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ABREVIATIONS

Ac : anticorps,

AS VWF : asialo VWF (facteur Willebrand désialylé) = Neu ase vWF,
ADP: adénosine di-phosphate,

BH4K : borohydrure de potassium,

CNBr : bromure de cyanogéne,

ConA : concanavaline A,

CP : cryoprécipité thérapeutique,

DEAE-Sepharose : Diéthylaminoéthyl Sepharose,

DTE : dithioérythritol,

EIA : dosage par immunoélectrophorése,

ELISA : dosage immunoenzymatique,

Endo F : endo-N-acetyl-B -D-glucosaminidase (Flavorium meningosepticum),
FVIITI : facteur VIII,

FVIII:C : activité procoagulante du facteur VIII,

Fuc : fucose,

Gal : galactose,

GalNAc : N-acetylgalactosamine,

Galase : B-galactosidase,

Galox : galactose oxydase

GIcNAc : N-acétylglucosamine,

GP : glycoprotéine,

GPla : glycoprotéine plaquettaire Ia,

GPIb : glycoprotéine plaquettaire Ib,

GPIIb/IIla : complexe glycoprotéique plaquettaire II-IIIa,
HPM : haut poids moléculaire,

Ig : immunoglobuline,

kDa : kilodalton,

KR : tampon Krebs Ringer,

Man : Mannose,

Neu ase : Neuraminidase,

Neu ase vWF : vWF désialylé,

(Neu-gal)ase vWF : vWF désialylé puis partiellement dégalactosylé, -
PAS : coloration de Schiff a 1'acide periodique,

PG E1 : prostaglandine E1,

PG 12 : prostaglandine 12,

PN : plasma normal,

PRP : plasma riche en plaquettes,




PNA :
RCA :

RGDS

RIA :

SD :

SDS

SM

Spl

Spll :

Spll
Stve

TNBP :

TS

TSP :

U :

viD :

vWF
vWF:
vWF:

Y

Peanut agglutinin,

Ricinus communis agglutinin,

: enchainement de 4 acides aminés Arg-Gly-Asp-Ser,

dosage par radioimmunologie,
solvant détergent,

sodium dodécyl sulfate,

pite de cryoprécipitation servant a la préparation des concentrés de
FVIII,
: fragment I obtenu par la protéase V8,
fragment II obtenu par la protéase V8,
[ : fragment III obtenu par la protéase V8,

: protéase V8 extraite de Staphylococcus aureus,
Tri N butyl phosphate,
temps de saignement,

thrombospondine,

unité. Par définition, 1 ml de plasma renferme 1 unité de vWF:Ag et de
cofacteur de la ristocétine,
maladie de Willebrand,

: facteur Willebrand,
Ag : antigéne du facteur Willebrand,
RCo : activité cofacteur de la ristocétine du facteur Willebrand,

: vitesse de cisaillement.




INTRODUCTION




L'étude des malades souffrant de manifestations hémorragiques a
permis de montrer que chez certains d'entre eux il existe un trouble de
1'hémostase dite primaire (c'est-a-dire 1'ensemble des  phénoménes
physiologiques qui aboutissent & la formation d'un thrombus plaquettaire au
niveau de la 1lésion de 1la paroi vasculaire), di & 1'absence ou a 1la

modification d'une glycoprotéine plasmatique appelée facteur Willebrand (vWF).

La seule mesure de 1'activité fonctionnelle du vWF a &té, pendant
de nombreuses années, le test d'agglutination des plaquettes en présence d'un
antibiotique, 1la ristocétine. Cette agglutination, proportionnelle a la
quantité de VWF n'est cependant pas toujours corrélée & 1'activité
physiologique du vWF. D'autres tests "in vitro" ont également montré que Ile
vWF était capable de se fixer, d'une part, & la plaquette en présence de
ristocétine ou de thrombine et, d'autre part, a des constituants du
sous-endothélium, comme 1les fibres de collagéne. L'ensemble de ces
constatations a laissé supposer un rdle important et multifonctionnel du vWF
dans 1'hémostase primaire. I1 est apparu néanmoins que ces différents tests,
dont chacun fait apparaitre une fonction précise du vWF dans des conditions
fort é&loignées des conditions de flux de 1la circulation sanguine, ne
permettent pas de bien étudier le rdle physiologique du vWF dans la premiére
étape de 1'hémostase primaire, qu'est 1'adhésion plaquettaire.

C'est en 1972 que Baumgartner et al. ont mis au point un systéme
d'étude de 1'adhésion plaquettaire fondé sur des perfusions de sang,
permettant de reproduire les conditions hémodynamiques de la circulation
sanguine. Ce systéme 1leur permit d'étudier précisément 1les mécanismes
aboutissant & 1'adh&sion des plaquettes au sous-endothélium, et de montrer,
notamment, que 1'adhésion plaquettaire est dépendante du facteur Willebrand a
des vitesses de cisaillement identiques a celles de la microcirculation. On
comprend ainsi qu'un déficit quantitatif ou qualitatif en vWF se traduise par

une tendance hémorragique.

Au sein du laboratoire d'Hémostase du Centre de Transfusion de
Lille, o0, depuis de nombreuses années, on s'attache a étudier les relations
structure-fonction du facteur Willebrand, nous avons &té chargés de la mise au
point des systémes de perfusion de Baumgartner et al.,(1972) et Sakariassen et
al., (1983). En effet, cette technique é&tait nécessaire pour apprécier "in
vitro" 1'activité fonctionnelle du facteur Willebrand et, en particulier,
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mieux définir le r6le de la partie glycannique de ce facteur dans 1'hémostase

primaire.

Ce mémoire consistera dans un premier temps & faire le point
bibliographique sur 1‘'adhésion plaquettaire et sur le facteur Willebrand,
puis, aprés avoir exposé les techniques développées au laboratoire pour ce
travail, a présenter et discuter les résultats obtenus dans les trois voies
d'8études exposées ci-dessous :

* Comparaison de la capacité du facteur Willebrand purifié, natif
ou modifié par des exoglycosidases, a induire 1'adhésion plaquettaire.

* Recherche et é&tude des anticorps monoclonaux dirigés contre le
facteur Willebrand et inhibiteurs de 1'adhésion plaquettaire.

* Etude de 1'aptitude de divers concentrés de FVIII a corriger
1'adhésion plaquettaire




GENERALITES




L'ADHESION PLAQUETTAIRE

[ - ETUDE IN VIVO DE L'ADHESION PLAQUETTAIRE

La lumiére interne du vaisseau est tapissée par une monocouche de
cellules endothéliales. La base de ces cellules est implantée sur la matrice
sous-endothéliale (le sous-endothélium) composée de macromolécules dont les
collagénes, les glycosaminoglycannes, 1la fibronectine (Fn), 1le facteur
Willebrand (vWF), 1la thrombospondine (TSP), Tles microfibrilles. Ces
constituants, généralement synthétisés par la cellule endothéliale constituent
une surface thrombogéne. L'autre pdle de la cellule endothéliale est sa face
vasculaire, en contact avec le sang. Contrairement au - sous-endothélium, qui
n'est en contact avec le sang que lors d'une 1&sion vasculaire, 1'endothélium
n'active ni les plaquettes sanguines, ni le systéme de coagulation ; on dit
qu'il est hémocompatible. (Fig.1)

Les plaquettes sont des cellules anucléées de 6 & 8 um circulantes
dans le sang, de forme discoide et dérivées des mégacaryocytes médullaires.
C'est 1'interaction de la membrane plaquettaire avec le sous-endothélium qui
induit 1'adhésion plaquettaire. Cette premiére étape de 1'hémostase a donc
d'abord été étudiée par des expériences montrant les conséquences du contact
des plaquettes avec le sous-endothélium. '

Pour cela, on injecte & un animal (rat ou lapin) des plaquettes
sanguines radiomarquées, puis on 1ése une grosse artére par introduction d'un
catheter. Aprés quelques temps de circulation sanguine, on peut soit compter
sur le segment d'artére le nombre de plaguettes fixées, soit visualiser, par
morphométrie, 1'allure du thrombus formé. On a constaté ainsi que, lors d'une
lésion vasculaire, le sous-endothélium devenait trés rapidement recouvert
d'une couche de plaquettes adhérentes. De par cette adhésion, qui est la phase
initiale de 1'hémostase, la plaquette change de forme, s'étale sur le
sous-endothélium pour se fixer plus solidement, puis le contenu des granules
alpha et des granules denses intraplaquettaires 1ibéré (ADP, sérotonine, ...)
cause 1'agrégation plaquettaire, (Grove et al, 1979). La mise en oeuvre du
systéme de coagulation, initié par 1'activation des facteurs contact par le
sous-endothélium, provoque la formation de fibrine qui stabilise les agrégats
plaquettaires (Fig.2).
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Figure 1 :  STRUCTURE SCHEMATIQUE D'UNE PAROI D'ARTERE (coupe longitudinale)




Figure 2 :
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FORMATION DU THROMBUS PLAQUETTAIRE

(d'aprés J. HAWIGER, Human pathology, 1, 112, 1987)
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Cependant, ce systéme d'étude ne permet pas d'étudier précisément
les différents facteurs impliqués dans 1'hémostase. De plus, les résultats des
expérimentations animales ne sont pas directement transposables a 1'homme. La
mise en oeuvre d'un systéme "in vitro" a donc é&té nécessaire pour approfondir
les connaissances dans le domaine de 1'hémostase primaire et montrer notamment

1'intervention des facteurs plasmatiques dans 1'adhésion plaquettaire.

IT - TECHNIQUES D'ETUDE "IN VITRO" DE L'ADHESION PLAQUETTAIRE

A. ADHESION AU SOUS-ENDOTHELIUM

L'adhésion des plaquettes au sous-endothélium a été étudiée dans
un systéme de perfusion "in vitro" adapté pour reproduire les conditions de
circulation existant "in vivo" lors d'une 1é&sion vasculaire (Baumgartner et
al, 1972). Dans ce systéme un segment d'artére ombilicale déendothélialisée
est exposé & un flux constant de sang citraté reconstitué. Différents
paramétres peuvent &tre modifiés comme la composition du perfusat, la vitesse
du flux et le temps de perfusion.

Ce systéme est composé d'une pompe péristaltique, d'un entonnoir,
d'une chambre de perfusion cylindrique et d'un réservoir contenant le perfusat
(Fig.3). L'ensemble est maintenu a 37 °C par un bain marie régulé. Une tige
centrale dans la chambre de perfusion porte un segment d'artére aortique de
Tapin, (Baumgartner et al, 1972) ou ombilicale humaine (Sakariassen et al.,
1984), retournée en doigt de gant. Le flux de sang aspiré du réservoir par la
pompe péristaltique est régulé par un entonnoir. Ainsi par gravité, le sang
arrive dans la chambre de perfusion d'une fagon réguliére et continue, puis
retourne dans le récipient de départ. Dans ce systéme en circuit fermé, les
temps de perfusion sont en général de 3 & 5 minutes. Pour faire varier la
vitesse de flux, on doit modifier le débit et donc la position de 1'entonnoir.

Des études morphométriques, faites aprés passage du sang sur
1'artére permettent de visualiser les plaquettes fixées au sous-endothélium.
On distingue ainsi les plaquettes fixées en 3 grandes classes :

- Les plaquettes de contact "C"
La phase de contact représente la phase initiale de fixation de la plaquette
sur le sous-endothélium. La plaquette est ponctuellement attachée et non
intimement liée au sous-endothélium.
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——

Figure 3 :  LE SYSTEME DE PERFUSION EN CHAMBRE ANNULAIRE




- Les plaquettes étalées "E"
Cette phase d'étalement permet & la plaquette de se fixer plus solidement au
sous-endothélium grdce a son changement de forme et & la formation de
pseudopodes. Cette étape précéde 1'étape d'interaction plaquette-plaquette.

- Les thrombi
L'interaction plaquette-plaquette résulte en 1la formation d'agrégats
plaquettaires. En général, seul les agrégats d'une hauteur supérieure & 5 um
sont pris en compte.

Des é&tudes morphométriques permettent d'étudier, d'une part
1'adhésion plaquettaire au sens strict, c'est-a-dire les plaquettes de contact
et les plaquettes étalées, et d'autre part la phase ultérieure d'agrégation
plaquettaire. Cependant, étant donné que la durée de perfusion est courte, le
phénoméne d'agrégation reste limité.

Cependant, bien que 1'utilisation d'une artére humaine augmente la
signification physiologique des résultats et permette de faire des é&tudes
morphométriques, nous verrons plus loin que les constituants du vaisseau ont
un rdle important dans 1'adhésion plaquettaire et de ce fait peuvent masquer
une éventuelle anomalie du plasma étudié. I1 s'avére ainsi parfois nécessaire
de travailler dans un systéme analogue mais ol le fragment d'artére est
remplacé par un support recouvert d'un constituant purifié du sous-endothélium
ou d'une matrice extraéel]u]aire de cellules endothéliales en culture.

B. ADHESION AUX CONSTITUANTS PURIFIES DU SOUS-ENDOTHELIUM

Le systéme d'adhésion aux constituants purifiés nécessite une
chambre de perfusion différente de celle utilisée par Baumgartner. Ce type de
chambre a été développé par Sakariassen et al, (1983) sous le nom de chambre
rectangulaire. Dans cette chambre de perfusion, il est possible d'insérer des
lamelles de microscope sur lesquelles on a préalablement pulvérisé des
constituants purifiés du sous-endothélium.

En effet, les plaquettes sont capables de se fixer a divers
constituants du sous-endothélium comme les fibres de collagéne, la membrane
basale, 1'é@lastine. Par contre, les composants comme les fibres élastiques,
les protéoglycannes ne permettent pas la fixation des plaquettes, (Baumgartner
et al, 1976). Les divers types de collagéne présents au niveau du




sous-endothélium sont faciles a extraire et c'est pourquoi le collagéne est le
principal constituant wutilisé dans les systémes de perfusion. D'autres
constituants du vaisseau, par contre, comme les microfibrilles ne peuvent pas
8tre utilisés puisqu'il est techniquement impossible de les pulvériser
uniformément, (Fauvel et al, 1983).

Grdce a ce systéme, on peut d'une part comparer la capacité de
divers constituants du sous-endothé&lium comme par exemple les différents types
de collagéne, & induire 1'adhésion plaquettaire, et d'autre part, mettre en
évidence un défaut méme mineur des constituants plasmatiques impliqués dans
1'adhésion plaquettaire. Ainsi, en utilisant du collagéne purifié, on peut
déceler une anomalie ou une diminution modérée du vWF plasmatique, puisque ce
facteur, important dans 1'adhésion, n'est introduit dans le systéme que sous
sa forme plasmatique. Par contre dans le systéme de Baumgartner, le vWF du
sous-endothélium de 1'artére normale peut masquer un déficit plasmatique.

C. ADHESION AU COLLAGENE

1) Structure du collagéne

Le collagéne est la protéine majeure de Tla matrice
extra-cellulaire. I1 est synthétisé par 1la cellule endothéliale et le
fibroblaste. La principale caractéristique de toutes 1les molécules de
collagéne est leur structure hélicoTdale & trois brins. Trois chaines
polypeptidiques de collagéne appelées chaine a sont enroulées les unes autour
des autres, en une hélice réguliére pour former une molécule d'environ 300 nm
de long et de 1.5 nm de diamétre. Cette hélice est appelée collagéne
monomérique ou tropocollagéne, (Jaffe, 1976) (Fig.4).

Sept formes de chaines , d'environ 1 000 acides aminés ont pu
étre distinguées : a, (1), a:(II), o, (III), o, (IV), aiV), oa,(I) et a;
(V).

