est
gy |, Une centrifugation de 2 mn A 1800 rpm, 4 ml de
\‘) b déposés sur 0,5 ml d'une solution d'albumine bovine
\huu“ dans un tampon Tris « HCl 0,05 M de pH 74 et
\‘ '°“m' 10 mm A 3500 rpm. Les plaquettes ainsi concentrées
" les & 3 lavages en tampon Tyrode sans CaCl, avec
. tlon gur 0,5 ml d'albumine.
h‘“q‘lu“ par la ristocétine. Aprés avoir vériflé que les pla-
\ cun.“!s ne s'agrégent pas spontanément en présence de
\bl‘ﬂu. {nombre de lavages insuffisants ou vieillissement
},:‘tnu ttes), on effectue ley agrégations dans les conditions
YWy 4 100 ul de différentes dilutions de plasma témoln
-\q, m‘&olutwn A analyser, sont sjoutés 300 ul de la suspen-
4 "q“‘“u lavées (200 000/mm’), puls 100 ! d'une solu-
Yy, Socétine (concentration finale 123 wmg/ml),

\'Z;d.:!“ taux de «cofacteur Wilebrands. On trace uns
§ gy q“Onnnze en reportant la « vélocité d'agrégation s en
\f:"m: la dilution du plasma témoin correcteur. Le taux
\N::' bor 8¢ détermine en falsant ]la moyenne des valeurs
ay Ur trols dilutions de la préparation & doser en se
[l A la groite obtenue avec le plasma témoln.
L
4 ‘::"'ques immunologiques. :
‘Q’lrh x::fuma utillsés ont été préparés au laboratoire :
\ Vi Pin anti-sérum humain total, sérum de Lapin anti-
Y (%) Bumaln gelon 1a technique de Zimmermann et Rat-
\"lg;tu:"l immuno¢lectrophoréses unidimensionnelles ont
\“&w%'l Selon la technique de Scheidegger (21) et les
\:‘l“ (-,)‘mbhorun bldimensionnelles suivant le procédé de
b‘uo‘\lr des fractions préalablement soumises & une
| gy 03 sur des mombranes (UH 100 - Schleicher et
%‘q N’:":}dro & obtenir une concentration de 10 mg de

) (.)lm'n“nodmunlon quantitative & été réalisée selon
5) *t I''mmunodiffusion radiale simple sgelon Mancini

%
W
\i %“9' de protéines.

{ig) es one ¢té dostes par les techniques de Lowry
4 de Schatfner (20).

Uy, ey
Wu. °'Mrlfugalion analytique.

le oo 18 conatante de sédimentation s dté effectuée &
\ ly °°;°€ntrltlon de facteur VOI (1.5 mg/ml de tampon
,'h’“n 3 X = NaCl 0,14 M de pH 65) dans une ultracen-
EuhzﬁeglcoL modéle E, A la vnex;aide régime de 30,
“0

¢ se1°'|assguggﬁ3tt2g5.se mentation a éte
Sy -
M pas N du précipité riche en facteur VIIL.

RESULTATS

Q{;ﬁ? T de 200 g de plasma, nous obtenons un

k im(?'VIIII) qui, redissous dans S ml de

ty %3 ole, coniient 30 mg par ml de pro-

lgdy unités par ml d’activité coagulante VIII
¢ li€ au facteur VIIL _
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2) Propriétés biologiques de la fraction enrichie

en facteur VIIl.
La figure 1 représente le diagramme d'élution

obtenu aprés purification du précipité riche en
facteur VIII (P-VIII) sur colonne de Sépharose 6 B
en tampon de force jonique physiologique. Au
volume mort de la colonne (Vo) est recueillie une
fraction qui absorbe peu la lumiére ultraviolette’ et
dans laquelle on retrouve pratiquement toute I'acti-
vité coagulante facteur VIII du précipité P-VIIL Le
rendement total de cette méthode de préparation en
activité coagulante atteint 50 % aprés 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 I'agrégation par la ristocétine de plaquettes dz
sujets atteinty de maladie de Willebrand.

Sur chacune des solutions collectées au Vo, nous

avons déterminé (fig. 2), la densité optique A 280 nm,
la concentration en protéines, l'activité coagulante
facteur VIII et le taux d’ « antigéne lié au facteur
VIII ».

gzeo nm Vo U/mt

{
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o
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1
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Fig. 1. = Chromatographle sur Sépharose § B du précipité P-Viil
(156 mg de protéines), riche en facteur VIl (150 unités coagu.
lantes VIil), Colonne de 2,5 X 70 cm ; tampon Imidazole 0.02 M -
NaCl 0,14 M de pH 6,5 ; température ¢ + 4°C ; débit : 20 mi/h ;
volume des fractions recuelilles : 3 ml,

- (=) p. 100 de transmisslon (T) & 280 nm.
- (@-——@) actlvité coagulante Viil en unités/m! (U/ml).

DO| ¢ FVil+ '
280 nmlpg/mt ‘ : U/l
14100 10
l
we
50 S
o1 : ; oct 1
27 28 28 30 fractions

Fig. 2. — Propri¢tés de la fraction éluée su Vo de la colonne Ce

Séoharose § B,
@ — @) dco:'ll'l‘m:qu {D0) :'“m(a)u.
i) . sOnCe on proté c) on ng/ml,
g: activité coagulante facteur Vil ‘ on wnitée/ml,
%k——xn): taux ¢ «antigéne fecteur Vill» %
+) t toux de « selactour Wiliehrand » (une déterminstion],
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Fig. 3. = Analyse en électrophordse bidimensionnelle, contre un antisérum humain tolal de deux préparations (A et B) de fscteur il

4 la concentration de 10 mg/ml (le pic de précipitation du lacteur Vill est Indiqué par une fléche).

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 diftérentes est de 150 unités coagu-
lantes par mg dz protéine, cs qui correspond 3 un
enrichissement de 10000 fois.

3) Contréle immunologique de pureté.

Les résultats fournis différent profondément, d’une
part, avec le procédé d’'immuno-€lectrophorése utilisé
et, d’autre part, avec les préparations analysées. En
effet, I'immuno-€lectrophorése unidimensionnelle des
fractions F-VIII+ 3 10 mg de protéines par ml donne,
avec un antisérum humain total, un seul arc de
précipitation qui se situe dans la région des a,-globu-
lines. Néanmoins, ce résultat n’est pas obtenu avec
tous les antisérums humains. Au contraire, I'immuno-
€lectrophorése  bidimensionnelle, selon Laurell,
montre que les contaminants qui accompagnent le
facteur VIII varient en qualité et en quantité d'une
préparation A 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 fibrinogéne,
d’autres encore sont trés hétérogines et contiennent
jusqu'd une dizaine de constituants (fig. 3 B). Les
mémes résultats sont obtenus par la méthode de
Mancini qui précise toutefois que les quantités de
substances contaminantes sont toujours inférieures
2 10 % pour le fibrinogéne, & 5 % pour la sérum-
albumine et pour les IgG et & 2% pour les IgA,
les IgM et le plasminogéne. Ces résultats moatrent
donc que la composition des préparations de facteur
VIII est variable et doit &tre systématiquement sou-
mise & l'analyse immunoélectrophorétique bidimen-

sionnelle. Certaines, en effet, sont pures mais d'au“ef
le sont A environ 90 %, le taux maximal de <:0“"’t
mination restant toutefois inférieur 3 20 %. Il ‘§s
donc possible 3 présent d'isoler le facteur VIII, “‘3'3
il reste & perfectionner le procédé de mani¢r®
obtenir systématiquement des préparations PU &
L'entréprise est difficile car I'écart entre la mas
moléculaire du facteur VIII et celle des conts™
nants n’explique pas la présence de ceux-ci dans 8
¢« pic d'exclusion » des colonnes de Sépharosé 168
et il faut donc admettre qu'ils sont adsorbés SufuL
macromolécules qui constituent le facteur v

L'ultracentrifugation analytique confirme cette hyp”

these.

4) Ultracentrifugation analytique.

L'’ultracentrifugation d'une préparation de f?‘:“:f
VIII homogéne en immuno-électrophorése bidim
sionnelle (fig. 3 A) et renfermant 30 unités cO? of
lantes facteur VIII par ml a éié réalisée, Po,,
Iinstant, & une seule concentration. Elle montf®
présence d'un pic unique bien symétrique, in¢
dans une ligne de base qui ne révéle aucun 2% 5
pic qui serait le témoin de I'existence de comP o
présents dans les &chantillons dans une propor-.on
supfrieure & 3-5 %. La constante de sédimcﬂ““d,
est, pour une concentration de 1,5 mg/® 65
tampon imidazo’e 0,02 M-NaCl 0,14 M de pH ©

(S 13 mami ), g3 20,5,

fore*

e

5) Influence de ['augmentation de la
loniqus.
Le diagramme d'¢lution obtenu lorsque le pr
pité P-VIII isolé A partir de 200 g de plasm3
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a:mis & un tamisage moléculaire sur colonne de
y.ose 6B stabilisée en tampon 1 M en NaCl
*uiblement différent (fig. 4).

;mdffaction 1, recueillie au Vo de la colonne, ne

e Pratiquement pas d’activité coagulante, mais
'q,&g: lagrégation par la ristocétine de plaquettes
(N ¢ donne un arc de précipitation avec le sérum
bqeup‘“ anti-VIII humain. Son taux d' « antigéne
hé[; IIT » et de « cofacteur Willebrand » a donc
¢ déterminé (tableau I).

&kﬁkﬁvité coagulante VIII est retrouvée dans des
ong €luées plus tardivement, souvent répartie
4, Pusieurs tubes en fin de fraction 1I ou en

'ltu'v'd" fraction III. Le tableau I montre que
U pl:éé coagulante de ces fractions n'est pas liée
$

“‘Clab ence d'antigéne ou de cofacteur Willebrand
% llc Par les techniques que nous avons utilisées.
kqtéin"“ﬂant notre colonne par passage de plusieurs
\genees Pures de masse moléculaire connue (fibri-
‘%J“Cr' IEG. transferrine, albumine) nous pouvons
%lec“iaid'aprés leur volume d'exclusion, la masse

g I'e de ces fractions tardives & 225-250 000

) DISCUSSION

I:"hnique de préparation.

m:hm_ que nous avions fait de la méthode
;vélé ® Wagner en raison de sa simplicité s'est
%ren.satleaisant. En effet, ce procédé permet

Pe;' ;Vcc un rendement convenable, des frac-

Qturécs et riches, A la fois, en activité

\ T I U/ml

|%M\ * \ i
b3

h W'# 2
1

S—

._C& + [o]¢] - -0

\ ) 30 50 froctions

Y

:‘k " '°"llloguphlo sur Sépharose ¢ B du précipité P.vill,

\n u‘f""“f Viil. Coionne de 2,5 X 70 e¢m ; tampon Imida-
NGRS, ACl 1 M de pH 6,5 ; débit de 20 mi/h ; température ¢
[ Qu""ﬂ des fractlons recuelillen : 3 mi,

\

\
A
[ de transmission & 280 am.
\[:)\*.))j activiid coagulante ‘Plll en unités/ml (U/ml).
Tayy ' Jaux @' « antigéne facteur Vil », en unitéa/mi: Ag.
N de « cofacteur Willebrand » (deux déterminations) : w.
|

&

~—
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VIII, en « antigdne facteur VIII > et en « cofacteur
Willebrand ».

Les fractions F-VIII+ qui possédent 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
tres sensibles, varie suivant les préparations, entre
85 % et une pureté absolue.

Les performances de cette technique 3 partir de
plasma sont au moins égales i 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
déja enrichies en facteur VIII (cryoprécipités, frac-
tions AHG ou fractions IV Hyland).

2) Dissoclation entre antigéne et activité VIIl.

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 « HMW »
(High molecular weight) ne possédant plus d’activité
coagulante mais contenant I' ¢ antigéne VIII > et
le « cofacteur Willebrand » et, d'autre part, une
fraction de masse moléculaire bien inféricure
« LMW > (Low molecular weight) qui corrige la
coagulation d'un plasma d’hémophile A majeur
mais qui ne forme pas d'arc de précipitation avec
les anticorps de Lapin anti- ¢ complexe VIII »
humain.-

3) Etude de la masse moléculaire du facteur
Vil : .
VII‘I) Constante de sédimentation du « complexe facteur

», . !

La valeur de la constante de sédimentation
S* d’'une molécule permet, si on connait son volume
spécifique partiel et sa constante de diffusion, de
calculer sa masse moléculaire. Les déterminations
directes de la constante de sédimentation du facteur
VIII sont rares. Dés 1960, cependant, Shulman et
coll. (24) ont trouvé une valeur trés proche de la
ndtre (21S) pour un des 3 pics qu'ils obtenaient
aprés ultracentrifugation analytique de leur prépa-
tion de cofacteur plaquettaire de Beeuf. Plus tard,
Schmer 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-

Propriétés de 2 tractions collectées aprés chromatographle du précipité P-VIN, riche en facteur Yill, sur colonne de
sépharose ¢ B stablilaée en tampon 1 M en NaCl (lig. 4).

i

Voluume Estimation de la Actlvité Toux Taux de e cofactewr
d'exciusion masse moléculal coagulante Vil e d'antigéne Vill » Willebrand o
(on mi) {on Wmi) . (en Wmi) . {en Wmi)
[
X
" % > 1000 000 0.0 4 18
180 250 000 1,10 < 0,10 0
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génes en ultracentrifugation ou formant des agrégats
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 '2TYm = 20,5) mais il faut remarquer que cette
valeur n'est pas corrigée car nous avons déterminé
cette constante sur une préparation non concentrée,
sitt 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
¢« LMW > la sous-unité qui, dans Je < complexe
facteur VIII » est le support de l'activité coagulante
et que des auteurs (15, 19, 27, 31) ont caractérisée
par chromatographie de tamisage moléculaire ou par
ultraceatrifugation en milieu de force ionique élevée.

Plusieurs estimations de la masse moléculaire de
cette molécule ont déja é€té effectuées. Deés 1961,
Thélin et Wagner (27) ont observé que la constante
de sédimentation de la fraction du plasma de Beeuf
douée d'activité coagulante VIII variait avee la
force ionique du miiieu : 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
humain, ont fait la méme observation mais n’ont pas
précisé la valeur de la constante de sédimentation
du ¢ LMW > mis en évidence. Pour Weiss et
Kochwa (31), cette constante serait proche de celle
du fibrinogéne (7,9 S). Pour Rick et Hoyer (19),
elle se situerait entre le S du fibrinogéne et celui
de I'albumine et la masse moléculaire du « LMW »
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humain serait inférieure 3 200 000. Seuls Weiss &
coll. (32) ont, jusqu'a présent, publié les résul_lil‘s
de détermination de masse moléculaire des fmc:_tlo“s
<« LMW » qu'ils mettent en évidence 2 pariir
plasma humain soumis A un tamisage moléculaire sV
Bio-gel A, 1,5 M en tampon de force ionique éleve™
Ils constatent que les sous-unités actives qu!
obtiennent possédent des masses moléculaires jlaf’"
bles (194 000 A 544 000 daltons). Toutefols,
masse moléculaire des plus petites sous-unités
situe entre 169 000 et 194 000 daltons, valeur bi¢
supéricure A celles trouvées par Owen et Waght
(17) et par Cooper et coll. (1) pour le « LMV{';
du facteur VIII ds Chien. Comme ces dermi®
autsvrs, nous avons remarqué l'étalement du P!
d’activité ds faible massz moléculaire sur pluslc“e
tubzs collectés. Néanmoins, 'estimaticn ds la mé
moléculaire en fonction de leur volume d'exclusi?
moysn sur Sépharose 6 B permet dévaluer 2 225 0 p
250 000 daltons la masse moléculaire des fracuow
« LMW » possédant 100 % d'activité coaguld”
VIII.

CONCLUSION

L'application au plasma humain de la mélhcd‘
proposée par Owen et Wagner pour prépa“‘édé
facteur VIII canin permet d’obtenir, par un p}'o"
simple et rapide, des fractions trés enrichics
facteur VIII qui représentent un excellent mate |
pour entreprendre Yétude physico-chimique et st b
turale du facteur VIII dont nous avons rapp?
ici les résultats préliminaires.
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SUMMARY., ~- The anthors describe some propertics of highly-purified factoe VIII con-
centrates Isolated from buman plasma, The fraction containing « factor VIllcomplex »
(factor VIII procoagulant activity, factor VIII related antigen and von Willebrand fac.
tor) Is homogeneous by analyfical ultra-centrifugation and its sedimentation coefficient is

$ 13.momiz 20,5,
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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, le procédé de concentration adopté quis
contrairement 3 ce qui est annoncé dans le titre, permet ensuite d'isoler:
par tamisage moléculaire, non pas le F VIII, mais le complexe F VIII/VHf)
présente plusieurs avantages sur la cryoprécipitation généralement utitisée
(p.18) : sa facilité et sa rapidité d'exécution, son rendement et ¢
fait qu'il permet d'obtenir parfois une préparation finale, aprés tamisagé
moléculaire, qui parait pure quand elle est analysée en immunoé&lectrophoré’
se bidimensionnelle.

Cependant , cette technique présente plusieurs inconvé”
nients qui ont été la cause de la mise au point ultérieure d'autres prOC@
dés d'isolement que nous développerons ci-dessous (p.163 et p.184). Tout
d'abord, elle n'est pas reproductible et nous avons souligné dans la pub]?
cation que certaines préparations étaient contaminées par diverses protév
nes difficiles @ &liminer car sans doute adsorbées sur le complexe F vit/
VWf. Deuxiémement, elle est difficilement adaptable & une échelle plus
importante ; 1'étape de concentration du plasma par dialyse contre ¢
PEG n'est pas envisageable lorsqu'on traite des quantités supérieu"es
d quelques litres de plasma et des essais de concentration du plasma par
d'autres procédés, notamment 1'ultrafiltration, se sont soldés a 1'éP°q“

par des échecs.

- En ce qui concerne les résultats de 1‘u1tracentrifugati°rl
analytique, ils ne sont quefragmentaires car la constante de sédimentatim
n'a &été déterminée qu'd une seule concentration (1,5 mg/ml) ; néanmoin®’
la valeur obtenue (S = 20,5) se situe entre celles de HERSGOLD (702)et
LEGAZ (703) et al. (S = 16,3 et 23,7) qui ne précisent cependant pé\S]a
concentration de la préparation analysée. De plus, 1'obtention d'un pic
unique dans le systéme optique Schlieren permet d'exclure la prése"Ce
de contaminants, notamment de lipoprotéines qui, en flottant, donneraieﬁ
1'image d'un petit pic inversé. Cependant, bien que le pic soit bien syné
trique, on ne peut en déduire que la préparation soit iso-moléculair®
Aprés la publication de ces résultats préliminaires, nous avons pu comP]é
ter 1'étude en ultracentrifugation analytique par un calcul de So extraP"1
d partir des résultats obtenus avec trois concentrations différentes ¢¢

4
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FVIII/vwf . La valeur obtenue (So = 35 ) est alors & comparer avec .
“lles de BOUMA (704) et BOLHUIS (705) et al. qui sont respectivement
e 27 et 29 S. Maintenant qu'on connait la polydispersité et la variabilité
" formes du F VIII/wWf (p.22 & 24), 11 semble que les calculs de MM déri-
" de sa constante de sédimentation So (p.21) sont discutables car ils
‘ont fondés sur des hypothéses, concernant sa forme et ses propriétés -
hydr‘Odynamiques, qui n'ont pas été vérifiées.

- Enfin, nous avons confirmé la dissociation du F VIII/VWf
" deux entités moléculaires, 1'une support de 1'activité VIII:C, 1'autre
Uport de 1'activité VIII R:RCo, de masse moléculaire bien distinctes,
Par tamisage moléculaire en milieu de force ionique élevée. Les résultats
*cette expérimentation sont en accord avec les travaux de nombreux au-
turg (p.28) qui permettent de conclure que, au sein du complexe F VIII/VWf
i Molécules de F VIII et de F vWf sont associées par des liaisons de
¢ non convalent dont 1a nature n'est cependant pas encore précisée.
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II - ETUDE D'UN CONCENTRE THERAPEUTIQUE DE FACTEUR VIII/vHE
PREPARE EN CIRCUIT CLOS

Cet article présente, en quelque sorte, le bilan de 12
fraction thérapeutique concentrée en F VIII:C, préparée au C.R.T.S. de
Lille depuis 1979, en rapportant ses caractéristiques obtenues "in vitro'
et "in vivo", aprés injection & des malades hémophiles A ou vWD. Notre
travail avait consisté auparavant a@ mettre au point cette technique, 8
une &poque ol les centres de transfusion frangais ne préparaient pou'
ce type de malades que des cryoprécipités congelés ou lyophilisés contenant
environ 5 U/ml de F VIII:C. L'objectif &tait d'obtenir un concentré d'envi
ron 25 U/ml puisque c'était 13 le taux généralement annoncé par les £ rmes
commerciales é&trangéres qui proposaient donc des produits plus adaptés
au traitement & domicile des hémophiles et au traitement des hémophﬂeS
avec inhibiteur anti-VIII:C. Comme le cryoprécipité , notre matér‘id :
de départ, était préparé & 1'époque en circuit clos, nous avons esSaYé
de ne pas perdre cet avantage lors des &tapes ultérieures afin d'évite’ |
la filtration stérilisante finale qui nous occasionnait des pertes dé
rendement causées par des problémes de colmatage. Le deuxiéme aspect'
de ce travail, qui est le plus développé dans cet article, a consisté
d comparer notre production 3 celle des firmes commerciales.
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d’un concentré thérapeutique

de facteur VIIInNW{

préparé en circuit clos

par C. MAZURIER, J. MAILLARD, A. PARQUET-GERNEZ
et M. GOUDEMAND

Laboratoire d'Hémostase,
Centre de Transfusion Sanguine de LILLE

ES concentrés de Facteur antihémophilique A (F VIII) de haute

pureté définis par une activité coagulante (F VIII:C) supérieure

4 25 U/ml et une activité spécifique supérieure 3 1 U de F VIII:C/mg

de protéine répondent & un besoin thérapeutique chaque fois qu'il

est nécessaire de recourir 4 des doses trés 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 & partir de cryoprécipités, elles dérivent pour la plupart
de la méthode de NEwMAN [1] qui fait appel & des précipitations en
Présence de polyéthylene glycol. Les opérations se font en circuit
Ouvert sur des volumes importants de cryoprécipité de départ ; elles
sont complexes, nécessitent des filtrations successives dont une
filtration stérilisante finale. Le rendement en activité coagulante est
faibie (5 &4 15 p. 100) et les concentrés obtenus ne permettent pas
l¢ traitement des malades présentant un déficit en facteur Willebrand
car en cours de préparation, il y a une perte particlle des propricétés
Physiologiques du complexe F VI /facteur Willebrand (vWI).

e ————
Manuscrit rogu ke J0-10-1981,
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Nous avons mis au point pour notre part un procédé plus simple,
pouvant étre réalisé entierement en circuit clos, d'un rendement
satisfaisant et préservant au maximum les deux activités physiolo-
giques du complexe F VIII/vWf afin d'obtenir une fraction théra-
peutique efficace A l1a 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
contrdles effectués pour vérifier I'efficacité thérapeutique des con-
centrés obtenus.

MATERIEL ET METHODES

A. — Préparation des concentrés de F VIII/vWI

1. Préparation du cryoprécipité de départ par rassemblement,
en flacon de 20 ], des cryoprécipités unitaires (jusqu'd 1000 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 effectudes en flacon de verre de 500 ml.

1™ étape: élimination d'une partie du fibrinogéne par addition
de glycocolle 1.6 M & des aliquotes de 200 ml du cryoprécipité. Agita-
tion. Addition de 1.5 vol. de NaCl 0.15 M. Agitation. Centrifugation
de 15 min. 4 900 g et & 10°C, Extraction et rassemblement des surna-
geants avec filtration intermédiaire. Répartition du surnageant sous
des volumes de 350 ml. Congélation & — 35°C.

2+ étape: nouvelle cryoprécipitation par décongélation lente &
4°C, Centrifugation de 60 min. & 900 g et & 0°C, 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 %). Apreés dissolution & 37°C, rassemblement
des concentrés, filtration sur soie puis répartition sous un volume
de 20 m! en flacon de 50 ml. Congélation rotative. Lyophilisation.

B. — Contréle « in vitro » des concentrés de Facteur VIII
1. Solubilité.

La reconstitution se fait aprés avoir amené préalablement le pro-
duit lyophilisé et l'eau de reconstitution a température ambiante.
Le flacon est ensuite mis systématiquement au bain.marie & 37°C
pendant unc durée maximale de 10 mn en conformité avec l'article 42
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du J.0. 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 & 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 A la svite d’'une séance de travail entre
représentants de différents Centres de Transfusion frangais (Paris,
1977). Aprés lyophilisation, le F VIII:C des concentrés est contrdlé
également par la technique en 2 temps de Bices et al. [3], aprés
adsorption préalable par l'alumine du plasma 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 & 50 plasmas
citratés de donneurs, dont le taux de F VIII:C est déterminé par
rapport au deuxi¢éme standard de la WHO (73/552 = 1.1 U/ml). La
stabilité du F VIII:C de ce pool, conservé moins d'un mois & — 80°C,
est vérifiée chaque semaine par un dosage visd-vis du deuxiéme
plasma standard frangais (étalon 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 a 20.6 U/ml)
ont été standardisés lors d’'un travail collaboratif entre 5 Centres de
Transfusion européens (Amsterdam 1979, Springe 1980).

3. Taux d'antigéne lié au Facteur VI]I (F VIl R:Ag)..

Les dosages ont\ été effectués par la technique ELISA décrite
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 1" standard britannique (66/355 = 1.05 U/ml).

4. Taux de cofacteur de la Ristocétine (F VI1II R:RCo).

Nous avons utilis¢ en pratique courante la méthode semi-quanti-
tative de SULTAN et Rosst [5] et plus exceptionnellement la technique
par agrégométrie avec des plaquettes fraiches 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 4 1 U/ml.
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S. Electrophorése bidimensionnelle.

L'étude a été faite sur des échantillons de 10 ul 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 ol la gélose a 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 fibrinogéne ont été déterminés par mesure du temps
de coagulation en présence de thrombine [8], par pesée, ou encore
par immuno-diffusion radiale. Les taux de protéines sont déterminés
par la technique au Biuret sur auto-analyseur Abba 100..

Les taux d'anticoagulant anti-F VIII: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 aprés incubation d'l h & 22°C. Pour le titrage des anticorps
immuns, aprés neutralisation préalable des anticorps naturels par
contact (vol/vol) pendant 1 h 2 4°C avec de la substance de Witebski,
le titrage se fait par réaction de Coombs indirecte.

C. — Contrdles « in vivo » des concentrés de Facteur VIII

1. Chez les hémophiles.

Quinze hémophiles A majeurs, ne possédant pas d'inhibiteur du
F VIII:C ont requ des concentrés de Facteur VIII, préparés en
1980 ou 1981, & des doses variant entre 20 et 35 U/kg.

Un échantillon de sang est prélevé 1 h aprés l'injection, sur citrate
trisodique 0.13 M 4 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 prélevement sur le plasma obteni aprés centrifugation de 30 min.
4 3000 g et & 4°C, par 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 rccouvrée « in vivo » par le volume de
concentré injecté, la masse plasmatique en ml! des malades étant
évaluée A 50 fois leur poids en kg puisque dans la formule utilisée [10]
pour calculer le nombre d'unités de F VIII:C (d) 3 injecter & un
hémophile : d=kuwi, la constante k est égale A 50, w étant le poids
¢n kg du malade et i I'augmentation désirée 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 base de l'épreuve «in vivo s sur celui
déterminé «in vitroo.
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La demi-vie du facteur VII1:C de nos concentrés a pu étre déter-
minée & 5 occasions lorsque des prélévements de sang ont pu étre
effectués plus de 8 h aprés l'injection. Les plasmas citratés corres-
pondant A des intervalles de temps de 1, 4, 8, 12, 24 et 48 h aprés
injection sont alors congelés dans les 2 heures suivant le prélévement
et les taux de F VIII:C déterminés dans la méme série de dosage.
La demi-vie du facteur VIII:C est calculée graphiquement A partir
de la droite obtenue lorsque I'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 I nous avons eu
la possibilité de faire des contréles de temps de saignement et parfois,
de taux de F VIII:C, F VIII R:Ag et F VIII R:RCo aprés injection
de nos concentrés.

TasLEAv |

Principales caractéristiques biologiques des patients
atteints de maladie de Willebrand explorés
avant injection des concentrés CRTS-Lille.

s F VIII:.C VIII R:A Co
de saignement I: F R:Ag|F VIII R:R
PATIENTS A
min. U/ml U/ml u
(Duke)  (Ivy) /m /m /ml
BE civeeeeniens > 10 > 30 0.02 0.01 < 0.05
KD. ...ce0ee 4\ > 2 0.08 021 0.13
DL ..ceverenee 8 -— 0.08 0.03 0.05
Valeurs '
normales ,...| < 4 < 10 > 05 > 05 > 0S5

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, Sanqunsan, aTherapeunc Corpo-
ration). '

RESULTATS

A. — Préparation des concentrés

Le tableau II reproduit un exemple typique des résultats obtenus
au cours des différentes érapes de préparation, en les ramenant 4 16
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poches de 400 ml de sang au départ. On sait qu’une partie de I'activité
F VIII:C est inévitablement perdue lors de la premiére 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 interfére dans le dosage du F VIIL:C et, en fait, peu
de F VIIL:C est retrouvé dans le précipité. La cryoprécipitation du
_ F VIII:C dans la deuxiéme étape est trés satisfaisante mais le lavage

TasLEau I

Exemple de valeurs obtenues lors de la préparation de concentrés de facteur VIII
(ramenédes & un volume de 2 litres de plasma de départ).

Volume en ml F I}I/LI‘{:C Fnbn:/z;géne
Plasma .....ccoeveeceennn 2000 0.8 3
Cryoprécipité ............ 160 6.7 6
Surnageant 1™ étape .... 400 > 16" 0.6
Précipité 2» étape ........ 10 43 10
Concentré aprds lyophili-
SAtION ..viervncneacsnans 10 35S 10

* Ce taux est sous-évalué étant donnée l'interférence du glycocolle 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 annoncé pour
le produit délivré montre que le rendement de 22 préparations succes-
sives effectuées a partir de 472 4 1398 poches (760 en moyenne)
varie entre 133 et 222 p. 100 (165 p. 100 en moyenne).

B. — Etude « in vitro » des concentrés
1. Concentrés C.R.T.S. Lille.

Dans les conditions précisées ci-dessus, la dissolution & 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 I'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 techniquc en 2 temps : 14/22 lots ont une




Tasteay 111
Etude « in vitro» de 2 lots de concentrés de Facteur VIII (CRTS-Lille).