Les principaux types de collagéne sont appelés type I, II, III,
IV, V. Ils différent par leur composition et séquence en acides aminés ainsi
que par Teur partie glycannique, (Santoro et Cunningham, 1981). Au niveau du
vaisseau, on rencontre essentiellement les types I, III, IV et V.
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2) Principaux types de collagéne du tissu vasculaire

type chaine Localisation Capacité a induire
1'adhésion plaquettaire

I [a, (1)), afl) Adventice, Media oui
IT1 [a, (II1)], Media, Adventice oui
Iv [a, (IV)], Membrane basale controversée
v (o, ()], ap (V) disséminée controversée

(en petitesquantités)

Aprés leur sécrétion dans 1'espace extracellulaire, les molécules
de collagéne des types I et III s'assemblent en polyméres ordonnés grdce a des
liaisons intermoléculaires. Ces microfibrilles de 10 & 30 nm de diamétre,
visibles en microscopie électronique, sont souvent groupées en faisceaux plus
importants par multimérisation (Muggli et Baumgartner, 1973) pour former les
fibres de collagéne mesurant plusieurs micrométres de diamétre et observables
en microscopie photonique. (Fig.4).

Par contre, les molécules de collagéne type IV {(qui constituent la

majeure partie du collagéne de la membrane basale) et du type V ne forment pas
de fibrilles. Leur arrangement dans les tissus est encore mal connu.

3) Role du collagéne dans 1'adhésion plaquettaire

L'adhésion des plaquettes au sous-endothélium digéré par
1'@-chymotrypsine a montré que les fibres de collagéne du sous-endothélium
étaient impliquées dans 1'adhésion plaquettaire.

En systéme purifié, il a été montré que les collagénes purifiés de
type IV et de type V, qui ne sont pas fibrillaires, ne permettent pas
1'adhésion des plaquettes dans le systéme de perfusion. De plus, des anticorps
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monoclonaux dirigés contre ces deux types de collagénes n'induisent pas
d'effet inhibiteur sur 1'adhésion des plaquettes au sous-endothélium (Parson
et al,, 1986, Houdijk et al, 1983). Par contre, les plaquettes adhérent aux
collagénes de type I et de type III qu'ils soient sous forme fibrillaire ou
non fibrillaire. Cependant, sous forme non fibrillaire, on observe une forte
diminution des agrégats plaquettaires,( Houdijk et al, 1985a). Dans le
processus complexe de 1'hémostase primaire, le collagéne apparait impliqué,
d'une part dans la fixation de la plaquette au sous-endothélium, cette
adhésion étant dépendante du vWF @ haute vitesse de cisaillement, et, d'autre
part, dans 1'activation plaquettaire nécessaire & la formation de thrombus.

4) Role des glycannes dans 1'adhésion plaquettaire

Les glycannes du collagéne (lactose) ne semblent pas nécessaires a
1'adhésion des plaquettes, (Jaffe, 1976, Santoro et Cunningham, 1977, Puett et
al., 1972) ou, plus exactement, le site du collagéne nécessaire a 1'interaction
avec les plaquettes ne semble pas faire intervenir la fraction glycannique du
collagéne.

5) Domaine de fixation du vWF sur le collagéne

La séquence du collagéne impliquée dans 1'adhésion plaquettaire
n‘est pas encore réellement connue. Cependant, a partir de la chaine a du
collagéne III, Legrand et al. (1981) ont isolé, par coupure chimique au CNBr,
un peptide de 149 acides aminés, dont la dégradation enzymatique donne un
nonapeptide (Gly- Lys- OHPro- Gly- Glu- OHPro- Gly- Pro- Lys-) capable
d'inhiber 1'adhésion des plaquettes & la chaine a III.

L'importance de 1la région télopeptidique du collagéne dans
1'adhésion plaquettaire n'a pas encore été envisagée. On sait simplement que
cette région télopeptidique du collagéne monomérique est importante dans la
formation des fibres du collagéne, (Chesney et al, 1979).

6) Domaine de fixation de la plaquette sur le collagéne

Différentes glycoprotéines plaquettaires sont présumées étre les
récepteurs du collagéne, permettant ainsi la fixation de la plaquette au
collagéne sans 1'intervention du vWf. Les plaquettes de malades atteints de la
dystrophie hémorragique de Bernard-Soulier qui ont un déficit en GpIb, ont une
adhésion plaquettaire au sous-endothélium trés réduite, (Weiss et al, 1974).
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On pourrait donc se demander si la Gplb ne serait pas un récepteur du
collagéne présent au niveau du sous-endoth&lium. Cependant, cette hypothése a
été réfutée car ces plaquettes agrégent en présence de collagéne. I1 semble
donc que la Gplb ne soit pas le récepteur du collagéne (Hoyer, 1976), mais
qu'elle soit proche de celui-ci, (Ruan et al., 1987).

- La glycoprotéine IIb,(Shadle et al, 1984) ainsi qu'une protéine de 60 kDa,
(Shadle et Barondes, 1984) ont également été citées comme des récepteurs
éventuels du collagéne montrant ainsi que plusieurs récepteurs pourraient
étre impliqués dans 1'interaction plaquette-collagéne (Kotite et Cunningham,
1986).

- Cependant, des travaux récents, (Nieuwenhuis et al, 1986) ont montré, a
partir de 1'étude d'une malade avec syndrome hémorragique, que 1'absence en
glycoprotéine Ia (Gpla) s'accompagne d'un défaut d'adhésion et d'agrégation

des plaquettes au collagéne. La Gpla serait donc un récepteur du collagéne.

D. ROLE DES PROTEINES DU PLASMA ET DU SOUS ENDOTHELIUM

1) Role du facteur Willebrand

Le facteur Willebrand a wun rdle important dans 1'adhésion
plaquettaire. Ce rdle sera explicité dans le chapitre consacré au VWF (pau).

2) Role de la fibronectine

a) R6le de 1la fibronectine dans 1'adhésion des

plaquettes au collagéne

La fibronectine (Fn) est une glycoprotéine dimérique plasmatique
et tissulaire d'une masse moléculaire de 440 kDa. Sa concentration plasmatique
est de 250 & 600 ug/ml. En 1978, Hynes et al., (1978) suggérent que la Fn est
importante dans 1'adhésion des plaquettes au collagéne, puis d'autres travaux,
(Grinnell et al.,, 1979), (Kotelianski et al., 1981) montrent le rdle de la Fn
dans 1'étalement des plaquettes sur des surfaces recouvertes de collagéne.
L'étude précise du rdle de la Fn dans 1'hémostase primaire a été effectuée
grace au systéme de perfusion "in vitro" développé par Sakariassen,(Houdijk et
al., 1985 a). Dans ce systéme, lorsque le plasma utilisé est dépourvu de Fn,
1'adhésion des plaquettes au collagéne monomérique de type I et de type III
est fortement diminuée & des vitesses de cisaillement comprises entre 490 et




- 14 -

1 300 sec - . Si 1'on ajoute a ces plasmas de la Fn purifiée, & des

concentrations plasmatiques, 1'adhésion plaquettaire est restaurée, (Houdijk
et al, 1985 a). Par contre, cette diminution n'est pas observée sur collagéne
fibrillaire, puisque d'aprés les auteurs, 1'activation de la plaquette par la
fibre de collagéne provoque une Tlibération de Fn suffisante pour induire
1'adhésion plaquettaire.

Houdijk et al, (1985 a), ont montré que la Fn joue un rdéle en se
fixant sur le collagéne puisque des expériences dans lesquelles les lamelles
de collagéne sont préincubées avec la Fn puis mises en présence d'un perfusat
sans Fn donnent une adhésion plaquettaire normale.

Considérant 1le rdle complémentaire de la Fn et du facteur
Willebrand, i1 semble que leur site de fixation au collagéne soit différent.

b) R6le de la Fn plasmatique dans 1'adhésion des

plaquettes au sous-endothélium

La Fn plasmatique ne semble pas nécessaire a 1'adhésion des
plaquettes au sous-endothélium puisque la perfusion d'un plasma normal et d'un
plasma dépourvu de Fn induisent une adhésion plaquettaire similaire au sous
endothélium.

c) Rdle de la Fn du sous-endothélium

La Fn a été mise en évidence au niveau du sous-endothélium par une
technique d'immunofluorescence. A haute vitesse de cisaillement, 1'adhésion
plaquettaire n'est pas diminuée lorsque le plasma est dépourvu de Fn. Par
contre, si 1'on incube le sous-endothélium avec un antisérum de lapin dirigé
contre la Fn humaine, 1'adhésion plaquettaire est diminuée essentiellement a
haute vitesse de cisaillement, (Houdijk et Sixma, 1985 b). Ceci montre que la
Fn du sous-endothélium est suffisante pour induire 1'adhésion plaquettaire.

3) Role éventuel d'autres protéines

a) Protéines plasmatiques autres que le vWF et la Fn

La perfusion de sang reconstitué avec du plasma normal ou une
solution d'albumine humaine 3 4 % contenant du vWF (1 U vWF:Ag/ml) et de 1la
fibronectine (200 ug/ml1) induit une adhésion plaquettaire normale au collagéne
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humain fibrillaire ou non fibrillaire de type III, (Houdijk et al, 1985 a).
Ceci tend a prouver que seuls le vWF et la Fn sont impliqués dans 1'adhésion
des plaquettes,

b) Protéines du sous-endothé&lium

La thrombospondine (TSP) a été visualisée par immunofluorescence
au niveau de la matrice extracellulaire. Cependant, la préincubation de cette
matrice avec différents antisérums dirigés contre la thrombospondine n'inhibe
pas 1'adhésion des plaquettes & des vitesses de cisaillement comprises entre
100 et 1 300 sec -1 , (Houdijk et al., 1986 a). D'autres équipes, au contraire,
démontrent que la thrombospondine joue un rdle dans 1'adhé&sion des plaquettes
et qu'elle serait impliquée dans la pathologie des phénoménes adhésifs des
plaquettes, (Tuszynski et al, 1987).

Le nidogéne et la laminine qui sont é&galement localisés au niveau
du sous-endothélium sont certainement impliqués dans 1'adhésion plaquettaire,
(I11 et al, 1984). Cependant, peu d'études se sont encore portées sur ce
sujet.

E. ROLE DE LA MEMBRANE PLAQUETTAIRE

La membrane plaquettaire est en contact avec le sang. Elle posséde
des récepteurs pour certaines molécules du milieu plasmatique ; ces récepteurs
sont essentiellement des glycoprotéines dont la partie glucidique est orientée
vers 1'extérieur,

Quelques unes de ces glycoprotéines impliquées dans 1'hémostase
primaire sont identifiées et leurs propriétés biologiques sont également
développées dans les chapitres traitant du collagéne (p. 12) et du facteur
Willebrand (p. 31).

1) Effet des modifications enzymatiques de la surface plaquettaire

L'action d'enzymes protéolytiques sur Tes plaquettes, (Cazenave et
al, 1978 b), et plus particuliérement 1'action de la trypsine (Lahav et

Meyer, 1981) réduit Tleur capacité a adhérer au collagéne et au
sous-endothélium dans un systéme de perfusion contenant du vWF.

Si on retire 50 % de 1'acide sialique plaquettaire, 1'adhésion des
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plaguettes au collagéne et au sous-endothélium n'est pas modifiée ; seule une
faible augmentation de 1'agrégation induite par le collagéne est observée
(Greenberg et al, 1975). Par contre, en oxydant les résidus d'acide sialique
terminaux par le periodate, on diminue 1'adhésion des plaquettes au collagéne
et au sous-endothélium, (Cazenave et al, 1976).

I1 a été rapporté qu'une anomalie des glycannes des glycoprotéines
et glycolipides de la membrane plaquettaire est observée chez les urémiques.
Cette anomalie, mise en évidence par une diminution de la fixation de lectines
spécifiques de la N-acétylgalactosamine, du glucose et du mannose sur la
membrane plaquettaire, semble étre en relation avec une diminution de
1'adhésion des plaquettes au sous-endothélium (Manso et al, 1985).

2) Thrombopathies plaquettaires associées a une anomalie de
1'adhésion plaquettaire

Certaines thrombopathies dues a une anomalie des récepteurs
glycoprotéiniques plaquettaires se caractérisent par un défaut de 1'adhésion
des plaquettes au sous-endothé&lium. ' )

Ainsi, 1'absence de glycoprotéine Ib (Gplb) observée chez les
sujets atteints de la maladie de Bernard-Soulier induit une diminution de
1'adhésion plaquettaire & des vitesses de cisaillement supérieures a
500 sec - . En terme de répartition plaquettaire, toutes les formes de
plaquettes adhérentes sont diminuées, (Baumgartner et al, 1977, Weiss et al,
1978b, Weiss et al, 1974). De méme 1'adhésion des plaquettes normales au
sous-endothélium est diminuée en présence d'anticorps anti-GpIb, (Ruan et al.,
1981). Il a été montré cependant que les plaquettes de Bernard-Soulier ont un
déficit en d'autres glycoprotéines plaquettaires comme la GpV, une
glycoprotéine de 17 kDa, ce qui explique certaines différences observées en
adhésion plaquettaire entre des plaquettes de Bernard-Soulier et des
plaquettes normales incubées avec un anticorps monoclonal anti Gplb,
(Sakariassen et al., 1986 b).

En revanche, le défaut en Gpllb et IIIa 1ié & la maladie de
Glanzmann n'induit que quelques perturbations de 1'adhésion plaquettaire au
sous-endothé&lium, (Tschopp et al, 1975), (Baumgartner et al, 1977) puisque
1'étude morphométrique montre une augmentation des plaquettes de contact a
toutes vitesses de cisaillement ainsi qu'une diminution des plaquettes étalées
au dessus de 1 000 sec -1 et une absence d'agrégats entre 300 et
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1 500 sec ~!| , (Sakariassen et al, 1986 b). Le défaut d'Gtalement des

plaquettes déficientes en Gpllb Illa a d'ailleurs &té rapporté par d'autres
équipes, (Weiss et al, 1986). Toutefois, des expériences récentes ont montré
que des peptides de synthése contenant la séquence RGD (qui ferait partie du
domaine de fixation du VvWF sur Tles GplIlb IIIa) é&taient inhibiteurs de
1'adhésion des plaquettes au'collagéne et diminueraient fortement la formation
de thrombus plaquettaire, (Fressinaud et al, 1987). Néanmoins, il serait
nécessaire de savoir quels types de plaquettes (contact, étalées, thrombus)
sont diminuées pour comparer ces résultats & ceux des autres expériences
citées plus haut.

F. INFLUENCE MEDICAMENTEUSE

Dans ce paragraphe, nous traiterons briévement des différents
facteurs pouvant induire une diminution ou une augmentation de 1'adhésion
plaquettaire.

1) Aspirine

Certains auteurs ont montré que 1'adhésion plaquettaire était
inhibée par 1'aspirine, (Sheppart et al, 1972). L'aspirine inhibe 1la
cyclo-oxygénase plaquettaire qui permet la formation de thromboxane A2 (un
inducteur de 1'agrégation plaquettaire) mais inhibe d'autre part la
cyclo-oxygénase vasculaire qui permet la formation de la PGI2 qui, elle,
limite la croissance du thrombus plaquettaire. En fait, des é&tudes plus
approfondies font apparaitre que 1'aspirine inhibe la formation du thrombus
plaquettaire mais n'a pas d'effet sur la fixation méme de la p]aquette au
sous-endothélium (Cazenave et al., 1978 (a)).

En sang total citraté, Weiss confirme, dans le systéme de
perfusion selon Baumgartner, que 1'aspirine n'inhibe pas 1'adhésion des
plaquettes au sous-endothélium, bien qu'un léger effet inhibiteur soit observé
a haute force de cisaillement, (Weiss et al., 1981).