F VIII:C (U/ml)

Fibrinogéne (g/1)

Titre d'anticorps

Activité
Pro- el U FVIII:C/mg
Eii téines | ) s}_fé“;'lfl';“(’:elm fibrinogéne naturels immuns
vette| 1 tPS 2 tps] (g/1) protéin'es) & coag. | pesée| IDR cdagulable
Q Anti-A | anti-B |Anti-A | anti-B
Valeurs . 23 13.7 1.00 6 6 5 1.79 0
A A Y A A A E Y A A A Y
extrémes 57 | 52 | 397 1.82 .20 2 18 48 16 16
Moyennes ..| 29.75 | 355 3066 24 129 9.84 125 1.9 3.02 4 4 2 4
. A
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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 IlI. Les taux des protéines variant
entre 13.7 et 39.7 g/l correspondent a une activité spécifique
moyenne de 129 U F VIII:C/mg de protéines avec des valeurs
comprises, selon les lots, entre 1.00 et 1.82. Les taux de fibrinogéne
coagulable sont compris entre 6 et 20 g/l (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/l). Les rapports F VIII:C/
fibrinogéne calculés sur la base du fibrinogéne coagulable varient
de 1.79 A 48 U F VIII:C/mg de fibrinogéne 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 & des rapports F VIII:C/F VIII R:Ag
compris entre 0.176 et 0.490 (mcyenne 0.303). La présence de formes

+
Au+ . B

N
/\ ¢/

F1c. 1. = Etude en électrophorése bidimensionnelle d’un toncentré de
facteur VIII CRTS-Lille (A) et d'un concentré de facteur VIII
commercial (B).

trés polymérisées de facteur VIII, support de l'activité Willebrand
a été recherchée par électrophorése bidimensionnelle. La figure 1A
illustre le fait que nos concentrés ont une mobilité électrophorétique
faible, la distance entre le dépot et le haut de pic (d) est en moyenne
de 20 mm (19 & 25 mm) et donne un Rf par rapport & l'albumine
voisin 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. & 20 mm) par rapport 4 la surface totale du pic, il varie
entre 34 et 60 p. 100 avec une valeur moyenne de 45 p. 100,

Le taux de F VIII R:RCo déterminé par unc technique semi-
quantitative sur les 22 lots donne 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 4 partir de
plasma de donneurs de groupe A, les titres d’anti-A varient entre 2
et 8, les titres d'anti-B de 0 & 16 (Tabl. I1I).

Afin de contrdler nos résultats, nous avons soumis un lot de notre
production 4 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 contrbles sont reportées dans le tableau IV. La
moyenne des valeurs de F VIII:C trouvées 2 Lille (29.]1 U/ml) est trés
proche de la moyenne (26. U/ml) de '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 394 U F

TaBLEAU IV

Etude comparative par 71 laboratoires de contréle différents
d'un lot de concentré de Facteur VIII (CRTS-Lille).

Valeurs
extrémes des 6 t\::::/i: Valeur
autres A Lill moyenne (*)
\ laboratoires e
Méthode 25.1
standardisée A 2 22 @
1 temps 293
Méthode 271
F viII:C habituelle a 30 28.7 (4)
(U/ml) en 1 temps 30
29
Méthode
en 2 temps 2?_3 B3 #
Protéines (g/1) 96 2 16 14 134 (4)
Fibrinogéne (g/1)* S 4 715 7 ] 61(6)
A . U/mg protéines 1.73 & 2.80 2.08 2.14 (4)
clivité spécifi- U/mg fibrino- ]
Que du F VIIL:Cloane “coagulable]  2.12 4 5.42 416 3.94 (6)

(*; Le nombre de résultats pris en ccmpte pour calculer la moyenne ezt notd . .

entre parenthlses, .
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VIII:C/mg de fibrinogéne, ce qui est également voisin des valeurs
calculées A 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'activit¢ F VIII:C annoncée par le fabricant varie entre 25 et
43.6 U/m), nos résultats sont proches de ces valeurs pour la plupart
des lots (écart inférieur & 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 & 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 extrémes de 0.57 et
2.61. Les rapports F VIII:C/mg de fibrinogéne 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 020 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'électrophorése 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 & 20 mm ont été calculés, ils varient
de 2 A 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 2 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 (Tabdl. V).

C. — Controéles « In 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 aprés 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
862 %). Il apparait ainsi que certains concentrés sont surévalués
par la technique en 1 temps alors que la technique en 2 temps donne
des résultats assurant une récupération « in vivo » supérieure & 60 %

dans 92 p. 100 des cas. s




TasLeay V

Etude «in vitro» de 9 lots de concentrés de Facteur VIII provenant de 8 firmes commerciales différentes.

. . Titres
- Fibrinogéne A
: F VIII:C (U/ml) Act. spéci | d'anticorps
Solubilité . fique (s/D) UF ‘.’“.I‘C/ naturels
Lots A 37°C Protéines mg fibrino-
(g/hH (U F VIII:C/ géne coagul.
fabricant ll.i:lpes zu:r: mg protéines)| coag. | pesée | LD.R. anti-A anti-B
(min) 1tps 2 tps 1tps 2tps
A <S5 327 34 — 43 079 — |152°| 2 | % {2 — | & 16
B <10 363 k! ) 2425 13 261 186 95 93 128 358 255 — —
C < 10 30 - T3t 21 24 129 088 10 8 11.8 kN | 21 — -_—
D <5 L8 ) — 295 23 — 128 6 105 | 16 — 492 | 16 16
E < 10 25 285 . 0 35 081 0386 8 119 204 36 315| 0 8
F S 257 36 — k1) 109 — 53 9.6 12 679 — 16 8
G |*incompléte 416 615 61 65 . 104 094 205 26 39 329 297 A 16
H < 10 S0 70 528 85 082 062 36 37 40 194 146 2 16
1 < 10 25 27 2 47 057 068 16.5 23 209 164 194 16 8
Moyenne ........... 32,95 41 35.75 4 112 1.02 14.1 17 1 3 37 281 30 13
/l'\
_ . 3
(*) Particules persistant aprés 10 min. A 37°C. mC
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La figure 2 représente les valeurs de F VIII:C obtenues a des
intervalles de temps variant entre 1 h et 48 h aprés l'injection d'un
de nos lots de concentrés 3 un hémophile A majeur. La demi-vie a
pu &tre ainsi calculée pour 5 lots différents de concentrés. La demi-
vie moyenne est de 11.8 h, les résultats se situant entre § h et 15 h,
mais il est 2 noter que cette étude n'a pu étre effectuée qu'au cours
d'épisodes hémorragiques nécessitant I'hospitalisation des malades.

. &

Facteuwr VIEC (U/d)

=

1/2vie 130

[ Y e
[
P ! i Temps aprés I° injection(h)
Fi1c. 2. — Courbe de survie du F VIII:C chez un hémophile A majeur
ayant recu un concentré CRTS-Lille & la dose de 30 U F VIII:.C/kg.
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 aprés injection. Les résultats sont de 37.6 et de 46 U/ml,
ce qui correspond respectivement 3 une récupération de 107 et 109 %
du taux de F VIII R:RCo déterminé «in vitros par agrégométrie
avec plaquettes fraiches lavées. Les valeurs des diverses activités liées
au facteur VIII chez un des malades (B.F.) avant, 1 h et 20 h aprés
injection de concentrés sont reportées dans la figure 3.

D. — Efficacité thérapeutique
1. Chez les malades présentant un déficit en F VIII: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'arréter ou 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 A 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-

H
100
g TS >10mn
5 lISsSanO
X
$04
: s F viu:c
\QF Vill R:ACo
f F Vil R:Ag
104
1" 10 22
i

Temps aprés {' injection (h)

F1c. 3. — Résultats des diverses activités liées au facteur VIII chez un
malade présentant un vWD sévére, avant et aprés 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-
phéreses 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 compléte'de I'anticoagulant et I'apparition d’activité coagu-
lante F VIII:C. ]

T 2 100
$T
- 1

\ 3
i £
N E
n o0d; »”5
3 A
g g
'] N
!' . Lo
.!«u.,s_..r' L S - L <1

s je EXER f Hewres

AWKy 333WKg  167U/Kg 16TU/Kg  167U/Kg

Fi1c. 4. — Titre dc¢ l'anticoagulant anti-VIII C et taux de F VIIIC au
cours du traitement, pour un hématome du psoas, d'un hémophile
avec inhibiteur: 1~ injection de 25000 U de F VIII:C, 2 de 20000 U
puis 10000 U toutes les § h pendant 4 jours.
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2. Chez les malades présentant un déficit en F VIII R:RCo

Outre le fait quc ces concentrés sont utilisés avec satisfaction par
plusieurs malades se traitant & domicile, nous avons pu observer,
chez un malade (K.D.) présentant des gingivorragies persistantes
depuis 48 h, l'arrét définitif de 1’hémorragie 10 mn aprés injection
de 34 U F VIII R:RCo/Kg mais le temps de saignement effectué par
la technique d'Ivy 1 h apres linjection, bien que nettement diminué
quantitativement, restait supérieur 4 20 mn. L’hémorragie au niveau
d’'une amygdale d'un deuxi¢me malade (D.L.) s'est également arrétée
aprés 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 étre effectué que
15 mn aprés injection, étant corrigé & 3 min. 30. Enfin chez un
troisi¢me patient (B.F.) le temps de saignement par la technique de
Duke, habituellement supérieur & 10 mn, était encore corrigé (2 mn 30)
1 h aprés injection de 16 U/kg de F VIIL:C et de 35 U/kg de F
VIII R:RCo (Fig. 3).

DISCUSSION

Les critéres de qualité exigés pour les concentrés thérapeutiques
de Facteur VIII sont nombreux, 1'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:C/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'étre efficaces chez les patients
atteints de maladie de Willebrand.

En ce qui concerne le taux de F VIII:C de nos concentrés, il se
situe entre 25 et 40 U/ml, valeurs au moins égales A celle requise
par les normes frangaises (25 U/ml £ 20 %). 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 taux
de protéines trés élevé qui retentit sur leur activité spécifique.
Néanmoins les difficultés de dosage sont certaines étant donné notam-
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 & vérifier nos résultats, d’'une part en les comparant
4 ceux de 6 autres laboratoires de contréle dc divers Centres d¢
Transfusion curopéens confrontés au méme probléme, d'autre part
en effectuant un contrdle «in vivo ». Ce dernicr contréle est destiné,
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non pas 2 établir les taux exacts de F VIII:C de chacun de nos lots,
.- mais a déterminer, en cas de discordances dans les dosages effectués
« in vitro », laquelle des tecliniques en 1 ou 2 temps, doit servir de
base A4 l'étiquetage, pour que l'activité annoncée soit recouvrée, de
facon 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 A 50 fois son poids en kg puisque c'est une formule fréquem-
ment utilisée pour fixer la quantité d'unités de F VIII:C A injecter.
Les taux de F VIII:C ainsi estimés sur la base des prélévements
effectués chez des hémophiles A majeurs 1 h aprés injection varient
entre 18.6 et 33.1 U/ml. Les pourcentages de récupération calculés
A 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
méme Jot peut donner des résultats différents d’'un hémophile 2
'autre [14]), sont en moyenne de 80 p. 100. Ce résultat est comparable
4 ceux publiés dans la littérature [14, 15] ainsi qu'a ceux de
OVER [16] qui a étudié la récupération de la radioactivité aprés injec-
tion de Facteur VIII marqué a 1"?*], De méme, la demi-vie de l'acti-
vité F VIII:C (moyenne : 11.8 h) est semblable & 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 a 1, limite inférieure préconisée pour définir un concentré
de haute pureté [17]. 1l est A noter que, parmi les concentrés commer-
ciaux que nous avons contrdlés, seuls les lots des formes B, C et D
satisfont a ce critére. Le taux de fibrinogéne persistant dans les divers
concentrés apparait plus élevé lorsqu'il est déterminé par IDR ou
par pesée plutét que sur la base du temps de thrombine. Ceci peut
s’expliquer d’une part parce qu'une partie du fibrinogéne étant déna-
turée celui-ci coagule moins vite et, d’'autre part, parce que le caillot
formé est alourdi par la présence de fibronectine & un taux élevé
dans la plupart de ces préparations. Le taux de fibrinogéne coagu-
lable de nos concentrés et les rapports F VIII:C/fibrinogéne qu'on
en déduit, bien que variables, se situent dans les limites, d'ailleurs
trés 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 4 température ambiante, mais comparable A celle de la
majorité (5/9) des concentrés étudiés qui nécessitent un séjour de
10 min. au bain-marie & 37¢C.

Les taux d'anticorps anti-A et anti-B de tous nos lots se situent
en degh du titre limite de 32 fixé par les normes frangaises. Les
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taux d'anticorps naturels sont inféricurs & ceux de la plupart des
concentrés commerciaux étudiés, et nous n'avons constaté aucun
probleme d’hémolyse aprés injection de doses parfois tres élevées
de notre produit (jusqu'a S0000 U/j chez un hémophile de groupe
sanguin A ayant un inhibiteur).

En ce qui concerne le rapport F VIII:C/F VIII R:Ag qui est d'au
tant plus élevé que l'activité coagulante du complexe F VIII/vW( est
mieux préservée [18], nous obtenons 1A aussi des valeurs voisines de
celles des concentrés commerciaux.

Par contre, l'activité Willebrand est beaucoup mieux préservée
dans nos préparations. En effet, celles<i 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 moyenné
de 65 U/ml. De plus, ALLAIN et al. [15] avaient déja noté que parmi
les concentrés de pureté intermédiaire ou de haute pureté, seul notre
produit donnait en agrégométrie des droites paralleles A 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 3
35 U/ml. Ces taux obtenus «in vitros ont été vérifiés & 2 occasions
« in vivo », ainsi que le préconisent Mc CuE et al. [19], par compa-
raison avec les taux de F VIII R:RCo obtenus chez des patients
atteints de maladie de Willebrand 1 h aprés 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 électrophorese
bidimensionnelle, une grande proportion de molécules hautement
polymérisées nécessaires & l'activité Willebrand [21-22]. Nous pen-
sons que, contrairement 2 certaines techniques de préparation [1]
faisant intervenir une étape de précipitation au PEG qui, en méme
temps que le fibrinogéne, élimine les formes trés polymérisées du
F VIII/vWIf, notre technique qui fait appel & une 2¢ cryoprécipitation
du F VIII:.vWf favorise l'enrichissement du concentré en formes
trés polymérisées tout comme la 17 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 I'apparition de substances pyrogé
niques, d'autre part, la nécessité d'une filtration stérile finale A 1'ori-
gine d’une diminution supplémentaire du rendement est adaptable
au traitcment journalier dc plusicurs centaines d’unités de plasma
frais congelé. L'ensemble des contréles effectuéds 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 mémes 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'étre
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 concentrés
de Facteur VIII a été mis au point. Il est fondé sur I'élimination
d'une partie du fibrinogéne des cryoprécipités par précipitation au
glycocolle et sur I'enrichissement en Facteur VIII par une deuxiéme
cryoprécipitation permettant d'obtenir un taux de Facteur VIII coagu-
lant supérieur a4 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 fibrinogene, activité spécifi-
que, taux d'anticorps anti-A et anti-B...) se situent dans les limites
des résultats trouvés pour divers concentrés commerciaux que nous
avons contrélés A titre comparatif. En outre, nos concentrés ont la
particularité d'étre enrichis & la fois en Facteur VIII coagulant
(F VIII:C) et en facteur Willebrand (F VIII:vWf) et une étude «in
vivo » a montré qu'ils sont efficaces pour traiter, non seulement les
hémophiles A, mais également les patients atteints de maladie de
Willebrand. :

A 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.). Several 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 characteristics of our concentrate are within
the range of specifications of other commercially available high-
purity F VIII concentrate : F VIII:C activity (CRTS Lille concentrate:
2540 U/ml.; other concentrates: 25-50 U/ml) solubility, specific acti-
. vity (CRTS Lille concentrate: 1.0-1.82 U F VIII:C/mg protein and 1.79-

4.8 U F VIIL:C/mg clotiable protcins; other concentrates: 0.53-2.79

* - & - R B X
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U F VIII:C/mg protein and 1.394.84 U F VIII:C/mg clottable proteins),
isoagglutinin titers (CRTS Lille concentrate: 2-8 anti-A, 0-16 anti-B;
other 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. « In vivo»
study and clinical efficacy in vWd patients confirm these results and

show that our concentrate is appropriate for the treatment of patients
with F VIII:C or F VIII R:RCo deficiency.
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Le bilan de notre production montre que le procédé qué
nous avons mis au point 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
préparations thérapeutiques que nous avons pu étudier, parmi les produits
dits de "haute pureté" car ayant une activité spécifique (U F VIII:C/md
de protéines) supérieure 3 1. Les autres caractéristiques de notre concen”
tré, et particuliérement son taux d'anticorps anti-A et anti-B, sont satis’
faisantes et i1 est donc tout & fait valable pour traiter les hémophiles:
Les expérimentations réalisées "in vitro" et "in vivo" ont montré, ©f
outre, que notre préparation a la particularité d'&tre riche en F vhfs
encore doué d'activité VIII R:vWf, et d'étre tout 3 fait adaptée au traité’
ment de patients atteints de vWD, contrairement aux concentrés préparés
par d'autres méthodes. )
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Ul - ETUDE DE L'ANTIGENE LIE AU FACTEUR VIII (F VIII R:Ae)-
MRIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE D’AFFINITE