On peut donc dire que 1'adhésion plaquettaire n'est pas inhibée
par 1'aspirine, sous les conditions de flux, d'hématocrite et d'anticoagulant
généralement utilisées dans les systémes d'étude in vitro.
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2) Autres anti-inflammatoires

D'autres drogues anti-inflammatoires non stéroidiennes comme
1'indomethacine et 1le sulfinpyrazone, peuvent, sous certaines conditions,
inhiber 1'adhésion plaquettaire, (Cazenave et al, 1978c). La PGE1 a un effet
inhibiteur de 1'adhésion plaquettaire certainement di & sa capacité a
augmenter la concentration d'AMP cyclique plaquettaire, (Baumgartner et al,
1976, Cazenave et al, 1974, Cazenave et al, 1978 b). La prostacycline PGI2
produite par 1'endothélium inhibe 1'agrégation plaquettaire mais é&galement
1'adhésion plaquettaire au collagéne et au sous-endothélium, (Cazenave et al,
1979, Karniguian et al, 1982). De hautes concentrations de PGE1 et PGI2
inhibent la libération du contenu des plaquettes de lapin qui ont adhéré mais
cet effet n'est pas observé avec des plaquettes humaines, (Adelman et al,
1981, Cazenave et al, 1979). L'effet de la PGI2 est certainement trés
localisé, vu sa faible concentration circulante, son inhibition n'induit pas
d'augmentation de 1'adhésion plaquettaire. '

L'action du dipyridamole sur 1'adhésion plaquettaire est sujet a
discussion. En effet, dans le méme systéme de perfusion selon Baumgartner,
certains auteurs ne trouvent pas d'effet inhibiteur, (Weiss et al.,, 1981) alors
que, plus récemment, d'autres ont montré un effet inhibiteur du dipyridamole
sur 1'interaction plaquette sous-endothélium et plaquette-plaquette, (Escolar
et al, 1985). Cet effet inhibiteur semble é&tre confirmé par des essais
cliniques car 1'administration de dipyridamole avant intervention chirurgicale
et de dipyridamole associé a 1'aspirine, aprés 1'opération,'réduit les risques
de thrombose artérielle.

3) Action de diverses substances sur 1'adhésion plaquettaire

La nicotine et le monoxyde de carbone contenus dans la fumée de
cigarette pourraient étre a 1'origine de 1'augmentation des risques de lésion
du vaisseau et de la diminution de la durée de vie des plaquettes chez le
fumeur, (Fuster et al.,, 1981, Becker et al, 1979). La pression sanguine é&levée
peut étre également un facteur de 1'augmentation de 1'adhésion plaquettaire
chez les hypertendus, (Brook et al, 1985). De méme, 1'hypercholestérolémie
favorisant les 1ésions du vaisseau est associée au développement de
1'athérosclérose.
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LE FACTEUR WILLEBRAND

Le facteur Willebrand (vWF) est une glycoprotéine qui joue un rdle

important dans la premiére &tape de 1'hémostase primaire qu'est 1'adhésion
plaquettaire et qui sert &galement de protéine porteuse au facteur
antihémophilique A, le facteur VIII (FVIII). Le VWF est synthétisé par les
cellules endothéliales (Jaffe et al.,1974) et les mégacaryocytes (Sporn et al.,
1985). Sa concentration plasmatique généralement exprimée en U/ml (par
définition 1 ml d'un mélange de plasmas citratés normaux renferme 1 U de vWF)
est de 5 &8 10 wug/ml (Marchesi et al., 1972, Legaz et al., 1973) et sa
concentration plaquettaire de 0.34 U/10 9 plaquettes (Gralnick et al.,1986).

Le déficit quantitatif ou qualitatif en vWF induit un syndrome
hémorragique appelé maladie de Willebrand (vWD). Cette maladie est la plus
fréquente des maladies hémorragiques constitutionnelles, elle est de type
autosomique, le plus souvent dominant. Les malades atteints de vWD ont un
défaut de 1'hémostase primaire, mais également un trouble de la coagulation
1ié au déficit associé en FVIII. Ceci se traduit principalement par un purpura
cutané, et des hémorragies des muqueuses. En cas d'hémorragie ou avant
intervention chirurgicale, les patients atteints de vWD doivent subir wun
traitement substitutif, constitué d'injection de plasma normal, de
cryoprécipité ou de concentré de complexe FVIII/VWF, qui permet de pallier le
déficit quantitatif ou qualitatif en vWF et également en FVIII.

I - BIOLOGIE MOLECULAIRE

Des progrés considérables ont é&té faits, ces toutes derniéres
années, dans la connaissance du vWF grdce & 1'étude de la biologie moléculaire
de ce facteur. En effet les méthodes chimiques classiques ne permettent pas de
purifier et d'étudier facilement le vWF vu sa faible concentration plasmatique
et sa multimérisation. De plus, la sous-unité du VvWF est d'une masse
moléculaire importante et il s'avérait compliqué d'en déterminer la séquence
primaire compléte. Le clonage du cDNA du vWF a permis de montrer que la
molécule initialement codée a une masse moléculaire supérieure 3 celle de la
sous-unité mature connue. Cette molécule appelée pro vWF est en fait composée
de la sous-unité mature et de ce que 1'on appelle 1'antigéne II du vWF (Fig
5). Le séquencage du cDNA du vWF a permis de déduire 1'enchainement des acides
aminés du pro vWF et d'y différencier plusieurs domaines homologues (Fig.5).
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I1 existe 17 sites potentiels de N-glycosylation dont 13 sont situés sur la
sous-unité mature.

II - BIOSYNTHESE

En 1'état actuel de nos connaissances, les principales étapes de
la biosynthése du vWF pourraient étre schématisées comme nous le montrons sur
la figure 6.

Le vWF est synthétisé par la cellule endothéliale (Jaffe et al.
1974) et le mégacaryocyte (Sporn et al., 1985). Le géne codant pour le VvWF est
porté par le chromosome 12 (Ginsburg et al., 1985). Le mRNA a une longueur de
8.5 @ 9 kilobases code pour une protéine de 2 813 acides aminés d'une masse
moléculaire de 309 kDa. La glycosylation de ce polypeptide conduit & une
molécule d'une masse moléculaire d'environ 360 Kda appelée pré-pro-vWF.

Aprés 1'hydrolyse du peptide signal du cO6té NH2 terminal (22
acides aminés) le polypeptide se dimérise par formation de ponts disulfures du
c6té COOH terminal de chaque polypeptide. Ce dimére est le protomére du
facteur Willebrand et a une masse d'environ 700 kDa (Fowler et al., 1985 b,
Wagner et Marder, 1984).

Aprés 1'hydrolyse de 741 acides aminés du c6té NH2 terminal (qui
constituent une protéine circulante plasmatique appelée VWF antigéne IT
(VW:AgII) également diminuée chez les sujets atteints de vWD mais dont les
propriétés antigéniques sont distinctes de celles du VvWF) le dimére se
multimérise par formation de ponts disulfure du cdté NH2 terminal pour former
le vWF mature. Des travaux de Verweij (Werweij et al., 1987) ont montré que le
VW:AgIT é&tait impliqué dans le mécanisme de multimérisation. La partie NH2
terminale du vWF mature ne contient pas de ponts disulfures puisque son
hydrolyse par la plasmine ou la trypsine conduisant & la Tibération d'un
peptide de 34 kDa n'a pas d'effet sur la structure multimérique du vWF (Sixma
et al., 1984 b, Hamilton et al.,1985). A 1'&tat mature, le vWF est secrété dans
la circulation ou stocké dans les vésicules de Weibel Palade de la cellule
endothéliale.

IIT - STRUCTURE DU vWF

Des é&tudes physicochimiques ont permis de déterminer le
coefficient de sédimentation du vWF. Ce coefficient est de 16.4 pour Te vWF
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plasmatique et de 17.1 pour le vWF purifié aprés gel filtration. Cependant, le
coefficient de sédimentation varie de 23 & 13 entre les premiéres et les
derniéres fractions obtenues aprés passage sur Sépharose CL2B, confirmant
1'hétérogénéité du vWF (Barlow et al., 1984).

Les multiméres du vWF ont &té mis en évidence en électrophorése
sur gel d'agarose, tout d'abord a partir de vWF purifié. Cependant, depuis
quelques années, une méthode sensible basée sur 1'électrophorése en agarose en
présence de SDS et sur la détection consécutive du vWF par un anticorps
radiomarqué anti-vWF, puis révélation par autoradiographie, a permis d'étudier
le vWF plasmatique (Hoyer et Shainoff, 1980, Ruggeri et Zimmerman, 1981) et de
confirmer sa distribution multimérique héterogéne. En effet le vWF plasmatique
se révéle sous forme de nombreuses bandes dont la masse varie de 0.5 a 20 x
10 © kDa (van Mourik et Bolhuis, 1978, Perret et al., 1979).

Sur certains gels d'agarose a 2 %, chaque multimére apparait sous la forme
, 1981) ou de "quintuplet”

1986) qui ne peuvent s'expliquer par une simple

d'un "triplet" de 3 bandes (Ruggeri et Zimmerman
(Mazurier et al.,
polymérisation linéaire du protomére.

De récentes observations faites par microscopie électronique ont
permis de caractériser le protomére du vWF. Ce protomére semble composé de 2
grands domaines globulaires G (22 x 6.5 nm) symétriquement connectés & un
nodule plus petit n (6.4 x 3.4 nm) par 1'intermédiaire de domaines allongés R
(34 x 2 nm). On peut ainsi é&crire 1'enchainement formant le protomére sous la
forme GRnRG (Fowler et Fretto, 1985) (Fig.7). La masse moléculaire estimée de
ce protomére (540 Kd) confirme que le protomére est un dimére de la sous-unité
de 250 kDa. La multimérisation du vWF se ferait par le domaine G correspondant

a la partie NH2 terminale. On aurait alors 1'enchainement
(GRnRG) - (GRnRG) (Fig.7).

Le vWF natif est composé de 24 % de structure en hélice et 18 %

en feuillet plissé g-sheet (Loscalzo et Handin, 1984).

)

La séquence compléte des acides aminés du vWF a é&té publiée par
Titani (Titani et a1.7]986). Elle est déduite & la fois de 1'analyse chimique
directe des fragments CNBr de la protéine, et du séquengage du cDNA. Ainsi, on
remarque que le vWF est riche en cystéines (8.3 % des acides aminés totaux)
lesquels sont impliqués dans la formation de ponts disulfures puisque aucun
groupement thiol libre n'est détectable. Cette distribution de 1la cystéine
n'est pas homogéne. En effet, deux régions principales du c6té N-terminal (D'
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et D3) et du c6té C-terminal (D4, B1, B2, B3, Cl, C2) ont une trés forte
densité en cystéine. Ces deux régions sont séparées par un long segment qui en
est presque dépourvu (Fig. 5 p. 20).

Par séquencage de protéine, 1'emplacement de 12 N- et 10
0-glycannes a été déterminé (Titani et al., 1986). Ainsi sur les 13 sites
potentiels trouvés sur la sous-unité mature, 2 ne sont pas utilisés et une Asn
placée dans une séquence non usuelle de glycosylation (Asn - Ser - Cys) est,
par contre, glycosylée (Fig.5). Les N-glycannes qui constituent environ 70 %
de la copule glycannique du vWF (Samor et al., 1982), sont principalement
composés (60 %) du biantenné monosialylé de type N-acétyl-lactosaminique
(Debeire et al., 1983). De plus, Samor et al., (1986), ont isolé du VvWF un
glycanne tetraantenné de type N-acétyl-lactosaminique et un 0 glycanne majeur
représentant 80 % des structures 0 glycanniques (Samor et al., 1987). Ces
trois structures glycanniques du vWF sont représentées sur la figure 8.
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IV - TECHNIQUES D'ETUDE DU VvWF

A. DOSAGES IMMUNOLOGIQUES

* La technique EIA de Laurell a été adaptée au dosage de
1'antigéne du VvWF (Zimmerman et al., 1971). Sa sensibilité est cependant
Timitée (0.1 U/ml) et elle ne permet pas une bonne estimation de 1'antigéne
du vWF des malades ayant une répartition multimérique anormale.

* La technique RIA (Paulssen et al., 1975) basée sur la révélation
de 1'antigéne du vWF par un anticorps polyclonal radiomarqué est intéressante
par sa sensibilité mais a le désavantage de 1'utilisation de produits
radioactifs.

* La technique sandwich type ELISA (Barlett et al., 1976) permet de
doser 1'antigéne du vWF (vWF:Ag). Cette technique (Mazurier et al.,1977) est
environ 65 fois plus sensible que la technique EIA classique et permet de
déceler jusqu'a 0.0015 U/ml de vWF:Ag chez les patients VWD.

B. DOSAGES DU COFACTEUR DE LA RISTOCETINE

C'est Howard et Firkin (1971) qui les premiers ont constaté qu'en
présence de ristocétine, un antibiotique proscrit pour son effet
thrombopéniant, les plaquettes d'un plasma riche en plaquettes (PRP) de sujet
normal s'agglutinent alors que chez un sujet vWD 1'agglutination en présence
de ristocétine (RIPA) est diminuée ou nulle, cette anomalie étant corrigée par
adjonction de vWF exogéne.

Ainsi, en utilisant différentes dilutions de plasma pauvre en
plaquettes (PPP) de sujet normal, on peut établir des valeurs d'agglutination
qui sont fonction du taux de vWF et permettent un dosage pseudofonctionnel du
vWF. Ce dosage, de ce qu'il est convenu d'appeler le "cofacteur de 1la
ristocétine", est basé sur le calcul de la vélocité d'agglutination (Weiss et
al., 1973). La sensibilité de ce dosage est de 1'ordre de 0.1 U/ml. Cette
activité semble dépendante du degré de polymérisation du vWF. Cependant, on
observe que dans certains cas de la maladie de Willebrand, il n'y a pas de
corrélation entre Cofacteur de la ristocétine et temps de saignement.
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C. REPARTITION MULTIMERIQUE DU vWF

L'électrophorése en gel d'agarose en présence de SDS avec
révélation en autoradiographie aprés contact avec des anticorps radiomarqués
dirigés contre Te VvWF a permis de séparer et de visualiser les différents
multiméres du vWF (Hoyer et Shainoff, 1980, Ruggeri et Zimmerman, 1981). Cette
technique a confirmé Tla distribution multimérique hétérogéne du VvWF et a
permis de différencier les différents types de la maladie de Willebrand.

D'autres techniques é&lectrophorétiques mettent en évidence
1'existence de vWF normal protéolysé (Chopek et al., 1986, Zimmerman et al.

1986) indiquant que la sous-unité du vWF plasmatique n'est pas homogéne.

D. FIXATION DU vWF AUX PLAQUETTES

La fixation du vWF aux plaquettes est une étape importante de
1'hémostase primaire. Il est possible d'étudier "in vitro" cette étape en
présence d'agents inducteurs comme par exemple, la ristocétine et 1la
thrombine.

La ristocétine provoque la fixation ‘du VWF sur les plaquettes
(Zucker et al., 1977, Morisato et Gralnick, 1980). Cette fixation qui peut
s'expliquer par un phénoméne électrostatique (Coller et Gralnick., 1977) est
indépendante du métabolisme plaquettaire et des ions calcium, et peut donc se
faire avec des plaquettes formolées. Par contre, la fixation du vWF aux
plaquettes en présence de thrombine est dépendante du métabolisme de 1la
plaquette et des ions calcium.

Ces expériences de fixation du vWF aux plaquettes sont souvent
appelées "binding" et peuvent se faire avec du vWF plasmatique ("binding"
froid) ou du vWF purifié radiomarqué ("binding" chaud). Le "binding" chaud qui
utilise en général du vWF purifié normal ou modifié est utilisé dans 1'@tude
des mécanismes de la fixation du vWF aux plaquettes, et dans 1'étude des
patients souffrant de thrombopathies. Par contre, le binding froid est mieux
adapté a 1'étude du vWF des malades vWD.

E. LE SYSTEME DE PERFUSION IN VITRO :

Le systéme "in vitro" qui permet 1'étude de 1'hémostase primaire
dans des conditions relativement proches de celles existant "in vivo" est
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certainement le systéme de perfusion en chambre annulaire de Baumgartner et
al., (1972) puisque ce systéme respecte les conditions hémodynamiques de la
circulation sanguine. Ce systéme est détaillé page 6. D'autres systémes de
perfusion dérivés de celui de Baumgartner et al., (1972) ont &té développés
pour étudier 1'adhésion des plaquettes & des composants purifiés du
sous-endothélium ou sur des matrices extra-cellulaires (Sakariassen et al.
1983).