Devant les difficultés rencontrées pour appliquer Tle

Motocole dacrit précedemment (p.155 & 160) & des grandes quantités de
DlaSma et grédce aux travaux effectués pour mettre au point une préparation
% concentrés thérapeutiques de F VIII (p.164) nous avons, vers 1978,
%cide d'utiliser 1le procédé suivant pour obtenir des fractions (S- VIII)
"richies en F VIII/WWF : le cryoprécipité (obtenu & partir de plasma
Prais congelé & -35°C et décongelé & une température inférieure 3 7°C)
st débarassé d'une partie de son fibrinogéne par addition de 12 p.100
f 9lycocolle ; aprés centrifugation, le surnageant est congelé & -35°C
uig décongelé & température inférieure a 7°C ; le F VIII/vWf reste insolu-
® durant cette 2éme étape de cryoprécipitation et est récupéré par cen-
tl""fugatz‘ion. Ce procédé, complété par une étape de tamisage moléculaire
e Biogel A-50M, permet d'obtenir une fraction trés purifide en F VIII/VWf
° - vIII) qui, bien qu'elle satisfasse en général a tous les critéres
“Purets mis au point précédemment (p.155), n'induit cependant pas unique-
Mt des anticorps monospécifiques lorsqu'elle est injectée au lapin.
Utre but étant alors d'avoir une préparation pure afin d'en déterminer,
Vg aucun risque d'erreur du & la présence de traces de contaminants,
a‘3°mposit1on chimique, nous nous sommesorientés vers la chromatographie
: af'ﬁmte Etant donné que nos études biochimiques étaient un préalable
U Studes ultérieures permettant d'élucider les relations structure-acti-
.tte du F VIII/vWf, nous avons choisi, non pas de fixer ces molécules
Qi aurait pu entrainer des risques de dénaturation ou de dissociation

'S de leur élution, mais de fixer leurs contaminants. Comme nous n'étions

fr: S.ﬁr‘ d'avoir identifié tous les contaminants du F VIII/vWf dans la
dir:tIOn Vo - VIII nous avons décidé de préparer un antisérum hétérologue
! 9€ contre toutes les protéines plasmatiques, mais ne contenant pas

tant"corps anti-VIII R:Ag, en utilisant le plasma d'un malade vWD sévére,
" matériel immunisant. N
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BIOCHIMIE. — Eiude de l'antigéne li¢ au facteur VIII (F VIII R : Ag). Purification
par chromatographie d‘immuno-affinité. Note (*) de Claudine Mazurier, Armelle Parquet-
Gernez, Bruno Samor, Maurice Goudemand et Jean Montreuil, présentée par Jean Bernard.

La chromatographie d'affinité sur 1mmunoglobulmcs de Lapin immunisé avec un plasma de malade
dépourvu de VIII R : Ag permet d'éliminer de préparations enrichies en facteur VIII les derniers contami-
nants. L'activité biologique et les critéres de pureté du facteur VIII R : Ag ainsi préparé sont présentés.

Immuno-affinity chromatography on immunoglobulins from a rabbit immunised with the plasma of a patient
devoid of factor VIII R : Ag allows the elimination of certain contaminants from preparations already enriched

in factor VIIl. The biological activity and criteria of purity of the factor VIII R : Ag preparation obiained
are presented.

INTRODUCTION. — Depuis plusieurs années déja I'étude physicochimique du facteur VIII
est I'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 la
molécule sont discordants ([1]-{6]).

Ces divergences peuvent étre dues 3 la présence de contaminants car la pureté des prépa-
rations a €té plus ou moins contrdlée par les auteurs. Clest pourquoi nous avons entrepris
de préparer une petite quantité de facteur VIII trés pur afin d'en étudier ensuite les principaux
caractéres physicochimiques et de les comparer aux résultats décrits jusqu'a présent. Comme
on ignore encore si I'activité Willebrand (VIII : vWF) et Factivité coagulante du facteur VIII
(VIII : C), cette derniére étant trés labile, sont portées par une molécule unique, nous nous
sommes attachés 3 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 €té complétés par une étape ultime de
purification par chromatographie d'affinité sur immuno-absorbant.

MATERIEL ET METHODES. — Purification du facteur VIII. — Dans une premiére étape,
du glycocolle, & la concentration finale de 129, est ajouté sous agitation, & température
ambiante, 4 des cryoprécipités lyophilisés et remis en solution dans de I'eau distillée. Aprés
40 mn de centrifugation 4 1 500 x g et 4 + 18°C, le surnageant est recueilli et congelé 2 —80°C.
Aprés décongélation lente de 36 h & +4°C, la partie insoluble (fraction S-VIII) est récupérée
par une centrifugation de 40mn a 1500x g et & 0°C.

Le précipité S-VIII, dissous dans un tampon imidazole 0,02 M/NaCl 0,14 M dc
pH 7,0 (IBS) est purifié par tamisage moléculaire sur une colonne (2,6x 70 cm) de
Biogel A-50 M (50-100 « mesh ») & température ambiante, en tampon 1BS avec un débit
de 30 ml/h (fractions de S ml). Les fractions recueillies & I'exclusion contiennent le facteur VII1
(fraction V,-VIII). La derniére étape de purification est réalisée grice & I'immuno-absorption
des contaminants par une chromatographie sur une colonne de 180 ml de « Sepharose 4-B »
couplé par la méthode de Cuatrecasas [7] 4 1,8 g d'immunoglobulines d'un sérum de
Lapin immunisé avec toutes les protéines plasmatiques humaines, & I'exception du V111 R : Ag,
dans les conditions opératoires décrites dans la figure 1. Ce sérum est préparé en injectant
d un Lapin le plasma d'un malade atteint de maladie de Willebrand sévére (taux plasmatique
de VIIIR : Ag inféricur 4 7,5.107? U/mi) débarrassé de toute trace de VIII R : Ag par
incubation préalable avec un sérum de Lapin monospéeifique du facteur VIII humain.
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Méthodes 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 I'antigéne-facteur VIII (VIII R : Ag) a été
réalisée par la technique immuno-enzymatique (E.L.LS.A) décrite précedemment [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 V,-VIII. Le cofacteur
Willebrand (VIII : vWF) a été dosé semi-quantitativement en plaque de microtitration
suivant la technique de Sultan et Rossi [11], avec des plaquettes humaines lavées et formolées
selon le protocole préconisé par Zuzel [12].

0.0

Ly g ————————

- g 1.8 Qay, HCH1 o2 28

| {

NN

% %o %0 200 10

Fig. 1. -~ Chromatographie d'affinit¢ de 15 ml de fraction V,-VIII sur colonne (3 x 20 cm) d'immuno-
absorbant. Absorption et lavage : tampon IBS; élution : tampon glycocolle, HC10,1 M de pH 2, 5: débit :
27 ml/h; volume des fractions : 4,5 ml. En abscisses : volumes recueillis; en ordonnées : absorbances
4 278 mn. )

Contréles de pureté. — Les immunodiffusions qualitatives selon la technique d’Ouchter-
lony [12] ont été réalisées sur acétate de cellulose. Les immuno-électrophoréses bidimen-
sionnelles, en milieu gélosé contenant de I'antisérum humain total (ASHT) ou de I'anti-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-fibrinogéne et anti-CIG proviennent de
la firme Behring Hoechst. . -

RESULTATS. ~ 1. A partir d¢ 6 cryoprécipités lyophilisés, contenant au total 1 500 U
de F VIII : C on obtient un précipité S-VIII qui, repris par 15 ml de tampon IBS, renferme
58 U de F VIII : C par millilitre. Le rendement en activité coagulante de cette premiére
étape avoisine donc 62 p. 100. '

2. La fraction S-VIII, aprés tamisage moléculaire fournit a I'exclusion un pic d’activité
renfermant 500 U de F VIl : C, .

3. Le profil obtenu par chromatographie sur immuno-absorbant des 3 fractions les
plus riches en protéines (Vo-Vlll) est précisé dans la figure 1. Par lavage 4 I'aide du tampon IBS
on obtient une fraction majeure L; contenant 30 p. 100 des protéines injectées, suivie d'un
pic mineur appelé L,. L'élution de la colonne détache une fraction protéquuc E.

4. Les résultats de lanalyse de la fraction obtenue au maximum du pic L, (L-VIII) et
de la fraction E concentrée sur membrane Amicon UM-10 sont décrits dans le tableau et
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dans les figures 2 2 4. La fraction L-VIII contient 58 pug de protéineset 7,S Ude F VIII R : Ag
par millilitre. Cette activité correspond & un enrichissement de 10000 fois par rapport au
plasma de départ et 4 un taux plasmatique de facteur VIII d'environ 8 mg/l. La fraction
L-VIII a conservé une partie de son activité biologique (environ 2 U de VIII : vWF et de
VIII : C). Elle réagit contre le sérum anti-VIII H mais ne donne aucun arc avec les antisérums

i cryoprécipité
‘s

-
>
.

=
KO

Antl-Fib

Fig. 4

Fig. 3

Fig. 2. — Etude immunologique de la fraction L-VIIL. 1, anti-fibrinogéne: 2, anti-C1G; 3, anti-immuno-
globulines G (IgG).

Fig. 3. — Etude immunologique de la fraction E concentrée. 1, anti-IgA; 2, anti-IgM:; 3, anti-CIG: 4, anti-
fibrinogéne: S, anti-B-lipoprotéine. .

Fig. 4. ~ Mise en évidence dans le sérum anti-L-V1I1 d'anticorps réagissant avec un antigéne présent dans
1a fraction S-VIII, mais différent de 1a CIG et du fibrinogéne.

monospécifiques suivants : anti-fibrinogéne, anti-CIG (cold insoluble globuline) et anti-
immunoglobulines G (IgG) (fig. 2). La fraction E, au méme taux protéique, ne contient
que des traces de VIIIR : Ag, de Pordre de 5.107 U/ml, et ne posséde aucune activité
biclogique liée au facteur VIIL. Son étude immunologique réalisée aprés concentration’
4 un taux de 200 pg/ml de protéines montre que, si elle ne donne aucun arc avec I'anti-VIII H.
elle forme un arc de précipitation contre FASHT qui se raccorde & I'arc obtenu contre
Fanti-IgG (fig. 3).

TABLEAU

Dosage du facteur VIII dans l'effluent (fraction L-VIII & $8 ug/mi) ]
et dans ['éluat (fraction E, dialysée et concentrée & 55 pg/ml) de chromatographie d'immuno-affinité

FVIIR:Ag FVHI:vWF. FVHI:C

Fractions (U/ml) (U/ml) (U/ml)
LVILeeseevee 1.8 2 1,7
Eeervirviriiionroneass ¢ 0,008 < 0,015 < 0,005

3. Le s&um du Lapin immunisé avec la fraction L-VIII (anti-L-VIlI) ne forme qu'un
scul arc de précipitation contre une fraction enrichie en facteur VIII (S-VIIN). Comme ke
montre la figure 4, cet arc donne une réaction de non-identité avec les antisérums anti-CIG

C. R.. 1979, 1* Semestre. (T. 288, N* 18) Sitie D — 110
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et anti- ﬁbnnogcnc (anti-Fib). Ce sérum cst monospécifique du facteur VIII comme l'illustre

la figure S : il réagit avec un mélange de plasmas normaux purs ou dilués, mais ne donne
aucun pic de précipitation avec du plasma de patient atteint de maladie de Willebrand
sévére dépourvu de VIII R : Ag (fig. S A). De plus il ne nécessite aucune absorption préalable
avec des protéines plasmatiques, contrairement au sérum de Lapin immunisé avec du
V,-VIII comme en témoigne la figure 5B.

Antl-lVllI

Fig. 5. = Miseen évidence de la monospécificité du sérum anti-L-VIII vis-d-visdu F VIII'R : Ag. A, electro-
immunodiffusion quantitative d’'un mélange de plasma normal pur ou dilué (N) et d'un plasma de patient
atteint de maladie de Willebrand sévére (vWd) dans une gélose contenant 0, 5 p. | 000 de sérum anti-L-VIIL.
B, immuno-diffusion qualitative des deux antisérums (anti-L-VIII et anti-VIII H) vis-d-vis d'une prépa-
ration purifiée de fagtcur VIII (V,-VIII) et d'un ASHT.

ConcLusions. — La chromatographie d'immuno-affinité permet d'éliminer de prépa-
rations enrichies en VIII R : Ag par cryoprécipitation et tamisage moléculaire, une fraction
contaminante renfermant des IgG dont la présence peut influencer les résultats de I'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 monospécifiques chez le Lapin, révélent un degré de pureté qui devrait nous
permettre de mieux préciscr ses propriétés physicochimiques. -
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Les résultats de cette technique de purification par
chromatographie d'affinité montrent que nous obtenons une fraction conté”
nant & la fois 1'activité coagulante VIII:C, le VIII R:Ag et le VIII R:RCoO:
Le rendement de cette préparation est assez faible, de 1'ordre de 74
mais ce n'est pas 13 un écueil rédhibitoire, car i1 faut souligner qué
nous 'utih'sons, pour ce type de recherche, les reliquats de fractions
standards ou concentrées servant aux contrdles de chaque lot de notre
production, les fractions non cédables car ne satisfaisant pas aux norme
officielles, et du plasma, non utilisable pour la préparation de dérivés
sanguins, provenant de plasmaphéréses thérapeutiques.

Ce type de préparation comporte un inconvénient supplémentaire
d'étre assez long et de ne pas étre adapté au traitement de plus de
d 3 litres de plasma de départ c'est-d-dire de n'aboutir qu'a des quantités
de 1'ordre de 2 mg en finale. Néanmoins, comme i1 fournit ce qu'on appe”e
maintenant le F VIII/vWf sous forme pure puisqu'aprés injection aux Tapin®
i1 n'induit que des anticorps précipitants le VIII R:Ag, ce protoCo]e
de purification a &té& retenu pour les études ultérieures concernant 18
composition chimique et 1'étude de la copule glycannique de cette moléculé:

(;ellll'i .
2
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W - COMPOSITION CHIMIQUE DU F VIII

Cet article fait état d'uﬁe étude de la composition chimi-
We du complexe F VIII/VWf obtenu selon le protocole décrit précédemment.
Yrés contrble de leur pureté, différentes préparations obtenues par chro-
rlatOgr'aphie d'affinité sont dialysées, lyophilisées, puis soumises 3 une
“traction au chloroforme-méthanol afin d'éliminer et de quantifier leur
fraCtion de nature lipidique. Le résidu obtenu est,soit soumis & une hydro-
lyse acide avant analyse des acides aminés, soit & une méthanolyse et

:na]yse des monosaccharides par chromatographie en phase gazeuse aprés tri-
]Uoro-acétylation.
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ABSTRACT

Factor VIII purified from therapeutic concentrates by gel filtration and immuno~
affinity chromatography is obtained in a formwhich induces monospecific antibodies
in rabbits and in quantities permitting chemical characterization. Three prepara~
tions have been submitted to complete chemical analysis. A lipid content of about
20 per cent of dry weight was calculated after Folch's extraction. The carbohydrat®
content determined by gas-liquid chromatography was 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 / von Willebrand factor, we have further investigat
its monosaccharide molar composition and attempted to separate 0 = and N - glyco~
sidically-linked carbohydrate chains in order to establish the structure of the

glycans.

KEYWORDS

Factor VIII / von Willebrand factor - Affinity chromatography = Chemical tomposi=
tion = Carbohydrate -

INTRODUCTION

Human factor VIIX / von Willebrand factor (F VIII/vWF) contains both coagulant act¥”
vity (F VIII:C) and an activity required for normal platelet hemostatic function
supported by a factor VIII-related antigen (F VIIIR:Ag) and measured by its ability
to agglutinate normal human platelets in the presence of ristocetin (F VIIIR:RCO):
The chemical composition of this complex is yet not precisely known and the results
published (HERSGOLD and co-workers, 1971 ; LEGAZ and co-workers, 1973 ; MARCHESI
and co-workers, 1972) have been cbtained on preparations validated by insufficient
criteria of purity. Immuno-chromatography in conditions previously published
(MAZURIER and co-workers, 1979) provides us with a material inducing monospecific
antibodies in rabbits, keeping in part its biological activities (procoagulant
activicy : F VIII:C and F VIIIR:RCa), and in sufficient amount for investigiating
the chemical composition of factor VIII. :
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MATERIAL 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 were 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 Willebrand disease (vWD) absolutely devoid of factor
VIIIR:Ag. The fractions not bound to the insolubilized irmunoglobulins (L-VIII)
were assayed for protein and factor VIII-related activities. The L-VIII sample
containing the highest protein concentration was kept for the study of purity.

Thé remaining fractions LrVIIIwere pooled and freeze-dried for chemical analysis.

Analytical Methods

Biological analysis, F VIII : C was assayed by the one-stage method of SOULIER and
LARRIEU (1953), F VIII R : Ag by an immuno-enzymatic method (MAZURIER and co-
workers, 1977) and F VIIIR:RCo by the semi-quantitative technique of SULTAN and
ROSST (1977).

Chemical analysis. Protein concentrationswere determined by the method of LOWRY
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
HC1, 24, 48, 72 hr, 105°C). After lipid extraction three L-VIII preparations were
subjected 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 was performed
according to AMINOFF and co-workers (1980) . The liberated glycans were fractiona-
ted by ion exchange chromatography on Dowex AG 50 x 2 column with distilled water
and & 50 mM pyridine-acetate, pH 5.4 buffer. Three fractions containing sugars
were thus separated : W-1, W-2 eluted by water, and A by the buffer. :

RESULTS AND DISCUSSION

Purification of Factor VIII

The fractions L-VIII, with & mean of 129.3 U of F VIIIR:Ag/mg were purified appro-
ximately 9000 fold from human plasma with an overall yield of about 7 p 100, a
Specific FVIIIR:RCo activity of 34.5 U/mg and FVIII:C activity of 29.3 U/mg. These
Preparations comply with all immunological and physical criteria of purity.

Analysis of Chemical Composition

The 1ipid content is, on average of four extractions, 20.5 p 100 of total weight
of L-VIII freeze~dried preparations. Although this content is constant (Table 1)
Ve can not yet assert that lipids are not absorbed on the glycoproteinic portion
of factor VIII molecules. The results for the carbohydrate content of three diffe-
Tent preparations are also summarized in Table ). The total carbohydrate content
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(14.55 p.100) {s in agreement with the recent result (IS p. 100) of SODFT Z md co~
workers (1979). The amino—-acids compositions on the basis of one alaniné Yniidue
are reported in Table 2.

TABLE | Centesimal Composition of three L-VII] Preparations

L-VIII preparation 1 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 3.85 4,25
N-acetyl-neuraminic acid 2.6 4.90 3.9 3.80
TABLE 2 Amino Acid Composition of three L-VIII Preparations
* "
L-VIIL preparation 1 2 3 mean
m——
Asp 1.98 1.88 1.88 1.91
Thr 1.12 0.97 1.05 1.0S
Ser 1.37 1.58 1.29 1.41
Clu 2.54 2.12 2.12 2.26
Pro 1.33 1.70 1.34 1.46
Cly 1.45 1.64 1.34 1,41
Ala » 1. l. l. t.
Cys/2 , » 1.30 - 1.22 1.26
val 1.24 1.08 1.21 1.18
Met 0.32 - 0.31 0.31
Ile 0.61 0.45 0.59 0.55
Leu 1.59 1.12 1.51 1.41
Tyr 0.57 0.53 0.51 0.54
Phe 0.64 0.53 0.59 0.59
Lys 0.78 0.72 0.81 0.7
His 0.52 0.38 0.49 0.46
Arg - 0.95 0.79 0.93 0.89

Analysis of carbohydrate portion

Results gsummarized in Table 3 are in agreement with coexistence of N- and O-
glycosidically linked glycans in factor VIII, Due to the centesimal and molar
compositions and MW = 200 000, we can estimate that statistically each subunit -
possesses 8 glycans linked 0O~ glycosidically on the protein by GalNAc residues
and 8 glycans N- glycosidically-linked. Preliminary structural studies point to
the fact that N-glycans are heterogeneous and consist essentially of bi-antenna~
Ty structures. Carbohydrate analysis of the products of alkaline horohydride
trcatment (table 4) confirms this hypothesis and shows that CalNac residucs are
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all reduced @ the:{ are involved in the linkage with the peptidic chain. Moreover
the existence of "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

L VIII preparation 1 2 3 Mean
Man 3.00 3.00 3.00 3.00
Gal 4.10 3.80 4.00 3.97
Fue 1.20 . 1.13 1.30 1.2]

GlcNAc 3.40 3.69 3.20 3.43

GalNAc . . 1.14 1.12 0.92 1.06

NeuAc 2.40 3.40 3.00 2.9

TABLE 4 Molar Ratios of Monosaccharides of the three Fractions
obtained after 8 -Elimination. .

Fraction Man Gal Fuc ClcNAc NeuAc GalNAc GalNAc=-ol
W=l 3 5.80 1.15 4.15 7.30 0 1.95
W=-2 3 2.95 1.02 3.60 - 2.50 0 (o}

A 3 2.20 1.08 2.30 0.80 0 (o}
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Les résultats obtenus lors de 1'&tude de la composition
chimique du F VIII/vWf peuvent &tre comparés a ceux obtenus jusqu'a présent:

En ce qui concerne les lipides, nous avons pu voir (p.315
35) que notre taux est nettement plus &levé que ceux obtenus par différents
auteurs. Nous pensons qu'il est trés possible que nous ayons des chylomi-
crons contaminant nos préparations car nous ne sélectionnons pas, gtant
donné le volume plasma de départ nécessité par notre type de préparation
" es plasmas et n'é@liminons pas ceux qui sont lipémiques. A 1'heure actuelles
nous ne sommes pas encore attachés au probléme de ces lipides, le fait
qu'ils sdient présents @ un taux constant ne permet pas de dire qu'ils
fassentpartie intégrante de la molécule F VIII/VWf, car nos préparation®
ne sont pas obtenues & partir d'un seul plasma mais d'un mélange de p1asma5
d'au moins 10 donneurs différents.

En ce qui concerne les acides aminés, nous avons regroupé
dans le tableau XIX (p.196) nos résultats exprimés sur la base du nombreé
de résidus pour 10000 g de protéines, mode d'expression généralement utili”
sé par les différents auteurs.

Les résultats obtenus sur la copule glycannique, V'
a fait 1'objet par la suite d'expérimentations plus précises, seront disc¥’
tés ultérieurement & la suite de 1'article consacré & 1'étude pré]iminaire
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/vWr HUMAIN, EXPRIMEE EN
NOMBRE DE RESIDUS POUR 100 000 G DE PROTEINE
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V --RESULTATS PRELIMINAIRES SUR LA-COPULE GLYCANNIQUE DU E_!llu

Ainsi que nous 1'avons souligné (p.71 & 74) plusieurs
éléments tendent & prouver que les glycannes du F VIII/vWf pourraient
jouer un rdle dans son activité Willebrand. Ceci ajouté au fait que nous
ayons travaillé pendant plusieurs années dans le laboratoire du prof.
MONTREUIL, sous la direction du Prof. G. SPIK, qui est spécialisé dans
1'6tude des structures glycanniques, a motivé 1'orientation préférentiell®
des recherches de type biochimique vers la copule glycannique du F VIII/VNL
Avant d'envisager les é&tudes, telles que celles présentées p.73 et 74,
permettant de montrer, indirectement, le rdle des monosaccharides dans
1'activité biologique du F VIII/vWf, nous avons choisi de préciser quelle
est la nature des'glycannes de ce complexe. Pour ce faire, nous avon’
soumis ce complexe & deux lypes de traitements différents :

- la B-&limination qui réduit et libére les glycannes 1ié8
0-glycosidiquement & la chaine protéique par des résidus Serine et Threoni’
ne et coupe la protéine ol restent attachés les glycannes 1iés N-g1ycosidr
quement par 1'intermédiaire d'Asparagine.

- 1'hydrazinolyse qui libére les N-glycannes mais détr‘uit
les 0-glycannes.
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- ABSTRACT

:y vords
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Accepted by Editor D. Meyer)

Human FVIII/vWE, purified 9 000 fold, was prepared from therapeutic
concentrates by gel filtration and by immuno~affinity chromatography
on insolubilized immunoglobulins isclated from a rabbit immunized
with the plasma of a patient devoid of FVIII R:Ag. These preparations
wvhich 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 result 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-glycans with the peptide
chain and consequently they cannot be in oligosaccharidic sequences
inducing A-blood group activity. Furthermore, at least 10 O-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 order to precise which
class of glycans is involved in the biological activity of FVII/VWE,

: Factor VIII/vWf = Carbohydrates - Glycans -
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INTRODUCTION

Human factor VIII/von Willebrand factor (FVIII/WWf) is a complex
containing a coagulant activity (FVIII:C) and an activity required for normal
platelet hemostatic function which is carrjed 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/WE is important for the binding of
FVIII/vWE to platelets in presence of ristocetin and for the in vivo survival
of the protein (1-6). Moreover, blood group A, B and H activities have been
recently characterized on human FVIII/vWE (7). However, the carbohydrate com=
position of FVIII/VWE is not yet precisely known and the results 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.

@ ) MATERIALS AND METHODS
Preparation and purification of factor VIII/vWf. Factor VIII/vWf was

purified from therapeutic concentrates according to a procedure previously
described (11) : after gel filtration of factor VIII concentrates ( 1 500
FVIII:C units) on a Biogel A~SOM columm (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/vWf (VIII R:Ag < 0.003 U/wml).
The fractions not bound to the insolubilized immunoglobulins, called L~VIII,
were submitted to immunological analysis and after delipidation according to

Folch et al.(12) to chemical analysis.

Carbohydrate determinations. The centesimal carbohydrate composition,
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 methanolysis and trifluorocacetylation
using the technique described by Zanetta et al, (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) until pH 4.5 was reached. The
mixture of reduced oligosaccharides and glycopeptides with N-linked glycans,
which are stable in the conditions of 8-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 P05 and then heated in a glass sealed tube with 300 ul
anhydrous hydrazine for 20 h at 105° C. The excess of hydrazine was evaporate
under nitrogen. The evaporation was repeated twice after addition of a few
‘drops of toluene. The residual hydrizine was eliminated in vacuum over H3504-
This procedure specifically liberates N-deacetylated glycans N-glycosidically
linked and destroys O-linked glycans (16). The glycans were further desalted
as above and re-N-acetylated according to Reading et al. (17).




- 200 -

Vol.25, No.1/2 CARBOHYDRATE MOIETY OF FVIII/vWf

Thin layer chrnmatography (t.l.e.). 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), FVIII 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 Lowry et al. (22).

Standards (purified N- and 0- 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
structures were determined (23) as follows : Glycana ;1 NeuAc ¢ 2~— 6 Gal -
8 1=—4 GlcNAc81—2 Mana | = 6 (NeuAc ¢2—6 GalB | =—4 GlcNAc 81— 2
Man @ 1—3) Man 81— & GlcNAc 8] — 4 GlcNAc 3 Glycan B : NeuAc a 2— 6 Gal
B1— 4 GlcNAcB1~—2 Man gl — 6 or 3 (GalB81—4& GlcNAc8 1 —2 Man
@ 1= 3 or 6) ManB8 | — &4 GlcNAc B8 | — &4 GlcNAz.

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 specific FVIII:C and FVIII R:RCo activities were 29.3 and .»
34,5 U/umg respectively. These preparatians gave no precipitation line against
different antisera (anti-fibrinogen, = fibronectin, - immunoglobulins, =8~
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 preparatxons by weighing the fractions extracted by the chloro-
form-methanol mixture. Although this amount was reproducible from one expe-
Timent to the other, we cannot yet assert that these lipids are not adsorbed
on the glycoprotein. These lipidic fractions were submitted to analysis by
. B-1.c., and as no sugar could be detected, the results below are related to
the whole carbohydrate moiety of the glycopro:exn.

The carbohydrate centesimal composition of FVIII/va (Table I) was
determined on four lyophilized and delipidated L-VIII preparations. The appli-~
tation 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 1

Centesimal Composition of Delipidated FVIII/WWE.

——

L-VIII preparations 1 2 3 4 ~  Mean -
Total carbchydrate content 12 -+ 17.2 14.5 13.8 . . 14.4
Reutral monosaccharides s.8 7 6.7 U895 6.32
K-acetylhexosamines - 3.6 5.3 3.85 - 3.87  4.16
N-acetylneuraminic acid 2.6 4.9 3.9 4.2 © 3.9

——
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Identification and molar ratios determination of monosaccharides
wvere performed as described in "Materials and Methods" and the results are
summarized in Table II. The monosaccharides were identified as mannose (Man),
galactose (Cal), fucose (Fuc), N-acetylglucosamine (GlcNAc), N-acetylgalacto-
samine (GalNAc), N-acetylneuraminic acid (NeuAec) and molar ratios were calcu-=
lated on the basis of 3 Man residues which make up the inner-core of N-glyco-
sidically linked glycans containing GlcNAc residues (24).

TABLE 11

Monosaccharide Molar Ratios of FVIII/VWE Glycans

L-VIII preparations B | 2 3 4 Mean
Mannose 3 3 3 3 3

Calactose 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-acetylgalactosamine 1.14 1.12 0.92 0.84 l

ﬁ-acetylneuraminic acid 2.4 3.4 3 3.43 3.06

-

The simultaneous presence of Man, which is rarely identified in
0-glycosidically linked glycans, and of GalNAc, a common marker of 'many oligo-
saccharides O-glycosidically linked to peptide chains (25), indicates that
FVIII/vWf probably contains both N- and O-glycans. It is in order to verify
this hypothesis that the purified FVIII/vWf preparations were further sub-
jected to alkaline-borohydride treatment and hydrazinolysis (Table III).

TABLE III

Comparison between Monosaccharide Molar Ratios of Native FVIII/vWE
(intact glycoprotein with both N- and 0-glycans) (A), FVIII/vWE sub=-
mitted to alkaline-borohydride treatment (reduced O-glycans and
N-glycopeptides) (B), and FVIIX/VWf hydrazinolysate (N-glycans) (C).

A B o
Mannose 3 3 3
Galactose - 3.83 3.8 - 2.4
Fucose | 1.12 1.19 1.4
N-acetylglucosamine ' 4.46 4.2 ' 4.2
N-acetylgalnctonaniﬁg R 1 ST 0 ” ‘ 0‘
N-ucctylgalnctoc:niiitol 0 0.99 0

R-acetylneuraminic acid 3.06 3.6 1.3
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Table 1II-B shows the monosaccharide molar ratio of the products of
g -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 treatment, the N-glycans, stable in reductive conditions, remained bound
to peptidic chains, whereas the O-glycosidically linked glycans were released
and reduced. The GalNAc residues were quantitatively reduced into N-acetylga-
lactosaminitol (GalNAc-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 8 ~elimination indicates a high degree of heterogeneity of the O-gly-
cans (Fig. 1) ¢ at least 10 migrating reduced oligosaccharides are characte-~
rized while the N-glycopeptides do not migrate in the solvent system used.

FIG. |

Thin layer chromatography of FVIII/vWf
O-glycosidically linked glycans relea-
sed by alkaline~borohydride treatment
(FVIII/vWf) and of the standard (S) :
glycan C.