Ces systémes de perfusion permettent une bonne approche du rdle
biologique du vWF dans 1'hémostase primaire et ont donc permis de mieux
comprendre les mécanismes de 1'hémostase primaire.

Bien que toutes les fonctions du vWF qui sont impliquées dans
1'adhésion plaquettaire soient évaluées dans ce systéme, différents facteurs
comme 1'utilisation d'anticoagulant, le lavage et le marquage des plaquettes
peuvent influencer 1'adhésion des plaquettes et font que ce systéme peut
encore étre amélioré pour mieux reproduire les conditions de 1'hémostase
primaire.

V - DOMAINES FONCTIONNELS DU vWF

L'étude des propriétés biologiques des fragments de protéolyse et
d'hydrolyse chimique (CNBr) du facteur Willebrand et de 1'effet de différents
anticorps monoclonaux a permis d'identifier différents domaines fonctionnels
du vWF (Fig.5 p. 20).

* Le site de fixation du vWF sur la plaquette en présence de
ristocétine se situe sur un fragment trypsique de 116 kDa. Aprés réduction, ce
fragment donne un doublet de 53-55 kDa et fragment de 14 kDa (Sixma et al.
1984 b). Le doublet 53-55 kDa est encore reconnu par un anticorps monoclonal
inhibiteur de la fixation du vWF & la Gplb plaquettaire en présence de
ristocétine et de plus se fixe aux plaquettes en présence de ristocétine.
Aprés hydrolyse enzymatique de sa partie glycannique, on obtient un fragment
de 46 kDa qui est localisé entre les résidus 449 et 728 du VWF mature
(Fujimura et al., 1986). Sur ce fragment on a localisé é&galement le domaine de
fixation du collagéne et de 1'héparine (Houdijk et al., 1986b), ces deux
domaines étant différents du domaine de fixation & la GpIb. L'hydrolyse du VWF
par la protéase V8 de Staphylococcus aureus (StV8) confirme que le domaine
reconnu par la Gplb se situe a 1'extrémité NH2t sur une partie de 170 Kd

(Girma et al.’1986 a, Girma et al.)1986 b).
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* Des sites de fixation du vWF au collagéne se situent donc sur le
fragment de 46 kDa vu ci-dessus. Un deuxiéme site collagéne a été identifié
sur un fragment trypsique de 48 kDa, et également sur le fragment SPI obtenu
par hydrolyse du vWF par la StV8. Il se situe donc entre les résidus 911 et
1365 (Kalifatis et al., 1986).

* le site de fixation du vWF aux plaquettes en présence de
thrombine, donc sur le complexe GpIlb IIla, est différent du site de fixation
en présence de ristocétine (Houdijk et al., in press). En effet, aprés 24 h
d'hydrolyse trypsique, 4 bandes (200, 155, 116, 85 kDa) sont immunoprécipitées
par un anticorps monoclonal (vWF-9) inhibiteur de la fixation du vWF aux
plaquettes en présence de thrombine. Le fragment 116 kDa obtenu donne aprés
réduction 4 bandes de 54, 45, 30 et 21 kDa montrant ainsi qu'il est différent
du 116 Kd impliqué dans la fixation des plaquettes en présence de ristocétine
(Houdijk et al., 1986b, Girma et al., 1986a). Girma et al., 1986b ont ainsi pu
montrer que le domaine de fixation & la GpIlb IIla se trouvait sur un fragment
de 42 kDa du coté COOH terminal. La séquence Arg-Gly-Asp (R-G-D) située entre
les acides aminés 1743 et 1747 pourrait é&tre impliquée dans le site de
fixation du vWF a la Gpllb IIlIa puisque cette fixation est inhibée par des
peptides synthétiques qui contiennent cette séquence RGD commune & d'autres
glycoprotéines (fibrinogéne et fibronectine) qui se fixent également sur la
Gpllb I1la (Haverstick et al., 1985).

Derniérement Niiya et al., (1987) ont identifié un fragment de
40 kDa 1issu de 1'hydrolyse trypsique du fragment SplIl et inhibiteur de 1la
fixation du vWF sur les plaquettes stimulées & la thrombine. I1 n'a pas été
montré que ce fragment de 40 kDa dont le NH2t est positionné sur 1'acide aminé
1366, contenait la séquence RGDS (correspondant aux acides aminés 1744 a 1747)
dans sa partie C-terminale. En effet, ce fragment, d'aprés sa localisation,
pourrait certainement contenir 4 N-glycannes et 1 0O-glycanne et il semble donc
peu probable, vu sa masse, que son COOH terminal soit positionné aprés 1'acide
aminé 1744.

* Le facteur VIII (Foster et al., 1987) et 1'héparine (Fretto et
al., 1987) se fixent sur la partie N-terminale du VWF ce qui correspond aux
domaine D'D3 (fig 5). Ceci a été confirmé par des travaux de Jorieux et al.,
(1987). Takahashi et al., (1987) montrent que le site principal du vWF
permettant la fixation du FVIII se situe sur les 272 premiers acides aminés du
vWF correspondant & un fragment de 35 kDa.
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VI - INTERACTION DU vWF AVEC LES PLAQUETTES

La ristocétine induit 1'agglutination de plaquettes d'un plasma
riche en plaquettes de sujet normal. Par contre, cette agglutination n'est pas
observée chez un malade atteint de maladie de Willebrand sévére (Howard et
Firkin, 1971) ni atteint de Ta thrombopathie de Bernard-Soulier (Howard et al.
1973 b, Ruggeri et al., 1983). Cette agglutination est dépendante du taux de
facteur Willebrand plasmatique puisque ce facteur se fixe aux plaquettes en
présence de ristocétine (Zucker et al.,1977).

Deux hypothéses tendent & expliquer 1'action de la ristocétine :

- le vWF et les plaquettes sont chargés négativement et donc se repoussent
mutuellement. En présence de ristocétine chargée positivement, cet effet de
charge s'annule, ce qui permet 1'interaction du vWF avec les plaquettes
(Coller et Gralnick, 1977).

- la deuxiéme hypothése repose sur la fixation de la ristocétine sur wun
récepteur plaquettaire (GpIb) d'une part, et sur le vWF d'autre part (Kao et
al. 1979, Morisato et Gra]nick, 1980).

La fixation du vWF aux plaquettes en présence de ristocétine est
indépendante des ions divalents (Kao et al., 1979) et du métabolisme
plaquettaire. Elle peut donc se faire avec des plaquettes fixées au
formaldehyde ou au glutaraldehyde (Allain et a1.r1975).

On constate que les multiméres de haut poids moléculaire (HPM) du
VWF se fixent préférentiellement aux plaquettes en présence de ristocétine
(Doucet de Bruine et al.)1978) et induisent une agglutination plaquettaire en
présence de ristocétine fortement supérieure & celle obtenue avec des
multiméres de plus faible poids moléculaire. Ces observations sont confirmées
par 1'étude de certains variants de 1la maladie de Willebrand, qui se
caractérisent par un temps de saignement fort augmenté, un taux d'antigéne du
vWF  (vWF:Ag) 1égérement diminué et une agglutination des plaquettes en
présence de ristocétine presque nulle. En effet, 1'analyse des multiméres du
vWF de ces malades révéle 1' absence des multiméres de HPM. L'agrégation des
plaquettes en présence de ristocétine peut donc, dans certains cas, é&tre
directement corrélée avec le temps de saignement.

* L'existence d'un récepteur plaquettaire spécifique du vWF est
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mis en évidence par 1'étude de plaquettes de malades atteints du syndrome de
Bernard-Soulier qui est wune thrombopathie de transmission autosomale
récessive. Les plaquettes de ces malades n'agrégent pas en présence de
ristocétine et de vWF mais se comportent normalement en présence de thrombine
(Ruggeri et al.,1983, Howard et al., 1973 a) puisqu'elles ont un déficit en
glycoprotéine membranaire appelé GpIb (Clemetson et al., 1982) qui est le
récepteur du vWF sur Ta plaquette en présence de ristocétine. Chez certains de
ces malades traités avec des concentrés plaguettaires, i1 apparait des
anticorps anti-plaquettaires qui inhibent 1'agglutination des plaquettes
normales en présence de ristocétine (Tobelem et al., 1976). Cette inhibition
est également obtenue en présence d'anticorps monoclonaux dirigés contre la
GpIb.

D'autres études se sont portées sur les structures du vWF et de la
Gplb nécessaires a cette interaction en présence de ristocétine. Ainsi des
travaux ont'pu montrer qu'en présence de ristocétine, la GpIb fixait le dimére
de 440 000 daltons ainsi que le fragment de 285 000 daltons obtenu aprés
hydrolyse enzymatique par la StV8 (Bockenstedt et al., 1986).
D'autre part, un fragment protéolytique de la Gplb, la glycocalicine se fixe
encore sur le VvWF en présence de ristocétine. Par contre, si on libére les
acides sialiques terminaux, le galactose et 1la Nacétylglucosamine de 1la
glycocalicine, la fixation est diminuée d'environ 50 % (Michelson et al.
1986).

L'étude d'une autre maladie hémorragique autosomale récessive, la
thrombasthénie de Glanzmann a permis de mettre en évidence un autre récepteur
du vWF. Chez ces malades on observe une agrégation plaquettaire perturbée en
présence d'inducteur de 1'agrégation comme la thrombine, 1'ADP, le co]iagéne,
1'épinéphrine mais pas la ristocétine (Tobelem et al., 1976). On constate
également que leurs plaquettes ne fixent pas le vWF en présence de thrombine
(Ruggeri et al., 1982). Cette anomalie est liée & 1'absence ou & 1'incapacité
de se complexer des g1ycoproté1nes IIb et IlIa.

La maladie appelée pseudo-vWD ou "platelet-type vWD" correspond a
une anomalie plaquettaire intrinséque héréditaire qui se traduit par une
agrégation des plaquettes induite par le vWF natif en absence de ristocétine
et une adsorption des multiméres de masse moléculaire élevée du vWF. En
conséquence, dans le plasma de ces malades on note une absence des HPM du vWF
associée a une augmentation de 1'agglutination des plaquettes en présence de
faibles quantités de ristocétine (RIPA).
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Récemment Peterson et al., (Peterson et al.,l987) ont montré que
1'agrégation des plaquettes d'un PRP normal était possible en absence
d'inducteur de 1'agrégation en augmentant simplement la force de cisaillement
(180 dyne/cm 2 ). Cette agrégation est, elle aussi, dépendante du vWF et des
glycoprotéines de membrane plaquettaire Gplb et GplIIb et IIIla.

VIT - FIXATION DU vWF AU COLLAGENE

De nombreux travaux ont démontré que les collagénes fixaient le
VWF (Santoro et al., 1983, Scott et al., 1981). Cette propriété s'applique aussi
bien aux collagénes interstitiels de type I et III (Legrand et al., 1978,
Nyman, 1980) (le type III é&tant le plus réactif), qu'aux collagénes de 1la
membrane basale de type IV et V (Santoro, 1981).

La nature de cette interaction n'est pas encore bien connue ;
cependant, récemment, Bockenstedt et al. (1986) ont montré que le vWF formait
en présence de facteur XIII activé, une liaison covalente avec le collagéne.
Comme nous T'avons vu p. 9, 1la fibre de <collagéne est composée de
1'association de monoméres hautement ordonnés, mais il semble que seul
1'association de quelques monoméres soit suffisante pour permettre Ta fixation
du vWF au collagéne (Morton et al., 1983). Par contre, 1'action d'agents
dénaturants sur le collagéne, lui fait perdre ses propriétés de fixation au
vWF.

L'existence de deux sites de fixation du collagéne sur le vWF a
été démontrée. L'un est localisé sur le domaine Al du vWF entre les résidus
567-621 (Houdijk et al, 1986b) alors que 1'autre a été montré plus récemment
sur le domaine A3 (Roth et al., 1986) entre les résidus 969-992. Ces deux
domaines montrent des homologies de séquence.

La structure méme du vWF intervient également dans sa fixation au
collagéne puisque certains auteurs ont montré que les multiméres de HPM du vWF
se fixaient préférentiellement au collagéne (Santoro 1983, Kessler et al.
1984, Brown et 'al.) 1986). D'autre part, le dimére du VvWF ainsi que les
fragments protéolytiques obtenus aprés hydrolyse par la StV8, n'entrent pas en
compétition avec le vWF dans sa fixation au collagéne, (Bockenstedt et al.
1986) ce qui confirme 1'importance de la structure multimérique du vWF.
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VIIT - ROLE DU vWF DANS L'ADHESION PLAQUETTAIRE

A. ROLE DU vWF PLASMATIQUE

1) Adhésion des plaquettes au collagéne

L'adhésion des plaquettes au collagéne purifié obtenue en présence
d'un plasma de Willebrand sévére, est normale pour des vitesses de
cisaillement inférieures a 500 sec ~! (Houkijk et al., 1985a). Au dessus de
cette valeur, contrairement aux valeurs obtenues avec un plasma normal,
1'adhésion plaquettaire n'augmente pas proportionnellement au flux sanguin.
Ainsi a 1 000 sec -1 , 1'adhésion des plaquettes obtenue en présence d'un
plasma sans vWF est environ 3 fois inférieure a celle obtenue avec un plasma
normal. Le vWF plasmatique joue un rdle en se fixant sur le collagéne puisque
en préincubant les lamelles recouvertes de collagéne avec du vWF purifié, la
perfusion d'un sang dépourvu de VvWF donne une adh&sion plaquettaire normale

(Houdijk et al., 1985 a).

2) Adhésion des plaquettes au sous-endothélium

L'adhésion des plaquettes au sous-endothélium est dépendante du
taux de vWF plasmatique pour des vitesses de cisaillement supérieures a
600 sec -1 (Sakariassen et alv 1980). Chez le vWD sévére 1'adhésion des
plaquettes est fortement diminuée & haute force de cisaillement (Tschopp et
al., 1974, Weiss et al., 1978 a).

Dans le systéme de perfusion selon Baumgartner, ol 1'artére est
une artére de lapin normal, on constate que 1'adhésion plaquettaire résultante
de la perfusion avec un sang de Willebrand sévére n'est que faiblement
diminuée puisque le sous-endothélium contient du vWF.

L'étude de 1'adhésion des plaquettes au sous-endothélium en
présence de vWF radiomarqué a 1'iode 125, a permis de montrer que le VvWF se
fixe au sous-endothélium essentiellement pendant les deux premiéres minutes de
perfusion. Pendant la premiére minute, le nombre de plaquettes fixées au
sous-endothélium est similaire quelque soit le taux de vWF plasmatique.
Cependant, 1'augmentation de 1'adhésion plaquettaire aprés 2 a 5 minutes ne se
produit qu'en présence de vWF. On peut alors dire que la fixation du vWF au
sous-endothélium précéde 1'augmentation de 1'adhésion plaquettaire (Bolhuis et

al.,1981).
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En perfusant du sang de vWD, on observe une augmentation des
plaquettes "contact" et une nette diminution des plaquettes étalées et des
thrombi (Bolhuis et al., 1981). Cependant cette augmentation des plaquettes
contact est relative puisque chez le sujet normal, les plaquettes contact
s'activent et s'étalent avant de former des agrégats.

D'autres travaux ont accordé au VWF un rdle essentiel dans la
phase initiale d'attachement (Turitto et al., 1983). Ces travaux ne sont pas
nécessairement contradictoires. En effet, i1 est possible que Tle vWF soit
impliqué dans la phase initiale d'attachement en créant un lien solide entre
la plaquette et le sous-endothélium, ce qui permettrait & la plaquette de
pouvoir ultérieurement s'étaler. En absence de vWF, 1la plaquette contact
risque au bout d'un certain temps d'étre détachée par le flux sanguin.

De 1'ensemble de ces travaux, on peut conclure que le VWF

plasmatique est nécessaire a 1'adhésion des plaquettes au sous-endothélium
surtout a haute vitesse de cisaillement.

B. ROLE DU vWF DU SOUS-ENDOTHELIUM

Le vWF du sous-endoth&lium a &té mis en évidence par une technique
d'immunofluorescence. Stel et al. (1985) ont montré que 1'adhésion plaquettaire
était fortement diminuée & des vitesses de cisaillement supérieures a
500 sec -1 lorsque le sous-endothélium était préalablement incubé avec un
anticorps monoclonal dirigé contre le vWF ayant un effet inhibiteur sur 1la
fixation du vWF aux plaquettes en présence de ristocétine ainsi que sur
1'agrégation plaquettaire induite par la ristocétine. Ces auteurs ont donc
montré que 1'adhésion des plaquettes au sous-endothélium & haute vitesse de
cisaillement était dépendante & la fois du VvWF plasmatique et

sous-endothélial.

C. IMPORTANCE DE LA STRUCTURE MULTIMERIQUE DU vWF DANS L'ADHESION
PLAQUETTAIRE

La structure multimérique du VWF influence son rdle dans
1'adhésion des plaquettes au sous-endothélium, ainsi que dans la correction du
temps de saignement chez 1les vWD. Il a été montré que‘ les concentrés
thérapeutiques riches en FVIII/vWF mais dont les formes multimériques du vWF
de HPM sont absentes, ne corrigent pas le temps de saignement chez les vWD
(Blatt et a].,1976, Green et Potter, 1976). Aussi, dans le systéme de chambre
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de perfusion, ces concentrés ne corrigent pas 1'adhésion plaquettaire bien que
les taux de cofacteur de la ristocétine soit élevé. On observe également chez
les variants de la maladie de Willebrand qui ont une absence des HPM du vWF,
une augmentation du temps de saignement et une adhésion plaquettaire diminuée
dans le systéme de perfusion. A partir de ces observations, il semble bien que
les multiméres de masse moléculaire élevée du vWF aient un rdle important
dans 1'adhésion plaquettaire. De plus, ces multiméres sont plus facilement
adsorbés sur les plaquettes en présence de ristocétine ou de collagéne (Doucet
de Bruine et al., 1978, Santoro, 1983). Par contre, Aihara et al. (1986) ont
montré que les multiméres de faible masse moléculaire du vWF sont impliqués
dans 1'interaction initiale entre les plaquettes et 1les billes de verre
recouvertes de collagéne, mais ce systéme d'étude est cependant é&loigné des
systémes de perfusions. Néanmoins, 1'importance de la structure multimérique
dans 1'adhésion plaquettaire est controversée. En effet, lorsque 1'on sépare
en trois le volume mort d'une colonne de gel filtration aprés injection de
VWF, les trois fractions qui contiennent des multiméres de masse moléculaire
différente (6 a4 14, 4 a 9, 3 a 7.5 x 10 6 kDa) corrigent de la méme fagon
1'adhésion plaquettaire (Sixma et al., 1984 a). De plus les mémes auteurs
montrent qu'en présence de 3 mM de dithioerythritol (DTE), les multiméres du

VWF, bien qu'ayant une masse de 0.5 a 1.5 10 6

kDa et un cofacteur de la
ristocétine fortement diminué, corrigent toujours 1'adhésion plaquettaire. Il
faut néanmoins souligner qu'a 5 mM de DTE les multiméres du vWF ont toujours
une masse moléculaire de 0.5 a 1.5 10 6 kDa, mais ne corrigent plus 1'adhésion
plaquettaire. De plus, le fragment SpIII du vWF obtenu aprés hydrolyse par la
StV8, corrige 1'adhésion plaquettaire au collagéne d'une fagon équivalente au
VWF natif, montrant que la structure multimérique n'est pas nécessaire a
1'adhésion plaquettaire (Sakariassen et al., 1986 a). Malgré tout, dans cette
expérience, le fragment SpIIl est incubé avec 1le collagéne et non pas
introduit dans le perfusat. On peut donc se demander si la fixation du SpIII
au collagéne, dans ces conditions et non en flux continu, ne permettrait pas
une pseudo-multimérisation du vWF capable d'induire une adhésion plaquettaire
normale.

IX - ROLE BIOLOGIQUE DE LA FRACTION GLYCANNIQUE DU vWF

A. ETUDE DE CAS PATHOLOGIQUES

Des travaux semblent montrer qu'il pourrait y avoir une anomalie
de la composition en monosaccharides du vWD chez certains malades vWD.




- 37 -

Ainsi, Gralnick a montré un défaut de coloration de Schiff a
1'acide periodique, du vWF isolé & partir de 5 sujets atteints de la maladie
de Willebrand (Gralnick et al., 1976). Par contre, une étude similaire faite
par Zimmerman chez 15 malades (Zimmerman et al., 1979) réfute cette hypothése.
Cependant, les faibles taux de vWF chez Tes malades atteints de vWD font que
cette méthode semble peu adaptée a la détection d'une éventuelle anomalie du
taux de sucres du vWF dans la vWD.

L'utilisation de lectines marquées a 1'iode 125 (ConA spécifique
du Mannose et du Glucose) montre que le VWF d'un malade vWD a une affinité

125 I ConA, ce qui pourrait correspondre & une anomalie des

diminuée pour 1la
glycannes  (Howard et al., 1979). De méme, une technique de
radio-immunoélectrophorése montre que le vWF de certains malades vWD se fixe
moins bien sur la ConA que le vWF normal (Howard et al., 1981). Pour Mikani et
al., (1983), il y a une étroite correspondance entre la diminution de
1'affinité de la lectine RCA I (spécifique du galactose) pour le vWF de malade
de vWD de type IIA et, celle de multiméres de vWF normal de faible masse
moléculaire. De plus, le taux de galactose des multiméres de faible poids

moléculaire serait moins important que celui des autres multiméres.

Une étude de Gralnick et al., (1976) semble montrer que les taux
d'acide sialique, de galactose et de N-acétylglucosamine libérés par action
d'exoglycosidases sur le vWF d'un malade vWD seraient inférieurs & ceux
obtenus a partir de vWF de sujets normaux. Cependant, il faut considérer ces
résultats avec beaucoup de prudence vu les trés faibles quantités de vWF
utilisées. De Marco et al., (1985b) ont é&galement montré que le. vWF d'un
Willebrand type IIB induisait de la méme fagon que le vWF désialylé, une
agrégation du PRP, suggérant que le vWF de ces malades pourrait étre
désialylé. Cependant, des travaux récents du méme auteur (De Marco et al.,
1987) effectués sur 4 malades vWD de type IIb issus de 3 familles différentes

et chez 4 sujets normaux, tendent & montrer que le taux d'acide sialique n'est
pas significativement différent entre les malades et les sujets normaux.

B. UTILISATION DE GLYCOSIDASES

L'étude du rdle de la copule glycannique du vWF peut se faire en
utilisant des glycosidases. On compare alors les propriétés du vWF modifié par
ces enzymes avec celles du vWF natif.
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1) Utilisation des neuraminidases

L'acide sialique représente 30 % des sucres du vWF. Les deux
principales neuraminidases utilisées dans la littérature sont celles de
Clostridium perfringens et Vibrio cholerae généralement utilisées a pH acide.
Elles 1libérent 1la presque totalité de 1'AS du vWF permettant d'obtenir
1'asialo VWF ou (Neu)ase vWF, (Federici et al., 1984),

a) Propriétés du (Neu)ase vWF

Le (Neu)ase vWF a la propriété particuliére d'induire 1'agrégation
des plaquettes d'un PRP en absence de tout inducteur de 1'agrégation (Vermylen
et a].)1973, Vermylen et al., 1974, Vermylen et al., 1976, Kirby et Mills, 1975,
Gralnick et al., 1985, De Marco et Shapiro, 1981, De Marco et alv 1985 a).
Cependant, cette propriété n'est possible qu'en PRP citraté, et est inhibée
par 1'EDTA (Vermylen et al., 1974, Kirby et Mills, 1975, De Marco et Shapiro,
1981). Elle est également diminuée lorsque 1'on utilise des plaquettes lavées
ou formolées, ou un PRP provenant d'un malade ayant une thrombopathie de
Bernard-Soulier (De Marco et Shapiro, 1981). Le site de fixation du Neu(ase)
VWF sur la plaquette semble é&tre la glycoprotéine Gplb et 1le complexe
GpIIb/IIla puisque sa fixation est fortement diminuée en présence d'un
anticorps dirigé contre la Gplb et diminuée d'environ 1/3 en présence d'un
anticorps anti-GpIIb Illa (Gralnick et al., 1985, De Marco et al.,1985 a).

L'affinité du (Neu)ase vWF pour la plaquette a été attribuée 3 la
perte de ses charges négatives. Sa fixation sur la Gplb entrainerait
1'expression des sites récepteurs du complexe GpIlb/IIla sur lesquels se
fixerait le (Neu)ase vWF et Tle fibrinogéne, induisant ainsi 1'agrégation
plaquettaire.

En outre, le (Neu)ase VWF se fixe au collagéne type I d'une fagon
similaire au vWF natif (Kessler et al., 1983).

Pour certains auteurs, 1'agrégation des plaquettes induite par la
ristocétine en présence de VWF n'est pas modifiée aprés désialylation du vWF
(Federici et al., 1984, De Marco et al.,1985a, Gralnick et al.,1982) alors que
pour d'autres elle serait diminuée de 50 & 74 %. Cependant, il est toujours
difficile d'apprécier ce type d'agrégation puisque le (Neu)ase vWF induit a
Tui seul 1'agrégation des plaquettes d'un PRP et peut donc modifier
1'agrégation en présence de ristocétine. Aussi, cette diminution est souvent
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associée a une modification de la distribution des formes multimériques du vWF
(Federici et al., 1984, Goudemand et al., 1985).

Toujours en présence de ristocétine, le (Neu)ase vWF se fixe aux
plaquettes d'une fagon similaire au vWF natif (Goudemand et al,, 1985).

La durée de vie du (Neu)ase vWF est trés inférieure a celle du vWF
natif (Sodetz et al., 1977) puisque 1le (Neu)ase VWF comme d'autres
glycoprotéines désialylées, se fixe sur un récepteur hépatique spécifique des
résidus de galactose (Hudgin et al., 1974).

2) Action d'une B-galactosidase sur le vWF

L'utilisation d'une B-galactosidase sur le vWF natif permet de
retirer 19 (Gralnick et al., 1983) & 20 % (Goudemand et al., 1985) des résidus
de galactose. En présence de ristocétine, le vWF partiellement dégalactosylé
permet 1'agrégation des plaquettes lavées ou formolées.

Au laboratoire, nous avons montré que la fixation du vWF, modifié
par une pg-galactosidase, aux plaquettes en présence de ristocétine est
fortement diminuée, alors qu'elle ne 1'est pas en présence de thrombine
(Goudemand et al., 1985) et que 1la composition multimérique du VWF
dégalactosylé partiellement montre une perte des formes multimériques de masse
moléculaire &levée (Goudemand et al., 1985). Cependant pour Gralnick et al.

(1983) cette composition n'est pas modifiée.

3) Action d'une g-galactosidase sur le (Neu)ase VWF

L'action d'une g-galactosidase sur le (Neu)ase vWF libére un taux
de galactose de 48 a 60 % pour certains auteurs (Goudemand et al., 1985) ou de
83 % pour d'autres auteurs (Gralnick et al.)1983). Cette différence pouvant
s'expliquer par des conditions d'hydrolyse différentes.

Mise a part les travaux de Federici et al., (1984) la plupart des
articles se rapportant aux propriétés du (Neu)ase vWF modifié par une
g-galactosidase sont concordants : 1'agrégation des plaquettes en présence de
ristocétine étant diminuéede 75 & 90 % en fonction du taux de galactose libéré
(Gralnick. 1978, Gralnick et a].,1983, Kao et a].)1980, Morisato et Gralnick
1980). Pour Federici, cette agrégation est diminuée de 40 % si 1'on n'utilise
pas d'inhibiteur de protéases, alors qu'en présence d'inhibiteur de protéases
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(benzamidine, leupeptine, aprotinine), il n'y a pas de diminution (Federici et
al., 1984).

En présence de ristocétine, la fixation aux plaquettes du (Neu)ase
vWF traité par une g-galactosidase est fortement diminuée (Morisato et
Gralnick 1980, Goudemand et al.)1985) alors qu'en présence de thrombine elle
n'est pas modifiée (Goudemand et al.,1985).

Pour la plupart des auteurs, 1'étude électrophorétique du (Neu)ase
VvWF modifié par une B-galactosidase, montre une perte des HPM du vWF (Gralnick
et al., 1983, Goudemand et al., 1985). Par contre, Federici et al. (1984) en
présence d'inhibiteur de protéases n'observent pas de disparition des HPM du
VWF mais simplement 1'apparition de formes multimériques de migration plus
rapide qu'ils attribuent a une diminution de la masse moléculaire consécutive
d la perte de 1'acide sialique et du galactose.

4) Utilisation de la galactose oxydase

L'oxydation des résidus de galactose du (Neu)ase vWF, Tui fait
perdre ses propriétés d'agrégation du PRP (Vermylen et al., 1973). De méme,
1'oxydation du galactose du vWF natif et du (Neu)ase vWF (Fukui et al., 1977)
induit une forte diminution de 1'agrégation des plaquettes formolées en
présence de ristocétine. La réduction des résidus galactose oxydés restaure
1'agrégation (Gralnick, 1978).

La composition multimérique du (Neu)ase VWF est également modifiée
aprés action de la galactose oxydase, avec une perte des multiméres de masse

moléculaire élevée (Gralnick et al.,1983).

5) Utilisation d'endoglycosidases

Les N-glycannes tels que le N-glycanne majeur du vWF, peuvent étre
libérés totalement en utilisant respectivement une endoglycosidase qui coupe
la liaison g-1-4 réunissant les deux résidus N-acétylglucosamines se situant
prés du point d'attache de la chaine glycannique, puis une glycopeptidase qui
hydrolyse la liaison asparaginyl-N-acétylglucosamine.

L'hydrolyse du vWF par 1'endo- N-acétylglucosaminidase F (endo-F)

extraite de Flavobacterium meningosepticum (Elder et Alexander, 1982) a permis

)
de réduire a 31 % la copule glycannique du vWF (Federici et a].’1984). Ainsi,
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Federici et al. (1984) montrent que 1'activité cofacteur de la ristocétine
n'‘est que trés peu diminuée (89 % d'activité restante) et concluent que la
copule glycannique du VWF n'est pas impliquée dans 1'agrégation des plaquettes
en présence de ristocétine. De méme, la composition multimérique reste
normale, avec cependant apparition de formes de migration plus rapides.

6) Action de lectines sur le vWF

La concanavaline A {(conA) se fixe d'une fagon semblable sur Tles
différents multiméres du vWF (Furlan et al.,1980).

La lectine de Ricinus communis (RCA) qui reconnait spécifiquement
le galactose, se fixe mieux sur les chaines peptidiques obtenues aprés
réduction de polyméres de masse moléculaire élevée que sur celles provenant
des polyméres de bas poids moléculaire. Martin et al,, (1983) montrent que les
fragments obtenus aprés hydrolyse trypsique du vWF (200 000, 116 000, 45 000
daltons) réagissent tous les trois de la méme fagon vis-&-vis de la lectine
RCAII, avant ou aprés traitement par la neuraminidase, ceci tendant & prouver
que le contenu en galactose de ces trois fragments est identique.

7) Autres expériences

Hellerquist et al. (1985) montrent que le VvWF bovin perd ses
propriétés agglutinantes vis-a-vis des plaquettes formolées d'origine humaine
aprés action d'une g-galactosidase d'Escherichia coli.

Wagner et al. (1986) utilisent un inhibiteur de 1la
N-glycosylation, la tunicamycine, et montrent que le vWF alors synthétisé est
monomérique et ne peut se dimériser. La glycosylation du vWF parait donc
importante dans les processus de polymérisation.