VINO~NEO D

N .
P

The monosaccharide molar ratio of FVIII/vWE submitted to hydrazino=-
lysis is reported in Table III-C. As expected the Man, Fuc, GlcNAc molar ratio
wvas similar to those of intact FVIII/vWE 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-
minic type with a monosialylated bi~antennary structure and one additionnal Fuc
residue (theoritical monosaccharide molar ratio : Man : 3, Gal ¢ 2, Fue : 1,
ClcNAc : &4, NeuAc : 1) (24) The t.l.c. of FVIII/vWf hydrazxnolysate also
gives evxdence for a major component which migrates like the standard B (Fig.2}

On the basis of the FVIII/vWf centesimal composition (Table I), the
monosaccharide molar ratios (Table II) and the molecular weight of the major
N-glycosxdxcally linked glycan characterized after hydrazinolysis (Table III-C)
we can estimate that the N-glycans represent about 70 p. cent of the carbohy-
drate moiety of IVIII/vvf. .
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FIG. 2

Thin layer chromatography of FVIII/vWf
N-glycosidically linked glycans relea-
sed by hydrazinolysis (FVIII/VWE) and

of the standards (S) : glycans A and B.

The results of hydrazinolysis (Table III-C) showing the presence of
3 Man residues in the major FVIII/vWf N-glycan, those of B-elimination demons~
trating the existence of only 1 GalNAc-ol residue per reduced O-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 O~ and N-glycans of FVIII/vWE

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-Sepharose chromatography (26)»
monospecxfxc 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 was higher than those pre~
viously published (8,27). This amount was reproducible from one preparation
to the other and may be due to an adsorbtion of lipids onto FVIII/VWf moleculs
consecutive to our starting material and/or our purification method. However,
since this lipidic fraction, which was easily eliminated from FVIII/VWE glyco”
protein, contains no detectable sugar, our analysis is related to the whole
carbohydrate moiety of FVIII/vUf.

This report indicates that FVIII/vWf contains & total carbohydrate
content (14.4 p. cent) higher than those of most previous studies (8 = 10) but
in agreement with the recent report of Sodetz et al. (7). Moreover we confirm
the respective ratios of neutral sugars, N-acetylhexosamines, 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 which suggeststhe presence of O~ and N-glyco~
sidically linked glycans (5, 7, 9, 28). Our results clearly demonstrate the
co~existence of 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
hecerogeneity of the-c giycans 3 at least 10 O—linkcd oligosacchirides and
3 N-linked glycans are separated.

The molar ratio of the products of hydrazinolysis indicates the
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destruction of O-linked glycans and suggests the existence of a major N-linked
glycan 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
&t al. (7) who reported that FVIII/vWf oligosaccharides inducing blood group A
lctxvxty 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 O-linked glycans with the protein and
tonsequently cannot support the A-blood group activity which requires non-re~
ducing terminal GalNAc residues. Secondly, as it was demonstrated by the ana-
lysis of the products of FVIII/vWf hydrazinolysis, the N-glycosidically linked
8lycans, with alkaline-stable linkage, do not contain any GalNAc residues. In
tonclusion, none of these glycans possesses oligosaccharidic sequences able
to induce A-blood group activity. These results and others experiments (29)
Suggest that the blood group activity of FVIII/VWf molecules is not related
to their own glycans but is probably due to a minor contamination by a glyco-
lipidic or glycoproteinic blood component.

In account of the high degree of heterogeneity of the carbohydrate
moiety of FVIII/vWE, further structural studies will requxre fractionation
followed by methylation, enzymatic analysis, nuclear magnetic resonance and
Rags spectrometry studies of glycans. The results may be fruitful to ascertain
the type of oligosaccharides 1mp11cated in the biological activities of this
Complex molecule.

AKNOWLEDGMENTS

The authors wish to thank Mr Y. LEROY, C.N.R.S. technician, for his skilful
technical assistance,
This study was supported by & grant of DGRST 81 L 0433.

REFERENCES

l. FUKUI, H. Some blologxcal aspects of von Willebrand factor. Proc. XIth
Cong. W.F.H., 71-79, 1976 }

2. GRALNICK, H.R. Factor VIII/von Willebrand factor protein. Galactose, a
cryptic determinant of von Willebrand factor activity. J. Clin. Invest.,
62, 496-499, 1978

LR MORISATO, D.K. and GRALNICK H.R. Selective binding of £actor VIII/VHE tfo
human platelets. Blood, 55, 9-15, 1980

§. SODETZ, J.M., PIZZ0, S.V. and McKEE, P.A. Relationship of sialic acid to
functxon and in vivo survival of human factor VIII/von W;llebrand factor
protein. J. Biol. Chem., 252, 5538-5546, 1977

S. SODETZ, J.M., PAULSON, J.C., PIZZO, S.V. and McKEE, P.A. Carbohydrate on
human factor VIII/von Willebrand factor. Impairment of function by recoval
of specific galactose residues. J. Biol. Chem., 253, 7202-7206, 1978




6.

7.

11,

12.

13.

14,

ls.

16.

- 205 -

CARBOHYDRATE MOIETY OF FVIII/vWf Vol.25, No.1/2

KAO, K.J., PIZ20, S.V., McKEE, P.A. Factor VIII/von Willebrand protein.
Modification of its carbohydrate causes reduced binding to platelets.
J. Biol. Chem., 255, 10134-10139, 1980 ' )

SODETZ, J.M., PAULSON, J.C. and McKEE, P.A. Carbohydrate composition and
identification of blood group A, B and H oligosaccharide structures on
human factor VIII/von Willebrand factor. J. Biol. Chem., 254, 10754-10760,

1979

HERSHGOLD, E.J., DAVINSON, A.M. and JANSZEN, M.E. Isolation and some chem™
cal properties of human factor VIII (antihemophilic factor). J. Lab. Clin.
Med., 77, 185-205, 197!

MARCHESI, S.L., SHULMAN, N.R. and GRALNICK, H.R. Studies on the purifica-
tion and characterization of human factor VIII. J. Clin. Invest., 51,
2151-2161, 1972

LEGAZ, M.E., SCHMER, G., COUNTS, R.B. and DAVIE, E.W. Isolation and charac~
terization of human factor VIII (antihemophilic factor). J. Biol. Chem.,
248, 3946-3955, 1973

MAZURIER, C., PARQUET-GERNEZ, A., SAMOR, B., COUDEMAND, M. and MONTREUIL,J-
Etude de l'antigéne 1i& au facteur VIII (FVIII R:Ag). Purification par
chromatographie d'immuno-affinit&. C.R. Acad. Sc. Paris, 288, 1431-1434,
1979

FOLCH, .J., LEES, M. and SLOANE STANLEY, G.H. A simple method for the iso-
lation and purification of total lipids from animal tissues. J. Biol. Chem.,
226, 497-509, 1957

ZANETTA, J.P., BREKENRIDGE, W.C. and VINCENDON, G. Analysis of monosaccha~
rides by gas-liquid chromatography of the O-methylglycosides as trifluoro—~.
acetate derivatives. Application to glycoproteins and glycolipids. J. Chro~
matogr., 69, 291-304, 1972

AMINOFF, D., GATHMANN, W.D., McLEAN, C.M., YADOMAE, T. Quantitation of oli~
gosaccharides released by the 8 -elimination reaction. Anal. Biochem., 101,
44-53, 1980 .

BAYARD, B. and MONTREUIL, J. Actes du Colloque International N° 221 du
C.N.R.5. sur les Glycoconjugués, Villeneuve d'Ascq, 20-27 juin 1973,
Editions du C.N.R.S., Paris, 209-218, 1974

KROTKIEWSKI, H. and LISOWSKA, E. Alkali-stable oligosaccharides isolated
by hydrazinolysis of M and N blood group glycoproteins. Arch. Immunol.
Ther. Exp., 26, 139-144, 1978

17 READING, C.L., PENHOET, E. and BALLOU, C. Carbohydrate structure of vesi-

ls.

cular stomatitis virus glycoprotein. J. Biol. Chem., 253, 5600-5612, 1978

BAYARD, B., KERCKAERT, J.P., ROUX, D. and STRECKER, G. Hydrazinolysis of
rat a-foetoprotein variants. In : Protides of Biological Fluids., H,
Peeters (Zd.) Pergancn Press, 1979, pp. 153-156

SOULIER, J.P. and LARRIEU,M.J. Nouvelle méthode de diagnostic de 1'hémo-
philie. Dosage des fractions antih&émophiliques A et B. Sang, 205-215, 1953




Vol.

20'

21.

22.

23.

- 206 -

25, No.1/2 . CARBOHYDRATE MOIETY OF FVIII/vWf

MAZURIER, C., PARQUET-GERNEZ, A. and GOUDEMAND, M. Dosage de 1'antigéine
1i€ au facteur VIII par la technique ELISA. Intérét dans 1l'étude de la
maladie de Willebrand. Path. Biol., 25 suppl., 18-24, 1977

SULTAN, Y. and ROSSI, J. Méthode de mesure de l'activité Willebrand sur
plaque de microtitration. Nouv. Presse Med., 6, 44-46, 1977

LOWRY, O.H., ROSEBROUGH, N.J., FARR, A.L. and RANDALL, R.J. Protein measu-
rement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem., 193, 265-275, 1951

SPIK, G., BAYARD, B., FOURNET, B., STRECKER, G., BOUQUELET, S. and

- MONTRETIL, J. Studies on glycoconjugates. LXIV. Complete structure of two

24.

25.

26.

27.

28,

29.

carbohydrate units of human serotransferrin. FEBS Lett., 50, 296-299, 1975

MONTREUIL, J., Recent data on the structure of the carbohydrate moiety of
glycoproteins. Metabolic and biological implication. Pure and Appl. Chem.,
42, 431-477, 1975

MONTREUIL, J., Primary structure of glycoprotein glycans. Basis for the
molecular biology of glycoproteins. Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., 37,
157-223, 1980

MADARA, F., BELL, W.R. and CASTALDI, P.A. Isolation and insolubilisation
of humza factor VIII by affinity chromatography. Haemostasis, 7, 321-329,

OLSON, J.D., BROCKWAY, W.J., FASS, D.N., BOWIE, E.J.W., MANN, K.G. Puri-
ficatica of porcine and human ristocetin-Willebrand factor. J. Lab. Clin.
Med., €3, 1278-1294, 1977 '

MAZURIER, C., SAMOR, B., PARQUET-GERNEZ, A., FOURNET, B., GOUDEMAND, M.,
and MONTREUIL, J. Chemical composition of factor VIII. In : Protides of
Biologi zal Fluids. H. Peeters (Ed.) Pergamon Press, 1980, pp. 229-302

MAZURIER, C., SAMOR, B., MANNESSIER, L., PARQUET-GERNEZ, A. and GOUDEMAND
M. Blocd group A and B activity associated with Factor VIII/von Willebrand
factor. Blood Transf. Immunohematol., 24, 289~297, 1981 '

PN R B L 2 N, -




- 207 -

Les conclusions de cette étude, déja avancées en partie
dans 1'article précédent, sont les suivantes:

- la partie glycoprotéinique du F VIII:vWf comporte envi-
ron 14,5 p.100 de monosaccharides, ce résultat est en accord avec SODETZ
et Mc KEE (706) et vient d'étre pris comme base de calcul par GRALNICK
(707). 11 estbien différent de ceux avancés avant 1979 (voir tableau VI
p.32) ;

- la présence simultanée de N-Acetyl Glucosamine et N-
Acetyl Galactosamine, mise en évidence é&galement par SODETZ et al. (708)
est en faveur de la coexistence de glycannes 1iés N- et 0- g]ycosidiquement
d la protéine. L'ensemble de nos résultats confirme ce fait et permet
de préciser que chaque sous-unité du F VIII/vWf comporte certainement
le méme nombre (= 8) de chaines N-glycanniques et de chainons 1i&s 0-glyc?”

sidiquement.

- les compositions centésimales en monosaccharides qué
nous avons déterminé sont comparées dans les tableaux XX et XXI (p-208
et 209) & celles trouvées par les autres auteurs. I1 est & noter que 1€°
résultats que nous avons obtenu par chromatographie en phase gazeuse ont
été confirmés, par les techniques de dosage colorimétriques, & partir
d'une préparation de 10 mg. Néanmoins, ce procédé n'a plus été utilisé
par la suite car il nécessite de trop grandes quantitésde matériel dé
départ.
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TABLEAU XX

COMPOSITION CENTESIMALE, EXPRIMEE EN P.100 DE PROTEINE, EN MONOSAC-

CHARIDES NEUTRES ET EN OSAMINES DU F VIII/vWf HUMAIN

N
1 | 1
KONOSACCHARIDES REFERENCES | TECHNIQUE OE LIBERATION | RESULTAT |
| ) | €Y DE DOSAGE | |
N | |
: ] l .
E SODETZ et al., (709) |hydrolyse acide;dosage enzy] 2,63 - 0,23
] _ matique |
| | |
' KAO et al., (710) |hydrolyse acide;dosage enzyd 2,9720,27
.'| . matique |
| L, I
| 6al HORISATO et GRALNICK |hydrolyse enzy-;dosage enzy| 3,11-0,19 |
(711) . matique natique |
|
GRALNICK et al.,(712) |hydrolyse acide;dosage enzy] 2,97 20,32
Shosaccuantoes : matique | |
NEUTRES
| Moyenne des résultats |méthanolyse ; phase gazeus] 3,57
| LILLE _ |
| I T -
SODETZ et al., (709') |hydrolyse acide;dosage enzyd 3,15-0,45
i | matique ou colorimétrique |
Man I !
Koyenne des résultats |méthanolyse ; phase gazeuse| 2,80
| LILLE | |
| T . T T
. SODETZ et al., (709') |hydrolyse acide;dosage | 0,97-0,10
| | ~ cdorinétrique |
! fuc GRALNICK et al., (H2) |hydrolye acide; dosage co lorid 0,89
i R . métrique |
| | Moyenne des résultats |méthanolyse ; phase gazeuse| 0,99
! LILLE | |
; I I
Gal+Man+Fuc Moyenne deés résultats lhydrolyse acide; dosage cdo] 6,89
Mo ;. LILLE rinétrique]
| |
| MARCHEST et al., (713) |hydrolyse acide;échange d'ion} 2,7
‘ |
_ SODETZ et al., (709') [hydrolyse acide;échanged'ionk 6,00,:0,60
| Glc NAc l -_— |
| GRALNICK et al., (712) |hydrolyse enzy-;colorimétrid 3,602 0,66
| matique |
| | I
I | Moyenne des résultats |méthanolyse ; phase gazeuse] 3,97
Ming g | LILLE |
| . I I
! MARCHEST et al., (713) |hydrolyse acide;échange d'ions 0,17
Gal NAc | SODETZ et al., (709') |hydrolyse acide;échange d'ioe] 0,7320,09
| |
| Moyenne des résultats|aéthanolyse ; phase gazeuse| 0,89
i Lie | |
Gle NAc+Gal NAc | Moyenne des résultatslhydrolyse acide;dosage par ' 4,9

N—

LILLE |
1 1

colorinétriel

|

e S e B — — — s e} e s e s s e s s s s} s e e i e e
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TABLEAU XXI

EN ACIDE SIALIQUE DU F VIII/vWf HUMAIN

(* dosages par la technique 3 l'acide thiobarbiturique de WARREN :

724)

| [ ||
REFERENCES TECHNIQUESDE LIBERATION ET RESULTAT |
DE DOSAGE DE L'ACIDE SIALIQUE] {
=
LEGAZ et al. (718) |  hydrolyse acide,* 0,93 1,2 }
GRALNICK et al. (715) hydrolyse acide,* 1,1820,26 {
et al. | :
| SODETZ et al. (716) hydrolyse acide,* | a,7a;o,as |
| hydrolyse enzymatique,* | 4,93 -0,46 }
l I |
| GRALNICK et al. (717) -] hydrolyse acide,* 3,3220,23 |
| I hydrolyse enzymatique,* 3,47-0,32 }
|
| SODETZ et al. (718) hydrolyse acide,* 3,7-0,32
| | hydrolyse enzymatique,* 3,51 {
|
| ROSENFELD et KIRBY (719) | hydrolyse acide et enzyma- 4,00 I
| tique,*
B ;\
T KAO et al. (720) hydrolyse acide,* 3,55 20,43
| HORISATO et GRALNICK (721) non précisée,* 3,38 20,28
DE MARCO et SHAPIRO (722) hydrolyse acide,* 4,03%0,49
|
| GRALNICK et al. (723) hydrolyse acide,* 4,47 20,43 |
|
GRALNICK et al. (724) hydrolyse acide,* 5,08
hydrolyse enzymatique,* 4,68 4 5,02 {
I .
l T I
| MOYENNE DES RESULTATS-LILLE | hydrolyse acide,phase gazeus , |
| | hydrolyse acide,colorimétrid* 6,19 |
| | I
| | | |
st
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VI —~ ACTIVITE DE GROUPE A ET B ASSOCIEE AU FACTEUR VIII/FAC-
JEUR WILLEBRAND

Cet article fait suite & une publication de SODETZ et
31\. (725) qui font é&tat de 1'existence de structures 011’gosaccham’des)
Caractéristiques de celles supportant les activitéds de groupe A, B, 0,
dans la molécule F VIII/WWFf. Cette conclusion &tant en désaccord avec
nos résultats tendant a montrer que tous les résidus de N-Acetyl Galactosa-
Mine de cette molécule sont impliqués dans la liaison avec la protéine
Car i1s sont réduits, lors du traitement par le borohydrure de K en milieu
alcalin, au cours de la B-&limination (voir articles,p.194 et201); nous
avons d'abord recherché si nos préparations de F VIII/VWf, comme celles
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 3
]'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/WWf
Par des substances support d'activité A,B/0, nous avons avancé une hypothé-
S¢, toute autre que celle de SODETZ et al. (725), concernant 1'origine
de 1'activité de groupe des préparations de F VIII/vWf.
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Blood group A and B
activity associated with
factor VIII - von Willebrand factor

by C. MAZURIER, B. SAMOR, L. MANNESSIER,
A. PARQUET-GERNEZ and M. GOUDEMAND

Laboratoires d’'Hémostase et d'Immuno-Hématologie,
Centre Régional de Transfusion Sanguine, LILLE

INTRODUCTION

HU.\(AN factor VIII/von Willebrand factor (F VIII/vWI) isolated
from plasma is associated with both procoagulant activity (F
VIII:C) and an activity required for normal platelet hemostatic
function (F VIII:vWE) 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/vWE plays a role in its binding to platelets and their agglu-
tination in presence of Ristocetin, and in its hepatic clearance [1-6].
Recently SopbETZ et al. [7] have stated that oligosaccharide structures
characteristic of blood group A, B/O 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 CR.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 O group
blood, incubated 1 hr at 37°C, and further submitted to gel filtration
and affinity chromatography.

Prebaratlon of factor VIII/vWf glycans

Two different chemical treatments were performed on prepara-
tions L — VIII obtained from therapeutic concentrates 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 O-linked glycans and
peptides with N-linked glycans was desalted by gel filtration on
Biogel P 2. Hydrazinolysis acording to Bavarp et al. [11] was
performed on the other part of one delipidated preparation; this
procedure specifically cleaves asparaginyl-glucosaminyl linkages and
destroys O-glycans. The glycans released were further desalted and
re-N-acetylated as described by READING et al. [12].

Hemagglutination inhibition assays

Samples of factor VIII (50 pl) to be assayed were serially diluted
2 fold with 20 mM Imidazole - HC], 0.14 M NaCl pH 7.2 and incubated

4




A AND B BLOOD GROUPS IN FYlUIl/vWf

2 hr at 22°C with 50 ul of appropriately diluted 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 pl of a 3% suspension of appropriate erythrocytes
(A,, B or O). 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 analysis

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 4) inhibits the agglutination of A, and B erythrocytes by anti-A
and anti-B sera respectively. This inhibition persisted even after
ultimate purification of F VIII/vWf by immuno-affinity (L-VIII).
However, both preparations, VIII + and L-VIII failed to inhibit
anti-H serum.

TasLle I -

Type A and B blood group activity of human factor VI1II/vW¢ isolated from
therapeutic AHA concentrates by gel filtration (VIII +)
or immuno-affinity (L-VIII).

MINIMUM AMOUNT OF PROTEIN (ug) REQUIRED FOR

SAMPLE HEMAGGLUTINATION INHIBITION OF DILUTED SERUM
Anti-A Anti-B Anti-H

VIII + .oovvenen 4 8 > 256
L-VIIT ....ccvee 8 8 > 256

The results of analysis of preparations VIII 4+ purified from
individual plasmas of patients with different ABO phenotypes are
reported in Table II. They give evidence that F VIII/vWf obtained
from blood with O 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 both 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/vWS tested,
inhibition of hemagglutination reflected the ABO activity of the blood
from which they were isolated.

TasLe 11

Type A and B blood group activities of fraction L-VI1II isolated from plasma
of different ABO phenotypes.

MINIMUM AMOUNT OF PROTEIN (ug) REQUIRED FOR
ABO PHENOTYPE HEMAGCLUTINATION INHIBITION OF DILUTED SERA
Anti-A ) . Anti-B
[ T > 103, > 147, > 418 > 103, > 147, > 418
. = J 90 . 14
- 72 230
2 2 370 1.4

As shown in Table III, a mixture of F VIII/vVWf from O blood
(VIII 4+ O) 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.

Taste III

Persistence of A and B blood group activity during purification of F VIII/vWf
from O blood with added A and B blood group substances.
\

MINIMUM AMOUNT OF PROTEIN (ug)
REQUIRED FOR HEMAGCLUTINATION
PREPARATION INHIBITION
Anti-A Anti-B
F VIII/vWf from O blood (VIII + 0): > 418 > 418
Mixture of VIII 4+ O and A, B subs-
taNCES ! iiiieviiierincaneens vevesene 0.39 039
Fraction obtained in Vo after gel fil-
tration of the mixture described
F) oL A N 0.34 0.84
‘|Effluent obtained during immuno- :
affinity of the Vo described above: 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/vWE
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which inhibits anti-A and anti-B sera identified the presence of GlcNac
and GalNAc. This result is in favour of the simultaneous presence
of O- and N-linked glycans, and was supported by further experi-
ments [14]. To carry specific 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 ug of a mixture of O- and N-linked glycans nor 50 pg of N-
linked glycans are able to inhibit hemagglutination of A and B
erythrocytes.

TasLe IV

Amino sugar values and hemagglutination inhibition assays obtained with :

A B C
GlcNAc 34 33 33
PERCENTAGE OF GalNAc 0.76 0 0 J
GalNAc-ol 0 0.8 0
Minimum amount of anti-A 1.15 >172 S0
monosaccharides (ug) S
r;qu@red f.or 'he.n}agglu-
iaien jmhibivon of | s | s | > | %

A = Native L-VIII preparation.
B = Mixture of glycans 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 SODETZ
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 pg. 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 pg. The amount
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of F VIII/vWf which inhibits anti-H serum was not stated precisely
by Soperz. 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 VIII/vW§
preparations, and as the ability of factor VIII/vWf 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 VIII/vWf by plasma subs-
tances carrying A, B/O 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 VIII/vWf isolated from O blood group
plasma also supports this hypothesis.

Finally, direct analysis of glycans of F VIII/VWf released by
8 -elimination or hydrazinolysis rules out the possibility that
oligosaccharides either O-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 Sopberz et al. {7] who
assume that N-linked glycans of F VIII/vWf support A, B/O blood
group activity.

The problem remains why F VIII/vW§ preparations which have
no glycanic structures able to support A, B/O 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 expla-
nation is that there are some minor contaminants adsorbed on
F VIII/vWf 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 8 - elimination
and hydrazinolysis. SopErz 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 GalNAc of factor VIII/vWf may be sufﬁcxent to inhibit hemag-
glutination of A erythrocytes.

The experiments presented in this pa.per do not yet permit the
definition of the nature of oligosaccharides carrying A, B/O blood
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group activity in F VIII/vWF preparations but exclude the possibility
that one of the N- or O-glycans of F VIII/vVWf possesses A, B/O
determinants.

SUMMARY

This report presents further progress on the characterization of
blood group activities associated with F VIII/vWf. Evidence is
provided that a relationship exists between the nature of the soluble
blood group substance of plasma and of F VIII/vWE isolated from
this plasma. A mixture of F VIII/vWf from O blood group plasma
with A and B substances leads to a purified F VIII/VWE with AB
blood group activity. Furthermore, chemical analysis of glycans
released from F VIII/vWf by alkaline-borohydride treatment OT
hydrazinolysis shows the absence of N-acetylgalactosamine residues
in non-reducing terminal positions. These results suggest that the
blood group activity of F VIII/vWf 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/O est associée au facteur
VI1II/vWE. Nous montrons tout d’abord, par inhibition d’hémagglu-
tination, que cette activité est identique a celle du sang dont il est
isolé.

L'analyse chimique des glycanes libérés par B - élimination ou par
hydrazinolyse du facteur VIII/vWE purifié & 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 VIII/vWI, qu'il soit lié¢ O- ou N-glycosi-
diquement 2 la copule protéinique, ne peut étre le support de la
séquence oligosaccharidique spécifique de I'activité de groupe
précédemment mise en évidence.

Nous avons montré qu'en mélangeant du facteur VIII/vWE pré:
paré a partir de plasmas de sujets O avec des substances AetB
solubles on obtient, aprés purification, du facteur VIII/vWE doué
d'activité de groupe A et B. Connaissant la capacité du facteur
VIII/VWE d'absorber diverses molécules, en particulier 'albumine,
les 1gG et les IgM, ce résultat peut s'expliquer par adsorption des
substances sur le facteur VIII/vWf. Nous suggérons donc que ce sont
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des contﬁminants plasmatiques mineurs, de nature glycolipidique ou
glycoprotéinique, qui conférent au facteur VIII/vWf son activité

de groupe A, B/O.
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L'ensemble des résultats présentés concourt d nous
faire penser que ce sont des contaminants, non détectables par des techni-
Ques immunologiques, du F VIII/vWf qui sont & 1'origine de 1'activité
A et B des préparations de F VIII/vWf. Cette hypothése n'est compatible
dvec les résultats de SODETZ et al. (725) que si le procédé de délipidation
W'ils appliquent & leur préparation sans en modifier 1'activité de groupe,
®t insuffisant. Personnellement, au cours des délipidations nous avons
Obtenu des agrégats,insolubles en milieu aqueux, que nous n'avons pu analy-
SEPv par technique d'inhibition d'hémagglutination et, de ce fait, nous
N‘avons pu vérifier ce point. |

YI1. - DETERMINATION DE LA STRUCTURE DU N-GLYCANNE MAJEUR
0 FACTEUR VIII/vWe HUMAIN

Cette é&tude récente qui a abouti @ la connaissance
% la structure compléte du glycanne représentant plus de 40 % de
la copule glycannique du F VIII/VWf est le fruit de collaborations.
Poyp notre part, en collaboration avec B. SAMOR, nous avons contribué
i 1q préparation et aux contrdles de pureté du F VIII/WWf ; 1'isolement
®. 1'atude de la composition et de la séquence des monosaccharides
d N-glycanne majeur ont été réalisés essentiellement par P. DEBEIRE
Gans 1e laboratoire de Chimie Biologique de 1'Université des Sciences
s Techniques de Lille I, sous la direction du Professeur J. MONTREUIL,
"fin, leurs résultats ont &t& confirmés et complétés par une Btude
tn 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 THZ MAJOR ASPARAGINE-LINKED SUGAR CHAIN OF HUMAN
FACTOR VIII/VON WILLEBRAND FACTOR.

I - INTRCDUCTION

H.u.man factor VIII/von Will.cl')rand'factor (F VIII/VWf) bs
a complex containing a coagulant activity (F VIII : Cj and an acti"m
required for normal platelét hémostatic function which is carried by
a factor VIII - related antigen (F VIII R : Ag) and méasured 5)' its
ability to agglutinate normal washed human platelets in the presence
of ristocetin (F VIII R : RCo). Recent studies suggest that the cat”
bohydrate moiety of E VIII/vWE is important for the binding of the
latter to p.latelets in the presence of ristocetin and for the _1“/’1
survival of the protein [1—7] . We have previously demonstrated cb*

 aicalV
the carbohydrate moiety of F VIII/vNf contains N~ and g—-glycosldlc

linked glycans. After hydrazinolysis, a major glycan of the _Ii‘acecyl’

ia.c‘t:osaminic type has been characterized by thin-layer ch'comatograph

[8:] . In this paper, on the basis of the carbohydrate compositioﬂ
- and the results of methylation analysis, mass spectrometry and ’

. . +his
Mliz ]H-NMR spectroscopy, we describe the primary structure oI eh

major glycan.

2 - MATERIALS AND METHODS

. ce®”
Human F VIII/VWf was purified from therapeutic €97

trates according to a procedure previously described [9] .

ot
. (10
A lyophilized and delipidated F VIII preparationl (

ghe
was hydrazinolyzed according to Bayard and Montreuil {._IOJ and

liberated, N-deacetylated glycans were N-reacetylated, first wit
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(_“‘c] ~acetic anhydride (C.E.A., ‘5-10 mCi/mM) and then with non-

* labelled acetic anhydride [ll] . The 1i1;eratéd glycans were separa-
ted by high-voltagé éléctrOphorésis on Whatman 3MM paper in the buf-
fer : pyridine / acetic acid / wate:r (18 : 6 : 2320 v/v ; pH 5.4)
[12] , at 75 V/em. The radloactlve spots were cut and.eluted with
water. Yollowing standards were used : des1a1ylated 4), monos1a1y-
lated (B) and disialylate.d‘ (C) glycans of the ﬁ-acetyllactosammlc

type prepared from human serum transferrin [13] by hydrazinolysis.

-

Molar ratios of neutral monosaccharides, N-acetylhexo-
samines and N-acetylneuraminic acid were determined after methanoly-
sis and trifluoroacetylation by gas-liquid chromatography [141 .

Permethylation of oligosaccharides (200 pg) was carried out according

to Finne et al, [15] . Methylglycosides resulting from methanolysis
of permethylated oligosaccharides were identified Sy gas.—liquid chro-

matography-ma\ss spectrometry according to Fournet et al. [16'] .

For NMR analysis the ohgosacchande fraction 3 (200 ug)
was repeatedly exchanged in D 20 (99.96 atom 7 D, Aldrlch), after
adjustment of the pH of the solution to 7. The 500-Miz lI*I-NMR spec-
trum was reccrded on a Brucker WM-500 spéctrome;:er, operating in the
Fourier transform mode at a proB'e temperature of 27°C (for further
expérimental détails, see [17] ). Chemical shifts are given rela-
tive to sodium 4,4-dimethyl-4-silapentane-l-sulphonate (indirectly

to acetone.in D,0 : § = .2.225 ppm) .
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3 - RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 'Sepa&ation‘o{'Nig{gcogidicazzg £ihhéd;g£&ednz:bq hégh4vg§§§£9

. eLectrhophoresis

. By high—voltagé éléctrophorésis of the [MC] -_I‘i"reace’
tylatéd giycans released from F VIIT/vWf By hydrazinolysis, five fraf‘
tions were oBtained (see fig. 1), which are constituted of néutfa1
(fraction 1), monosialylated (fractions 2 and 3) and disialylated
(fractions 4 and 5) o{;gosaccharides. These fractions appear to be

. . 0”
hetorogeneous by paper electrophoresis and/or by thin-layer chroma®

graphy, except the major fraction 3.

. ' s
3.2, Carbohydnate compesition o4 the N-glycosidic cmbohud/w

¢ oS
' ‘s . 12
The molar carbohydrate composition of the five frd°

is given in table 1. The sugar moiety of fraction 3 represents 60
* L4 13 . * : 5

of the total amount of the N-glycosidically linked ollgosacchaflde
. er

‘of F VIII/vwWf. The structural investigations were carried out oP

major and homogeneous fraction.