Des résultats récents (Federici et al., 1987) montrent que 1'action
d'enzymes protéolytiques comme la plasmine, la chymotrypsine et la trypsine,
induit une diminution des HPM du vWF nettement plus marquée lorsque le vWF est

désialylé et partiellement dégalactosylé. Ces travaux tendent a confirmer le
role protecteur des glycannes.
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MATERIEL ET METHODES

I - LE SYSTEME DE PERFUSION

A. RAPPELS

Comme nous 1'avons vu page 6, le systéme de perfusion est composé
d'un réservoir qui contient le sang, d'une pompe, d'un entonnoir et de la
chambre de perfusion (Fig. 3 p. 7). I1 existe deux types de chambre de
perfusion : la chambre rectangulaire dans laquelle est insérée une artére
ombilicale humaine, et la chambre annulaire dans laquelle sont insérées des
lTamelles recouvertes de collagéne. Aprés avoir présenté les facteurs physiques
influengant ces deux systémes, nous les décrirons en détail puis présenterons
les caractéristiques du perfusat, de 1la perfusion avant de présenter
1'interprétation et les écueils de cette technique.

B. FACTEURS PHYSIQUES INFLUENCANT L'ADHESION PLAQUETTAIRE

L'étude de 1'adhésion plaquettaire avec le systéme de perfusion se
fait sous le contrdle de différents paramétres physiques comme la durée de
1'expérimentation, 1'intervention des &léments cellulaires du sang et la
vitesse de flux.

1) Influence du temps de perfusion

L'adhésion plaquettaire augmente en fonction du temps de perfusion
(Sakariassen et al., 1980). Cette augmentation varie suivant la nature du
constituant thrombogéne utilisé.

Sur collagéne type I ou sur sous-endothélium de lapin, on observe
une augmentation de 1'adhésion plaquettaire dans les 5 premiéres minutes de
perfusion, avant apparition d'un plateau. Par contre, en présence de collagéne
type III , 1'adhésion plaquettaire augmente réguliérement jusqu'a des temps
supérieurs a 10 minutes. Cette augmentation est essentiellement due a
1'apparition de thrombus plaquettaire et c'est pour cette raison que Tles
temps de perfusions utilisés pour 1'étude de 1'adhésion plaquettaire sont
limités en général de 3 & 5 minutes.
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2) Influence des constituants cellulaires du sang

L'adhésion plaquettaire augmente avec le nombre des plaquettes

sanguines lorsque leur concentration varie de 25 & 300 10 2 par litre de
plasma (Sakariassen et al., 1980).

L'adhésion des plaquettes dépend également de 1'hématocrite (Turitto
et Baumgartner, 1975 ; Turitto et Weiss, 1980). Cette dépendance a tout
d'abord été expliquée par la libération d'ADP provenant des globules rouges
endommagés (Born et Wehmeyer, 1979). Cependant, la substitution des globules
rouges par des membranes de globules rouges (dépourvus d'ADP) n'induit pas de
modification de 1'adhésion plaquettaire (Sakariassen et al., 1983). D'autre
part, AartT et al (1983) ont montré que 1'adhésion plaquettaire é&tait
dépendante de la taille des globules ainsi que de leur déformabilité (Aart et
al., 1984b). Tous ces travaux montrent que les globules rouges ont un rdle
hémodynamique dans 1'adhésion plaquettaire.

3) Influence de la vitesse du flux

-

La vitesse de flux est directement proportionnelle a la vitesse de
cisaillement qui est un paramétre essentiel de 1'adhésion plaquettaire. Pour
définir la force de cisaillement, i1 faut considérer deux couches fluides en
mouvement, séparées par une distance infinitésimale dx. La force exercée entre
ces deux fluides se définit comme la force de cisaillement (t) usuellement
exprimée en mPa. Le gradient de vitesse entre ces deux couches (dV/dx) se
définit comme la vitesse de cisaillement (y), exprimée en sec-1. vy est donc
proportionnel & la vitesse du flux et inversement proportionnel & la distance
dx. Ainsi, au niveau des petites artéres, la vitesse de cisaillement sera
souvent beaucoup plus élevée que dans les veines et les grosses artéres. Les
vitesses de cisaillement au niveau des veines et grosses artéres sont de 10

sec-1 a 100 sec-1, au niveau des petites artéres de 100 sec-1 & 1 000 sec-1,
et dans la microcirculation de 1 000 sec-1 & 10 000 sec-1.

Le calcul théorique de la vitesse de cisaillement dans la chambre de
perfusion s'applique facilement & des liquides dit Newtonien, c'est-d-dire que
la viscosité (p = t/v) du fluide ne varie pas avec la force exercée sur
celui-ci.

Cette propriété ne s'applique qu'aux fluides composés de petites

molécules et ne peut pas s'appliquer directement au sang. En effet, 40 % du
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volume sanguin est composé de grandes cellules, les globules rouges, qui
influencent les propriétés hémodynamiques du sang. La viscosité du sang est
ainsi dépendante de la déformation ou de 1'agrégation des globules rouges
soumis a des forces. Le sang ne sera donc considéré comme un liquide Newtonien
que sous certaines conditions :

A 1'état statique ou a de trés basses vitesse de cisaillement, les
hématies sont principalement sous forme d'agrégat ce qui donne une viscosité
apparemment élevée.

Quand on augmente 1la vitesse de cisaillement, les globules rouges se
dispersent, et la viscosité diminue puisque les globules rouges ont 1la
propriété de se déformer .

Quand la vitesse de cisaillement atteint 100 sec-1, la viscosité du sang reste
constante et dans ces conditions, le sang peut étre considéré comme un liquide
Newtonien (Merril, 1969). Il faut également ajouter que, dans le systéme de
perfusion en chambre annulaire, ces conditions seront respectées si 1'artére
utilisée est d'une épaisseur fine et uniforme sur tout le segment inséré dans
la chambre (Aart et al., 1984a).

C. DESCRIPTION DU SYSTEME

La pompe péristaltique est une pompe VERDER VRX 200 munie d'un tuyau
de pompe silicone de 1.6 mm d'épaisseur et de 3.2 mm de diamétre intérieur.
L'entonnoir est en matiére plastique. Sa partie d'écoulement inférieure doit
avoir un diamétre de 3.5 mm. Le réservoir du perfusat est un tube plastique de
30 ml, sa forme conique diminue les risques d'introduire des bulles d'air dans
le systéme. Du tuyau silicone de 1 mm d'épaisseur et de 3.2 mm de diamdtre
intérieur réunit les différentes piéces de systéme. L'ensemble est maintenu &
38°C au bain marie.

1) La chambre de perfusion annulaire

a) Description - Calcul de la vitesse de cisaillement

La chambre de perfusion annulaire est schématisée sur la figure 9.
L'artére ombilicale retournée en doigt de gant est enfilée sur la
tige centrale de la chambre, en contact avec le flux sanguin. La vitesse de

cisaillement (Y) est dinversement proportionnelle & la distance a = Ro-RI
séparant le sous-endothélium de la paroi interne de la chambre et est donnée
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par la formule générale :

2K 1
+
2Q 1 - k2 k Tn k
Y -
mRoS  1+kE o+ 1-kC
In k
dans notre chambre de perfusion : Ro = 0.306 cm
et sachant que : R1 = 0.185 cm (0.17 rayon de la tige

centrale + 0.015 épaisseur
de 1'artére)
et sachant que :
R1
k_ et Qest le débit en ml/sec.
Ro

alors = 291.6 x Q

Ainsi pour un débit de pompe généralement utilisé de 2.8 ml/sec ,
la vitesse de cisaillement sera de 816 sec

b) Préparation de 1'artére ombilicale

Le cordon ombilical humain est prélevé juste aprés 1'accouchement et
conservé dans 1'eau physiologique contenant des antibiotiques (200 U/ml
pénicilline ; 0.2 mg/ml streptomycine). Le cordon ombilical comporte 2 artéres
et 1 veine. Les 2 artéres sont extraites délicatement du cordon ombilical,
puis sont 1lavées et conservées pendant au plus 72 heures dans 1'eau
physiologique contenant Tles antibiotiques. Avant leur utilisation dans Tle
systéme de perfusion, les artéres sont mises en tampon HEPES 10 mM, NaCl
150 mM pH 7.4 contenant 200 U/ml de pénicilline et 0.1 mM d'aspirine. L'artére
est ensuite enfilée sur une sonde métallique de 1.5 mm de diamétre et 1'excés
de tissu conjonctif est retiré de fagon & ce que 1'épaisseur de 1'artére soit
uniforme sur toute sa longueur, puis 1'artére est retournée en doigt de gant.
La simple exposition de 1'endothélium & 1'air ambiant pendant cette é&tape
assure la déendothélialisation. Des segments d'artére de 1.5 cm de long sont
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délicatement enfilés sur la tige centrale de la chambre de perfusion et
conservés avant perfusion (1 & 2 heures maximum) dans un tampon HEPES 10 mM,
NaCl 150 mM, pH 7.4.

2) La chambre de perfusion rectangulaire

a) Description - Calcul de la vitesse de cisaillement

‘ La chambre de perfusion rectangulaire est schématisée sur la figure
10. Notre chambre comporte deux bouchons sur lesquels sont placées les
lamelles recouvertes de collagéne, ce qui nous permet de faire les mesures en
duplicate. La vitesse de cisaillement (Y) est inversement proportionnelle a la
profondeur de la gorge centrale et est donnée par la formule :

1.03 x 6 Q
Y = ————— sec

ab®

débit en ml/sec

Q
<
n

Tongueur de la gorge en cm

H

profondeur de Ta gorge en cm

Pour notre chambre de perfusion : a=1cethb=0.1ce qui donne
Y= 618 x Q. Ainsi, pour un débit de pompe de 2.8 ml/sec, la vitesse de
cisaillement sera de 1 730 sec -1 . Nous voyons que, pour un méme débit, la
vitesse de cisaillement obtenue avec ce type de chambre rectangulaire est
environ 2 fois supérieure & celle de la chambre annulaire.

b) Préparation des Tamelles recouvertes de collagéne

* Préparation du collagéne

Le collagéne est isolé a partir d'artéres ombilicales. Comme nous
1'avons vu dans le chapitre sur 1'adhésion plaquettaire p. 9, les artéres
comportent des fibres de collagéne essentiellement du type I et III.

Les cp]lagénes de type I et III sont purifiés d'aprés la technique de
Chandra-Rajan (1978) basée sur la renaturation des fibres de collagéne aprés
hydrolyse par 1a pepsine. En conséquence, nous travaillerons avec du collagéne
de type I et de type III. Pour notre travail, nous avons utilisé un mélange de
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Figure .10 : SCHEMA DE LA CHAMBRE RECTANGULAIRE

Notre chambre comporte, elle, deux bouchons (la vitesse
de cisaillement est inversement proportionnelle a la
profondeur de la gorge centrale (b) ).
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collagéne de type I et de type III qui induit une bonne adhésion plaquettaire.
Le collagéne non fibrillaire (collagéne I, III nF) s'obtient par dialyse des
fibres de collagéne (1 mg/ml) contre une solution d'acide acétique 50 mM
pendant 15 jours a + 4 °C. Le collagéne obtenu est conservé a + 4 °C et garde
ses capacités a induire 1'adhésion plaquettaire pendant au moins 2 mois. La
concentration de la solution de collagéne est estimée en multipliant par 7.64
(Szymanowicz et al., 1982) le taux d'hydroxyproline trouvé dans la solution
(Hypronosticon, Organon teknica). L'analyse en gel de polyacrylamide montre la

présence de bandes a 115 et 129 kDa correspondant respectivement aux chaines
a;l et a,I, a,III.

* Préparation des lamelles

Les Tamelles de microscope (18 x18 mm) sont lavées par trempage pendant
une nuit dans de 1'ethanol puis rincées a 1'eau distillée.

Le collagéne I, III nF est pulvérisé uniformément sur les lamelles avec
un airographe sous une pression d'azote de 1 atmosphére. La quantité finale de
30 ug par cm 2 a été déterminée dans un premier temps par pesée, puis la
méthode est standardisée sachant que 80 % de la quantité totale de départ est
retrouvée sur les lamelles.

L'utilisation du collagéne non fibrillaire permet de diminuer
T'activation plaquettaire et donc de réduire Tla formation d'agrégats
plaquettaires. Les lamelles sont conservées & température ambiante et
utilisées dans les deux heures qui suivent la pulvérisation.

D. PREPARATION DES PERFUSATS

Quelque soit le type de chambre de perfusion utilisé, les étapes de
préparation des perfusats sont identiques.

Une poche de sang de 400 ml d'un donneur de sang n'ayant pas pris
d'aspirine depuis au moins une semaine est prélevée sur 40 ml (1/10 en volume)
de citrate trisodique & 3.1 %. Le sang est tout d'abord réparti en tubes
coniques de 30 ml, centrifugé et traité selon le protocole de la figure 11
pour isoler le plasma, les plaquettes et les globules rouges.

Les plaquettes sont traitées par 1'aspirine (p. 17) et ensuite
radiomarquées par 1'oxine d'Indium 111, puis, aprés é&limination de 1'Indium
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Figure 11 : Préparation du PPP, des globules rouges et des plaquettes sanguines
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111 libre, on compte la radioactivité associée aux plaquettes de facon a
calculer la radioactivité spécifique (Fig. 12).

Le perfusat est composé de :

- 40 % de globules rouges (6 ml)

- 60 % de plasma (9 ml) (pool de 20 plasmas normaux, 11 mM tri Na
citrate) ou d'une solution d'albumine & 4 %, contenant 320 000 plaquettes par
microlitre. _

- Volume total : 15 ml.

E. LA PERFUSION

1) Mode opératoire

Le principe de la perfusion est le méme quelque soit le type de
chambre utilisé. En effet, aprés avoir introduit 1'artére ou les lamelles de
collagéne dans la chambre de perfusion, on rince le systéme avec 30 ml de
tampon HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4. Puis, le perfusat incubé 5 min a
38 °C est aspiré du récipient (bas) vers 1'entonnoir (haut) par la pompe
péristaltique ; le sang coule alors par gravité de 1'entonnoir (haut) qui sert
a réguler le flux vers la chambre de perfusion (bas) pour revenir ensuite dans
le réservoir de départ. Le passage de sang a travers la chambre de perfusion
se fait en général pendant 3 a 5 minutes en circuit fermé. A la fin de la
perfusion, la chambre est de nouveau rincée par 30 ml de tampon HEPES. Enfin,
1'artére ou la lamelle de microscope est retirée de la chambre de perfusion
puis rincée avec le tampon HEPES.

2) Calcul du nombre de plaquettes fixées

Le nombre total de plaquettes radiomarquées fixées est évalué par
comptage de la radioactivite.

a) Chambre annulaire

Les extrémités de 1'artére sont coupées symétriquement de fagon &
ce que le segment central ait une longueur de 1 cm. Le segment de 1'artére est
alors placé dans un tube plastique puis le nombre des plaquettes fixées sur
1'artére est calculé en comptant la radiocactivité au compteur gamma.

Les résultats sont exprimées en 10 ° plaguettes par cm 2

3




- 53 -

sachant qu'un segment d'artére de 1 cm de long a une surface de 1.16 cm 2 .

nombre de cpm x radioactivité spécifique

nombre de plaquettes/cm2 =
1.16
b) Chambre rectangulaire

Les lamelles de microscope sont cassées et placées dans des tubes
dont on mesure ensuite la radioactivité au compteur gamma. La surface sur
laquelle adhérent les plaquettes est de 1.8 cm

nombre de cpm x radioactivité spécifique

nombre de plaquettes/cn% =
1.8
3) Calcul du pourcentage d'adhésion

Le calcul du pourcentage d'adhésion a été effectué de 2 facgons
différentes :

- lorsqu'il s'agit d'une correction de 1'adhésion plaquettaire avec du vWF,
100 % représente la valeur obtenue avec le plasma normal et 0 % la valeur
obtenue avec le plasma de vWD (PvWD). Ainsi le pourcentage d'un échantillon X
est calculé selon la formule :

(Adhésion échantillon X) - (Adhé&sion PvWD)
Pourcentage d'adhésion = x 100

(Adhésion plasma normal) - (Adh&sion PvWD)

Par contre, 1lorsqu'il s'agit d'une inhibition de 1'adhésion
plaquettaire, le pourcentage de fixation est donné par simple rapport de 1la
valeur d'adhésion de 1'échantillon X sur la valeur d'adhésion du plasma
normal

Adhésion échantillon X

Pourcentage d'adhésion =
Adhésion plasma normal

Ce mode de calcul dans ce cas est préférable puisque 1'adhésion
des plaquettes au sous-endothélium n'est que peu diminuée avec un plasma de
VWD, alors qu'elle 1'est fortement en présence de certains anticorps
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monoclonaux (p. 35).