3.3, Prinany strnucture determination

¢
The primary structure of the major §fg1yc05idic 24
. coﬂl
of F VIII/vWf was established by 500-MHz lH—NMR spectroscopys, in
. »

: 8
junction with permethylation analysis. The results of the latte®

compiled in table 2,
3

s oft
The 500-Miiz ]H-NMR spectrum of F VIII/vWf fract1®
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RADIOELECTROPHOREGRAM OF THE OLIGOSACCHARIDES RELEASED FROM F VIII/vWr BY HYDRAZINOLYSIS

(FOR DETAILS OF THE EXPERIMENTAL PROCEDURE., SEE MATERIALS AND METHODS).
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Table 1

Molar carbohydrate composition (a) of the oligosaccharides released
from F VIII/vWf by hydrazinolysis and separated by high voltage

electrophoresis. -

(o) _

N Combined Fraction
Hono- oligo- *
saccharide &¢ 1 2 3 4 5
saccharides .
Man 3 .3 3 3 33
Cal 2.6 3 3.4 2 3.4 3
Fuc ' 1.6 2 2 1.2 traces 1.2
GlcNAc 4.3 4 4,8 4.2 & 4,8
GalNAc To- - - - - -
NeuAc 1.2 - 0.85 1 1.6 2
™
Tentesimal
sugar content . .
for each 100 10 8 60 6 16
fraction (%)
™

(a)Calculated on the basis of 3 mannose residues /molecule.
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Table 2

’

. ay .
Molar ratios ( )of-monosaccharlde methyl ethers
. present in the methanolysate of the permethy- .

lated major N-glycan isolated from T VIII/vWE.

Monosaccharide metﬁyl ethers Fraction 3
(2,3, 4)-Me ;~Fuc | 0.8
(2,3,4,6)-Me, ~Gal 1.0
(2,3,4)-Me'3-ca1 1.2
(3,4,6)-Me3-Man . 2
(2,4)-Me2-Man 1.2
(3,6)-Me2-GlcNAc(Me) 2.6
(3)-Mé\-GlcNAc(Me) . O.BV
(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.




- 227 -

' A . . ~3c€”
shows the characteristic features of an oligosaccharide of the N-a¢

tyllactosaminic type, derivéd from a carﬁohydréte unit ﬁfglycosidica‘
ly linked to aséaragine of a glycoproteih.>Thé présence of the usus)
mannotriose (4-3-4') branéhing core is ciearly deduciﬁlé from the
occurrence of the Man H-1 and H-2 signals. For Man-4, théy are fount
at § = 5.133 and 4.195 ppm ; for Man-3, at § = 4;78 and 4.253 ppm
and for Man-4', at § = 4,926 and = 4.11 ppm, respectively. Fro®
these chemical.shifts it can be concluded that a diantennary tYPeo

branching is concerned [171 .

L3

. . . ideo
As to the extenslon of the core at the perlphera15

one of the two N-acetyllactosamine units that are g(1+2)~1inked to

Man-4 and -ﬁ', bears a NeuAc residue in a(2+6)-linkage to Gal. Evi”
dence stems from the chewmical shifts (§H-3ax = 1.718 ppnm ; 53_3eq'
2.659 ppm ; 8NAc-= 2.030 ppm) and the relative intensities of th®
NeuAc structural-reporter groups (cf. [17] ), as well as from‘the?t
scnce of two distinct sets of reporter-group signals for the Eﬁmﬂ’
tyllactosamine units. The sialylated branch possesses the anomeri¢
doublets of Gal and GlcNAc at & = 4.445 and 4.606 ppm, respectivelr
" The asialo counterpart shows H-1 doublets for Gal and GlcNAc at 6
4.469 and 4.581 ppm, respectively. Localization of NeuAc in a Cercﬂﬂ
branch could be readily achieved on the basis of the chemical snif’
of the a-Man H-1 signals [:171 . The chemical shift value for H’IOf

‘ ) e
Man-4 (8 = 5.133 ppm) points unambiguously to the presence of eh
. .
a(2+6)-linked NeuAc in the upper (i.e., 4-5-6) branch, whereas 68
for Man-4' (4.926 ppm) confirms the asialo character of the 1owe’

branch. This location of the NeuAc residue in the upper branch ¥
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corroborated by the chemical shifts of the N-zcetyl signals of Gle-
NAc-53 (8§ = 2,069 ppm, pointing to'(2+6)-sialy1atiop of the 3-6 branch)
and GlcNAc-5' (§ = 2.048 ppm, indicating that Gal-6' is the terminal
residue in the lower Branch) [17] .

Regarding the extension of the core at the
reducing end, the Man-3 is g(l+4)-linked to an ﬁ;g'-diacétylchito-
biose unit which bears a Fuc residue in &(1»6)—1inkage to GleNAc-].
The presence 6f the GlcNAc-g(144) [Fucd(l¢6)] GlcNAc structural ele-
ment comes to expression in the occurence of doublets for the anome-

v
ric protons'of GlecNAc-2 (gH-1 = 4.68 ppm) and Fuc (§H-1 = 4.87 pPpo) .
The H-5 and CH3 signals qf Fuc, at § = 4.11 and 1.208 ppm, respecti-
vely point to its q(l+6)~linkage to GlcNAc-1. In addition to the che-
mical shift for H-1 of GlcNAc-2 , the position of its N-acetyl signal
is'aecisive for the presence of Fuc in g(l+6)-linkage to GlcNAc-]1
[ 17] . The latter signal is, f;r the larger part ( 90 Z), observed
at § -'2.096\Ppm, whereas only a minor part is found at § = 2.080
ppm,indicating that most of the chains bear such a Fﬁc residue.

Based on the aforementioned NMR results, and
those of the methylation analysis (sée table 2), the primary struc-
ture of F VIII/vWf fraction 3, representing the major N-glycosidic
glycan of this glycoprotein, is established to be as depicted in fig.
The structure is identical to that of human lactotransferrin glyco-
peptide D [:18] » and also to that of glycopeptide fraction B, deri~
ved from secretory immunoglobulins A from human milk [.19] . Compa-
.rison of the 500-MHz 1}I—NMR date for the F VIII/vWf fraction 3 des-

cribed in this paper with those acquired at 360 MHz for the aforemen-
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FIGURE 2

PRIMARY STRUCTURE OF THE}MAJOR N-GLYCOSIDIC GLYCAN OF F VITI/vWF
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tioned glycopeptides reveals that the reducing character of the oli-

gosaccharide released by hydrazinolysis and N-reacetylation does not

. markedly influence the chemical shifts of the structural-reporter

gr0ups'of Fuc (1+6)-linked to G1cNAc¥l nor those of GlcNAc-2, B (l+4)-
linked to GlcNAc-l.Obviously, the reporter-groups of GlcNAc-l differ
considerably when comparing oligosaccharide and glycopeptides (e.g.,
the NAc resonance of GlcNAc-l is found here at § = 2,039 ppm). Néver-
theless, it should be emphasized that this study shows again thé géne—
ral applicability of the structural-reporter-group concept for the

identification of glycopeptides, oligosaccharides and oligosaccharide-

alditols [ 17,20] .
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CONCLUSIONS

W——‘—.—‘_

Nos recherches ont permis de contribuer & mieux connaitre
le F VIII/VWf notamment dans le domaine immunologique, diagnostique

. thérapeutique et biochimique.

En ce qui concerne le domaine immunologique, notre

" 8ude sur 1'action de divers anticorps polyclonaux sur le F VIII et

le F vWf a montré que :

1°) I1 existe des différences essentielles entre
'action d'un sérum homologue de malade révélant une activité anticoagu-
lante anti-VIII:C et celle de sérums hétérologues de lapins immunisés
dvec des fractions\ riches en facteur VIII et qui montrent également
ine activité inhibitrice anti-VIII:C. Les premiers n'inhibent pas
'a rétention de plaquettes sur billes de verre de sang normal ou d'hémo-
Phile alors que les seconds la diminuent et 1'annihilent méme parfois
Sans qu'il y ait cependant de relation entre le titre d'anticorps
Mi-VIII:C et 1'intensité de 1'effet inhibiteur de la rétention des
Plaquettes sur billes de verre. I apparait donc que :

a) le sérum homologue &tudié@ contient
Ssentiellement des ‘anticorps qui agissent sur le facteur VIII mais
W'i1 ne comporte pas d'anticorps capables de neutraliser le site

dy F vWf responsable de 1la rétention des plaquettes aux billes de
Ve?‘re .

b) les sérums hétérologues de lapin qui
™Mt la propriété de précipiter en formant un complexe avec le F VWf
®t de neutraliser 1'activité coagulante du facteur VIII contiennent
deUx types d'anticorps 1indépendants : les uns sont dirigés contre
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le facteur VIII et sont responsables de 1'activité anti-VIII:C de
ces sérums tandis que les autres sont dirigés spécifiquement contré
le F vWf car ils agissent aussi bien sur le sang normal ou d'hémophile
A majeur. '

2°) Dans certaines conditions, des anticorps homologue€s
isolés du plasma d'un hémophile A polytransfusé et d'un malade ayant
spontanément développé un anticoagulant anti-VIII:C, sont capablés
de fixer le F vWf. Plusieurs éventualités peuvent expliquer ces résultats
et des expériences complémentaires seraient nécessaires pour concluré
ce chapitre ;

- a) existe-t-i1, contrairement & ce qué
1'on pense actuellement, une certaine communauté antigénique entreé
le F VIII et le F vWf ?

b) ou existe-t-il, dans le sérum de certain®
malades avec inhibiteur anti-VIII:C puissant, du & des anticorps anti-
F _VIII, une petite proportion d'anticorps dirigés contre le F wif
qu'on ne pourrait cependant mettre en évidence,ni par des réactions
de précipitation ni par la recherche d'inhibition des activités 1iées
au F viWf. -

3°) I1 est possible de doser le F VIII R:Ag par uné
technique de dosage immuno-enzymatique telle que la technique ELISA
que nous avons mise au point et qui requiert la préparation d'anticorp’
hétérologues, se liant au VIII R:Ag, couplés & de la peroxydase. Cetté
technique,beaucoup plus sensible que la technique d'électro-immunodiffusio”
quantitative, a, en outre, 1'avantage tout comme les techniques radioimmu”
nologiques, de ne pas étre dépendante de la mobilité é]ectrophorétique
du VIII R:Ag d doser et d'étre adaptée au dosage en série d'un gra"d
nombre d'échantillons.
- Dans' le dcmaine diagnostique et thérapeutique, nos
travaux ont présenté les intéréts suivants :

1°) Sur le plan du diagnostic, nous avons effectués
comme bien d'autres équipes, une étude comparative dans une popu1ati°n

de femmes normales ou conductrices certaines d'hémophilie A, du raPP°rt

entre lee tauy dtartivitd ecnaculanta VITT-f o+ dAlopdiaioae UITT p-Ad.




- 235 -

a) le rapport de ces deux valeurs liées,

'une au taux F VIIT, 1'autre & celui du F wWf, est en quelque sorte
é“ne constante :bio1ogique puisqu'il n'est pas modifié, chez un méme
;individu, dans des circonstances ol nous avons montré que le taux
‘d'activité VIII:C est augmenté (aprés exercice musculaire, en fin

de grossesse, au milieu du cycle menstruel),

b) le dosage du VIII R:Ag est un &lément
trés  intéressant pour pouvoir assurer qu'une femme est conductrice
d'hémophilie car la majorité des conductrices certaines squi ont un
;taux de VIII:C se situant dans les limites de ceux trouvés chez les
femmes normales, se distinguent de ces derniéres par le fait qu'elles
;Ont un rapport VIII:C/VIII R:Ag inférieur & celui trouvé dans une

Population témoin.

|
|
! 2°) Nous avons @galement pu mettre en é&vidence un
;état pathologique acquis sSimulant la maladie de Willebrand chez un
ih°mme présentant ,par ailleurs, une macroglobulinémie de Waldenstrém
*t montrer qu'il existait dans une de ses fractions d'Ig G purifiées

0 effet inhibiteur de 1'activits VIII R:RCo du F vWf normal.

3°) Nous avons mis en &vidence certaines formes anormales
Woying R:Ag chez les malades vWD, en comparant les résultats du dosage
1mmuno-enzymatique du VIII R:Ag avec ceux obtenus par la technique
c]assique d'électro-immunodiffusion quantitative. En effet, une mobilité
é]ECtrophour-ét'ique anormale du VIII R:Ag, telle qu'on 1la trouve dans
les formes appelées maintenant II A de la maladie de Willebrand, peut
1nduire des discordances entre les taux obtenus par les deux techniques,
Yues d une erreur par excés des résultats obtenus par électrophorése.

4°) Nos  expérimentations ont eu ééa]ement un intérét
ur o qe plan thérapeutique car nous avons mis au point une technique
% Préparation de concentrés de F VIII/vWf qui se sont avérés efficaces
Poyre le traitement des hémophiles A et des patients atteints de vWD.
Cette préparation a donc, contrairement aux autres concentrés thérapeuti-
Wes de F oyrII, 1a capacité de corriger 1'hémostase primaire des VWD
" cect nous parait étre 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 probléme de 1'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/WWf en mettant en &vidence, par un contrdle
immunologique minutieux, le fait que différents contaminants, qu'On
pense éliminer par tamisage moléculaire car ils ont une MM bien inférieuré
d celle du F VIII/WWf, s'associent en fait & ce complexe et persistent,
dans des proportions ol ils peuvent entacher d'erreur les &tudes biochimi-
ques ultérieures, dans certains types de préparation.

2°) Nous avons mis au point une technique originale
de chromatographie d'affinité sur immunoglobulines de 1lapin jmmunisé
avec une préparation contenant tous les constituants plasmatiques
sauf le F VIII R:Ag. Ce procédé a 1'avantage de permettre d'obtenir
du F VIII/VWf pur, puisque n'induisant que des anticorps précipitants
anti-VIII R:Ag chez le 1lapin, et encore doué, du moins en partiés
de ses activités biologiques dans la coagulation (VIII:C) et dans
1'hémostase primaire (VIII R:RCo).

3°) Nous avons contribué & 1'étude biochimique d€
la copule glycoprotéinique du F VIII/vWf en précisant sa composition
en acides aminés et en monosaccharides. C'est vers la copule glycanniqué
que se sont orientéds les plus récents travaux. Ils ont permis de montrer
1'hétérogénéité des glycannes puisqu'il existe & la fois une dizainé
de O-glycannes différents qui ne peuvent comporter des oligosaccharides
support de ]‘'activité de groupe A, contrairement & ce qu'avait affirmé
une autre équipe, et des g]ycanﬁes liés N-glycosidiquement & la chainé
protéique. Cependant, il existe un N-glycanne majeur, contenant envirof
45 p.100 des monosaccharides de ce complexe moléculaire, dont la structur®
hypothétique a &té récemment vérifiée. I1 s'agit d'un glycanne de
type lactosaminique, bi-antenné, monosialylé dont la structure complété
a été précisée p.229.

Ainsi,d 1'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 les prochaine
années, des données intéressantes concernant le probléme capital des
relations structure-activité du F VIII/vWf et de mieux comprendre
notamment le mécanisme de 1'intervention du F vWf dans 1'hémostds®

primaire. : ‘




}
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Nous envisageons tdut d'abord, et cette é&tude est

déjd en cours, de mettre & profit nos connaissances actuelles sur

" la structure des glycannes du F VIII/vWf pour étudier le rdle de ceux-

¢i dans safixation aux plaquettes. '

Nous projetons @&galement d'essayer de miniaturiser
les techniques d'étude qualitative des glycannes du F VIII/VWF, que
hous avons Jjusqu'ici appliqué & des préparations de plusieurs milligrammes,
afin de pouvoir &tudier la copule glycannique des formes anormales
de F VIII/VWf telles que celles isolées de plasmas de malades appelées
"variant de vWD". , 3 ‘

Enfin, mais cela ne sera possible que si nous pouvons
ftudier séparément le F VIII et le F vWf, nous aimerions pouvoir détermi-
Ner, au cas ol le F VIII serait réellement de nature glycoprotéique,
$i ses glycannes interviennent dans son activité coagulante VIII:C.
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