4) Calcul du pourcentage de fixation du VvWF radiomarqué au

collagéne ou au sous-endothélium dans le systéme de perfusion

Arbitrairement, nous avons fixé 100 % la valeur obtenue avec le
vWF natif. Le pourcentage d'une préparation X est calculé en faisant le
rapport de la valeur de la préparation X sur la valeur du vWF natif.

5) Calcul statistique

Nos résultats sont exprimés en moyennes + 1 é&cart type. n
représente le nombre de passages dans le systéme de perfusion pour une
expérience. Lorsque n n'est pas précisé, il est égal a 3.

N représente 1le nombre d'expériences. Lorsque le nombre
d'expérience n'est pas indiqué c'est qu'une seule expérience, soit n passages,
a été effectuée.

, Notre test de significativité s'appuie sur le test de Student
pour une différence de moyenne. p représente le risque d'erreur & n-2 degré de
liberté,

F. CAUSES D'ERREURS

1) Liées au systéme de perfusion

La lyse des globules rouges par la pompe & galets peut entrainer une
libération d'ADP qui induit 1'agrégation des plaquettes. I1 est donc
nécessaire de vérifier en fin de perfusion le taux d'hémoglobine 1libre qui ne
doit pas excéder 300 pg/ml. Dans le cas contraire, il est nécessaire de régler
1'étrier de la pompe de fagon a augmenter la distance entre les galets et le
tuyau dont 1'épaisseur doit nécessairement étre de 1.6 mm pour assurer une
bonne rigiditeé.

La perte de chaleur due & ce qu'une partie du systéme (entonnoir,
tuyau) se trouve a la température ambiante, doit é&tre compensée par une
température initiale légérement supérieure & 37 °C (38 °C), et impose une
Tongueur de tuyau calculée de fagon a ne pas avoir d'excédents et des temps de
perfusions relativement courts (environ 5 minutes).

La présence de bulles d'air dans le systéme de perfusion lors de
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1'expérimentation induit une variation du nombre des plaquettes fixées.

Ces différentes causes d'erreurs 1iées au systéme de perfusion
s'appliquent aussi bien au systéme en chambre annulaire, qu'en chambre
rectangulaire, bien que les &tudes morphométriques soient essentiellement
adaptées au sous-endothélium.

2) Liées a la technique de la chambre annulaire

Les principales causes d'erreurs sont bien sir liées & 1'artére
ombilicale elle-méme. En effet, la dissection de 1'artére ombilicale est une
technique délicate qui doit aboutir & une artére uniforme, dépourvue de tissu
conjonctif et sans 1ésion du sous-endothélium.

Aux extrémités de 1'artére, le flux n'est plus laminaire, et
1'adhésion plaquettaire dans cette région est augmentée. C'est pourquoi, il
est important d'éliminer les deux extrémités (2.5 mm) pour avoir mesurer
1'adhésion sur un segment uniforme.

Une autre cause d'erreur, réside dans 1'imprécision de la mesure
de la longueur du segment d'artére, avant comptage de la radioactivité, due &

1'élasticité de 1'artére.

3) Liées a la technique en chambre rectangulaire

Lorsque 1'on travaille avec des plaquettes radiomarquées, la
technique en chambre rectangulaire semble plus feproductible. En effet, dans
ce systéme, la matrice de fixation des plaquettes (par exemple le collagéne)
est Ta méme pour chaque expérimentation. Cependant, dans cette technique, la
partie délicate de manipulation est la pulvérisation du collagéne sur les
lamelles, qui doit se faire uniformément.

D'autre part, nous avons remarqué que le flux de sang a
1'intérieur de la chambre pouvait parfois déborder de la gorge centrale de la
chambre de perfusion et de ce fait induire une erreur.

IT - FIXATION DU vWF AUX FIBRES DE COLLAGENE ("BINDING" COLLAGENE)

~A. COLLAGENE FIBRILLAIRE

La formation des fibres de collagéne est assurée en dialysant le
collagéne non fibrillaire de type I, IIl (en solution & 1 mg/ml) contre un
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tampon NA 2 HPO 4 0.02 M pendant 48 h a + 4°C.

B. LA TECHNIQUE DU "BINDING COLLAGEN"

1) 50 microl. de chaque dilution de collagéne (1, 1/2, 1/4, 1/8,
1/16)
+ 250 microl. de plasma normal (Binding froid)
ou 99 % de plasma normal + 1 % vWF radiomarqué (Binding chaud)
vWF marqué = 7 x 10 4 cpm/mg
+ 10 microl. de liquide d'ascite

2) Incubation & 37 °C pendant 10 min.

3) Fin de réaction par centrifugation des fibres de collagéne a
10 000 g pendant 5 min.

4) Calcul du pourcentage de VvWF fixé

Binding froid : par dosage du vWF:Ag présent dans le surnageant, et

sachant la quantité de vWF:Ag dans le plasma normal, on en déduit la quantité
fixé aux fibres de collagéne.

Binding chaud : aprés avoir vérifié par dosage du vWF:Ag en ELISA du

VWF plasmatique que le vWF radiomarqué a la méme affinité pour le collagéne
que le vWF plasmatique, on peut considérer que le pourcentage de radioactivité
dans le culot de centrifugation correspond au pourcentage de vWF plasmatique
fixé aux fibres de collagéne. '

IIT - AUTRES TECHNIQUES

A. Calcul du pourcentage des multiméres de haut poids moléculaire (HPM)
du vWF

L'enregistrement des profils multimériques est obtenu & partir des gels a
2.5 % d'agarose en présence de SDS, analysés au moyen d'un "HELENA P24
scanner" ., Le pourcentage de HPM du vWF est arbitrairement défini comme la
proportion des pics correspondant aux multimers supérieurs ou égaux a la bande
numérotée 5 (Fig.13).
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RESULTKRTFS FERSONNEL S

Notre travail a été mené selon trois axes de recherche qui seront
abordés successivement en rapportant d'abord les publications correspondantes
et les expérimentations complémentaires. Chacune des trois parties de ce
travail sera discutée séparemment.

I - ETUDE DU ROLE DE LA COPULE GLYCANNIQUE DU vWF DANS L'ADHESION PLAQUETTAIRE

Notre laboratoire travaille depuis de nombreuses années sur le VWF et
en particulier sur sa copule glycannique. Ainsi des travaux antérieurs faits
au laboratoire ont montré que 1'hydrolyse de 1'acide sialique et d'une partie
du galactose du VWF induisait une diminution de la fixation du VWF aux
plaquettes en présence de ristocétine associée a une perte des HPM du VWF.
Cependant, on peut se demander quelle est 1'incidence de ces modifications
dans un systéme physiologique. I1 nous a donc semblé nécessaire d'étudier les
propriétés de ce vWF modifié en utilisant le systéme de perfusion développé
par Sakariassen.

Certains travaux ont été faits en collaboration avec 1'équipe du
Professeur Sixma & Utrecht et sont réunis dans 1'article (accepté par la revue
Blood) que nous présentons. D'autres résultats complémentaires seront
présentés a la suite de cet article.
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Abbreviations used in this paper:

vWF = von Willebrand Factor

CHQO = carbohydrate

CHO-vWF = carbohydrate modified vWF

Native-vWF = glycoprotein with all the CHO

{Neul-ase-vWF = vWF treated with neuraminidase

(Neu-Gall-ase-vWF = vWF sequentially treated with neuraminidase and
beta-galactosidase

(Neu-Gal-eFl}-ase-vWF = vWF sequentially treated with neuraminidase,

’ beta-galactosidase and endoglycosidase F

TBS = tris buffered saline
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ABSTRACT

In this cooperative study we have explored the role of the
carbohydrate moiety (CHO) of von Willebrand factor in supporting platelet
adhesion. Because of previous discrepant results. all purifications steps
and CHO modifications by various enzymes were critically evaluated.
Under our conditions CHO-modified vWF preparations contained less than
5% of the initial sialic acid | (Neul-ase~vWF | and less than 45% | (Neu-
Gellase-vWF | or 21% | (Neu-Gal-eF)-ase-vWF | of the D-galactose. These
preparations usually showed increased electrophoretic mobility but no
significant foss of high molecular weight multimers when proteolysis had
been prevented. Some degree of proteolysis was seen in some carbohydrete-
modified vWFs but the degree of degradation observed did not correlate
with the removal of D-galactose per se. Platelet adhesion to)various
matrices increased after removal of the terminal sialic acid | (Neu)-ase-
vWF | and about 45% of the D-galactose | (Neu-Gall-ase-vWF | but returned
"to normal values when more than 70% of the total carbohydrate had been
removed by endoglycosidase F | (Neu-Gal-eFl-ase-vWF | . Thése changes
in reactivity were also reflected in the spontaneous aggregation in normal

platelet rich plasma after CHO removal.
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INTRODUCTION

Von Willebrand Factor (VWF] is @ multimeric plasma glycoprotein
which plays an important role in the early stages of hemostasis by promoting
platelet adhesion to the subendothelium., especially at high shear rates
{1-5). The carbohydrate moiéty (CHOJ] composes about 15% of the total
vWF mass (6-8] and is distributed on twenty two possible glycosylation
sites that have been identified by cODNA (8,10) and by direct aminoacid
sequencing (11). Critical roles for some sugarsi in the structure and function
of vWF have been proposed by several authors (12-18). Some of us have
found that D-galactose removal causes a loss of larger vWF multimers
and a defect in the ristocetin-induced binding of vVWF to platelets {17).
Others of us have found that removal of D-galactose did not affect the
multimeric structure although it made vWF much more sensitive to
proteolysis (18). Furthermore, although there is information about platelet-
vWF interactions from studies with purified vVWF with different multimeric
compositions and CHQO contents (15-17), there are only few data about
the relationship between CHO content and the ability of VWF to promote
platelet adhesion (19).

In this multicenter study. vWF preparations with ,different
modifications of CHO-side chains were prepared as previously described(17-
18) by two groups (Milano and Lille)l, vWF was treated with (Neu)-ase,
{Neu-Gal)-ase and {Neu-Gal-eF}-ase. The amounts of sugar removed, the
multimeric patterns and the spontaneous aggregation when they were
added to platelet rich plasma (PRP) were measured. The role of D-galactose
was especially carefully investigated, since several groups have proposed
a critical role for this sugar in the structure and function of vWF (12-17),
Platelet adhesion to various subendothelial matrices in the presence of

each vWF form was tested.
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MATERIAL AND METHODS

Purification and Characterization of the Native vwWF

vWF was purified from therapeutic cryoprecipitates by two
diff‘erent_techr;iques in Milan and in Lille, as previously described (17,
18). For native purified vVWF, the protein concentration, vWF antigen
(vWF:Ag). [messured by electroimmunoassay (EIA) or enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) patterns), Ristocetin cofactor {Ricof), SDS-
Polyacrylamide slab gel electrophoretic {PAGE]} and SDS-agarose gel
electrophoretic patterns of structures of the reduced and unreduced sample
were determined (17,18). Milan vWF had a protein concentration of 0.5-
2.5 mg/ml, with a specific activity of 106-128 U/mg of Ricof and 101~
120 U/mg of vWF:Ag. Lille vWF had a protein concentration.of 0.5-3.0
mg/ml, with specific activity of Bé-BQ U/mg of Ricof and 96-108 U/mg
of vWF:Ag. Native purified vWFs from both laboratories showed a major
subunit of 225 KDa in the 5% PAGE when the samples were reduced and
the complete set of muitimers with the typical "triplet pattern" when
the samples were run in SDS-agarose gel electrophoresis techniques used
in both laboratories (18,20).To compare the multimeric structureg of the
different CHO-vWFs determined in the two different laboratories by quite
different techniques. sutoradiographs were scanned with a Ultrascen-Laser
Densitomer LKB equipped with an HP 3303 A integrator (LKB. Milan,
italy)., Large multimers were arbritrarily defined as the last 6 peasks or
as the peaks comprising 30% of the length of the gel starting from the
cathodal origin, The underlying area was computed and expressed es a

percentage of the total area of the gel.
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Carbohydrate Modification and Analysis

Sialic acid was removed from native vWF in both laboratories
as previously published (17,18). Neuraminidase | (Neulase | from Vibrio
Cholerae (Calbiochem-Behring., Col was used in Milen, (Neulase from
Clostridium perfrigens (Sigma Chemical, Co. type X} in Lille to prepare
(Neu)-ase-vWF. D-galactose was removed from (Neu)-ase-vWF by beta-
Galactosidase | (Gallese | from Streptococcus pneumoniae (gift of Or.
Gilbert Ashwell, National Institute of Health, Bethesda, MD) in both
laboratories, although with different batches of the purified enzyme.
Endoglycosidase F | (eFlase | from Flavobacterium meningosepticum was
obtained from New England Nuclear, Boston, MA and used in Milan es
previously described (18], _

After incubation with the enzymes, vWF was passed through
chromatographic colurnns (Sepharose llB] equilibrated with physiological
buffers: void volume fréctions were pooled and immediately analyzed
for protein concentration, carbohydrate content, multimeric structure,

spontaneous aggregating activity in normal platelet rich plasma (PRP)

" and adhesion properties.

In Milan residual sialic acid wes measucred after hydrolysis
for 80 min of VWF in 0.02 M H;S04 st 80° C. using N-acetyineuraminic
acid as a standard (21). D-galactose was determined after hydrolysis for
2 hours in 1 M hydrochloric acid at 100°C, by an enzymatic esssay using
galactose-dehydrogenase [(22). Total hexose content of the VWF was
measured by the pheno! sulfuric method of Dubois et el {23), using a mixture
1:1 of mannose and galactose as reference standard. In Lille, the sialic
acid fe[eased was measured by the Warren micromethad (21). D-galactose
was determined by the same enzymatic sssay as above (22). Iiesidual sialic
acid and D-galactose were also measured by gas-liquid chromatography.

as described by Zanetts et al (24),

- 65 -



Aggregation Studies

Blood was collected into 1:9 -volume of 3.1% sodium citrate
and centrifuged at 250 g for 10 min at room temperature to obtain platelét
rich plasma [PRP). Aggregation studies were carried out at a final platelet
. concentration of 3x108 platelets per mi in normal PRP in a dual channel
Lumiaggregometer (Chronolog., Coe) in a 0.5 ml volume. The following
concentrations of vWFs were tested in these aggregation studies: 5-65
ug/ml for (Neul-ase-vWF, 10-80 ug/mli for (Neu-Gal)-asevWF and 5-100
ug/mi for nativé control-vWF and (Neu-Gal-eF)-ase-vWF, Lag phases
and rates of aggregstion were calculated by measuring the distance in
r:r1m between the baseline and the aggregation Iine_lO minutes after the
addition of the different CHO-vWFs. Results were expressed as percent,

with 100% being the aggregation induced by ADP,

Adhesion Studies

Platelet interactions with collagen and extracellular matrices

in flowing blood were studied in a rectangular perfusion chamber (25]).
9-10 ug/ml of the different native and CHO-vWF were added to platelets
isolated and washed as described before (4) and resuspended either in

human albumin solution or in the plasma of a patient with a severe von

Willebrand's disease. Red blood cells were washed three times by 5 mM

glucose, Prior to each perfusion run, the perfusate (15 ml) was reconstituted
by adding washed and packed red cells ta the resuspended platelets
(hematocrit 0.4; platelet count 1.14 x 108/mlI, final concentration).

The following subendothelial matrices were used: non-fibrillar
type | collagen human smoath muscle cell matrices and human endathelial

cell matrices obtained as previously published (25). In the experiments
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with human endothelial cells, matrices were preincubated for one hour
‘at room temperature with anti-vWF monoclional antibodies completely
blocking the interactions between VWF and platelet glycoprotein b (CLB-
RAg 35. see reference 5). The caverslips were then inserted into the
perfusion chamber end rinsed with 25 ml 10 mM HEPES- buffered saline,
pH 7.4. The perfusate (15 ml] was prewsrmed for 5 min at 37°C and
recirculated through the perfusion chamber under nonpuisatile steady
flow [28). The perfusions were performed for 5 min st a wall shear rate
of 1300 sec. ~). After each perfusion, the system was rinsed with HEPES-
saline and fixed in glutaraldehyde as previously described (25). The platelet
adhesion on the extracellular matrices was evaluated by light microscopy,
after fixation with glutaraldehyde and staining with May-Grunwald-Giemsa.
Platelet adhesion was expressed as the percentage of the surface covered
by platelets: this was evaluated by "en face” light microscopy at 1000
times magnification (25). The light microscope was interfaced with an
imagé analyzer (Quantimet 720, imanco.,Royston. U.K.): for every coverslip
10 fields, each consisting of 500,000 image points (0.028 mm?2 were selected
at réndom and evaiuated.

Iin some studies Indium - labeled platelets were used to

investigate the adhesion to collagen. The techniques used for the procedure

have been described previously (25,27).

Cross Experiments to Test The Role of The Penultimate D-Galactose

In order to prevent any possible bias and misunderstanding,
cross experiments were organized in Utrecht as follows. Purified native
vWF prepared in Milan and in Lille were treated by [Neu)ase and [Gallase

under the conditions usually followed by each laboratory. Native controls,
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{(Neu)-ase-vWFs Milano/Milano and Lille/Lille (the first name indicating
the source of the material, the second the procedure] and four different
(Neu-Gall)-ase~vWFs. indicsted as Milano/Milano, Milano/Lille. Lille/Milano
and Lille/Lille, were investigated for D-galactose removal. percentage
of HMW multimers, aggregation properties in PRP and platelet adhesion

to various matrices.

. Statistics

The statistical significence of differences between means
was evaluated by the Student t test for non-paired data. All pyvalues less

than 0.05 were accepted as statistically significant.

- 68 -




-10 -

RESULTS

Structure and Function of the CHO-vWFs

Both laboratories were able to remove more than 85% of the
total sialic acid with their [Neulases. The (Gallases from the same source
employed by the two laboratories removed different amounts of
D-galactose. Because of the different batches of the enzymes. residual
D-galactose was 42-55% in Milan and 56-—57% in Lille, meaning that no
more than 58% of this suger could be removed with (Gallase under our
conditions, The addition of (eFlase {Milan) alllowed further removal of
about 25% of the D-galactose (Table 1).

A typical multimeric pattern from Milan in an s0S-1.4% LGT-
agarase-‘ gel electrophoresis is shown in Figure 1: all nestive and CHO-vWF':s
typically showed the complete set of mulitimers, but CHO-vWF had faster
electrophoretic mobility than the native vWF because of removal of sugars.
as is essily observed in the bands which compose the "triplet" in such
a system. When the percentages of high molecular weight (HMW) multimers
were calculated for the different preparations in Milan, no significant
differences between native and CHO-vWFs were observed. In the’ Lille
laboratory, neither the removal of the sialic acid nor the subsequent removal
of galactose induced any marked change in the multimeric pattern, but
the percentage of HMW multimers was significantly lower in (Neu-Gal)-
ase-vWF than in native vWF (Table 1).

The aggregating properties of the different CHO-vWFs were
tested in normal PRP within 5 hours after chromatography. No aggregation
appeared within 20 minutes when up to 100 ug/m! of native or (Neu-Gal-
eF)-sse-vWF were added to the PRP suspension {Table | and Figure 2,
A and D). On the ot‘her hand. aggregation appearéd after the addition
of 5-85 ug/ml of {Neu)-ase-vWF and 20-88 ug/ml of (Neu-Gall)-ase-vWF,

with the different aggregation rates snd lag phases shown in Table 1 and

Figures 2, B and C.
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Adhesive Properties of the CHO-vWFs

The adhesive properties of the different CHO-vWFs, expressed
as percent surface coverage, are summarized in Table | and Figure 3.
In Lille, platelets labeled with 111in were used and the results are expressed
as number of platelets x 109/cm2. The coverage 'obta'ined after
reconstitution with (Neu)-ase-vWF was significantly higher than after
the eddition of the native control in both Milan and Lille {p ‘< 0.001).
Addition of (eFlase was able to remove more D-galactose, but about 25%
of ‘this sugar still remained. With the (Neu-Gal-eF}-ase-vWF so obtained
the percentage of surface coverage was very close to that with the native
control (Table 1).

When three different matrices (non-fibrillar type | collagen,
smooth muscle cell matrices and endothelial cell matrices precoeted with
anti-vWF monoclonal antibodies) were tested in the perfusion system,
all three showed increased adhesion in the presence of (Neuj-ase-vWF.
However, differences among the preparations could be observed more

clearly in the presence of smooth muscle cell matrices (Figure 3).

Cross Experiments

The results of the cross experiments performed for the two
laboratories in Utrecht to test for the role of the penultimate D-galactose
on vWF structure and function are summarized in Table 1. No differences
between native and (Neu)-ase-vWF prepared under the conditions of Milan
or Lille were found. When the 4 different (Neu-Gal)-ase-vWF were assayed
for CHO content, smaller amounts of D-galactose had been removed with
the procedures followed by Lille than with those followed by Milan for
both the preparations from Milan and Lille (MI/M! and LVMI versus MI/LI
and LI/LI1). The percentages of the HMW muitimers and residual D-galactose
were similar in LI/MI to those usually obtained in Lille for (Neu-Gall-ase-
vWF. On the other hand, the residual D-galactose was higher than usual
for the LI/LI preparation. The multimeric patterns of the different native

and CHO-vWF are shown in Figure U,
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Aggregating and adhesive properties of these two samples
were consistent with the results obtained in Lille, Preparstions by Milan
showed significant degradation as measured by the reduced percentage
of the HMW multimers (Fig.4). However, the loss of HMW Fforms did not
correlate with the removal of D-gelactose per se since there was
degradation in both the MI/Ml and Mi/LI (Neu-Gall-ase-vWF samples
containing different percents of remaining sugar, On the other hand, similar
amounts 61" HMW mulitimers were observed in both LJ/LI and LI/MI| samples
where different concentrations of D-galactose rehained. Interestingly,
the aggregating properties and the increased adhesion in prepararation
MI/LLI had been completely abolished or were significantly lower than

usual in preparation MI/MI (Table 1).
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DISCUSSION

Human vWFs is a multivalent protein composed of identical

subunits (8). CHO residues have been identified in these subunits (6-8)

" and the structures of some CHO chains have been published (28-30). The

.

aim of this study was to investigate the role of the penultimate D-galactose
in the structure and funtion of vWF. Previously, some of us found that
removal of DO-galactose did not affect the multimeric structure, although
it made VWF much more sensitive to proteolysis (18), whereas others of
us found that D-galactose removal caused loss of the larger multimers
and a defect in ristocetin induced binding of vWF to platelets(17). In order
to solve these discrepancies, cross experiments were organized in Utrecht,
in which CHO content, multimeric analysis, spontaneous aggregating
properties in normal PRP and adhesion pfoperties of the different CHOVWFs
preparations were jointly and simultaneously tested. The results of these
cross experiments were compared with those obtained separately in each
laboratory (Table 1),

During the cross experiments, investigators from Milan and
Lille freshly prepared CHO-vWFs from the two different native purified
vWFs by enzymatic treatment according to their own protdcols. Samples
were exchanged for analysis of CHO content and multimers gnd tested
within 4 hours for aggregating and adhesive properties with the same
normal platelets. While sialic acid removal was almost always complete,
the removal of D-galactose was not the same under the conditions used
in the two laboratories. even though the same kind of (Gallase was employed
(Table Ic). Apparently the batch from Milan was more effective, The less
efficient removal of DO-gslactose in samples MI/LI and LI/LI can be
explained by the partial inactivation of the (Gal)ase used by Lille in Utrecht.
In fact, Milan and Lille had almost the same D-galactose removal when
the (Neu-Gall)-ase-vWF were prepared in Milan and Lille (Table 1. a-b).

Interestingly. no more than §5% of D—Qalactose could be removed, as

_72_




-1y -

previously reported for (Gal)ase. from another source [17); the persist’:ence
of D-galactose residues can be explained by the beta 1-3 linked galactose

in O-glycan (30). Our data seem to be in contrast with those published

by Gralnick (14), who removed more than B0% of D-galactose with (Gallase

from the same source as ours. In our hands, this degree of removal couid
be obtained only by using (Gallase and (eFlase (18) together,

Except for an increased electrophoretic maobility of each
multimer, non significant changes were observed in the HMW multimers
in most of the (Neu-Gal)-ase-vWF and (Neu-Gal-eF)-ase-vWF preparations.
whether 33 or 78% of D-galactose had been removed (figure 1 and Table
la). However in some preparations of (Neu-Gal}-ase-vWF from Lille (Table
Ib) and in MI/MI as well as in MI/LI during the cross experiments (Table
! c). the amount of the HMW multimers appesred to be reduced (Figure
4), Some degradation may have occurred in these cades. However the
loss of the HMW multimers was not correlated with the removal of the
D-galactose per se, since most CHO-vWFs, whatever the amount of sugar
removed., had multimeric patterns almost identicgl to their native controls
(Table 1 a, cl.

A possible explanation for the loss of HMW multimers in such
cases could be that there were proteases present during the preparation
of native end CHO-vWFs. Some of us have recently shown that degradation
of the HMW forms may occur during CHO modification for two main
reasons: the presence of trace amounts of proteaeses, either in the VWF
preparstions or in the enzyme mixture used for the removal of the CHO
(18, 35) or changes in buffers (presence of calcium ions and basic pHs)
or storage (temperature and freezing and thawing) conditions (32). These
considerations should be borne in mind when structure-function relationship

studies are performed for CHO-vWFs., A normal multimeric structure
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is necessary for the interactions of the CHO-vWFs with platelets and
subendothelium: in fact, when there was a significant degradatién of the
HMW multimers in (Neu-Gall)-ase~-vWF, as in MI/M| and Mi/L! (Table 1
c). the spontaneous aggregation typically observed with (Neu)-ase-vWF
dlsappeéred and the concomitantly increased adhesion returned ta values
equal to or lower than those of the native vWF,

The Ffunctions of the different CHO-vWFs was investigated,
by studying aggregation in normal PRP and platelet adhesion to different
subendothelial matrices. When possible, the platelets in the PRP and in
the perfusates were from the same normel donor. For the aggregating
properties in normal PRP, the maximal spontaneous aggregation of (Neu)-
ase-vWF was similar to that shown by De Marco and Shapiro (31]). [Neu-
Gal)-ase-vWF still retained this spontaneods aggregation, though delayed
and less intensive while (Neu-Gal-eF}-ase-vWF, containing 21% of the
D-galactose and sbout 30% of the total suger. behaved like the native
control vWF (Figure 2), These data can be explained by changes in charge

after the sequential removal of sialic acid (two galactose exposed), of

about 50% of the D-galactose by (Gallase (one D-galactose and one N-

acetyl-glucosamine exposed) and after the removal of the N-linked CHO
chains by the addition of (eFlase (one L-fucose and one
N-acetyl-glucosamine exposed). However, conformational modifications
of the receptor's sites on the CHO chain after removal of CHO can not
be excluded: these conformational changes might also be responsible for
‘the greater sensitivity to proteases and the lower solubility of the CHO-
vWFs (32]). Instead of Ristocetin cofactor we preferred to use aggregating
properties because they could be related much easier with platelet adhesion
by using platelets from the same sources. In fact (Neu)-ase-vWF shows
usually the same Ristocetin cofactor activity (Ricof) as native control
in spite of its spontaneous aggregation in normal PRP (18, 31). Nevertheless,
Ricof was compared with vWF antigen (vWF:Ag) by some of us in the
different CHO-vWFs, but no significant changes were observed between

native and (Neu-Gal-eF]-ase-vWF (18, 32].
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The adhesive properties of the CHO-vWFs were tested in the
flat perfusion chamber devised by Sakariassen (25). This system s
particularly useful for reconstituted blood used with different matrices.
Non fibrillar collagen and several subendothelial matrices were tested
to find out the ideal conditions for the analysis of the CHO-vWF forms,
The shear rate of 1300 sec~! was chosen for these experiments because
platelet adhesion to the used matrices is dependent on vWF at this shear
rate (3). Adhesion was greater with (Neul-ase-vWF than with its native
control (Table 1). Recently Lawrence and Gralnick suggested that asialo-
vWF has an inhibitory effect on platelet adhesion (33) but Ordinas et al,
found incréased adhesion in the presence of asislo-vWF, similer to that
we observed with our (Neu)-ase-vWF preparations (34). Adhesion was
increased in our hands when (Neu-Gall-ase-vWF with 50% of the
D-galactose removéd was added to the perfusate. On the other hand, the
adhesion in the presence of {Neu-Gal-eF)-ase-vWF was very similar to
that induced by its native control (Table 1), |

Amang the  different subendothelial matrices tested. smooth
muscle cell matrices gave clearer results than collagen or endothelial
cell matrices precoated with anti-vWF monoclonal antibodies . Therefore
it may be better to use smooth muscle cells for studies with purified vWF.
since there is usually no vVWF in smooth muscle cells and no precoating
with monoclonal antibodies is required. and the surface is more adhesive
than sprayed non Fibrillar collagen (figure 3).

In .summary, our cooperative study has demonstrated that
the exposure of the penultimate D~galactose is important for the appearance
of in vitro aggregating properties and for the enhancement of adhesion
of VWF, Subsequent rémoval of galactose residues can reduce both these
aggregating and adhesive properties but after further modification of
the CHO chains by (eF)ase., functions similar to those of native vWF return,
Therefore. we conclude that the removal of some sugars. with the
consequent exposure of others, can concomitantly modify both vWF platelet

interactions and platelet adhesion to the subendothelium.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1

SDS-gel electrophoresis in 1.4% low gelling temperature (LGT) agarose.
The savmples shown from the left to the right are native vWF (A), (Neul-
ase-vWF (B), (Neu-Gal)-ase-vWF (C) and (Neu-Gal-eF}-ase-vWF (D). The
arrow at the top indicates the interface between stecking and running
gel: marker bars denote the "triplet pattern" of the different purified
VWFs with or without CHO, Note the increased hobility proportional

to the amount of sugar remaved.

Figure 2

Aggregation curves obtained in normal citrated (3.1%]) platelet rich plasma
(PRP) with different vWF preparations., After 30 seconds of baseline in
the aggregometer, 10-100 ug of different CHO-vWF were added to 250
ul of normal PRP (platelet concentration 3 x 108/ml). Increased light
transmission was evaluated until the second wave of aggregation ended
or within 10 minutes if no aggregation appeared. Concetrations of the
different CHO-vWFs were also criticel: 2-20 ug/m! of (Neu)-ase-vWF
was able to induce 85% of maximal aggregation (B) while 20-80 ug/mi
of (Neu-Gall-ase-vWF (C) produced 55% of maximal aggregation. There
was no aggregation in the presence of native control VWF (100 ug/ml)

(A) or (Neu-Gal-eF)-ase-vWF.
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Figure 3
Summary of the adhesion properties of the different CHO-vWF, expressed

as percentage of surface coverage with. different subendothelial matrices.

The three different groups of histograms represent the three matrices
tested. From left to right: non-fibrillar collagen type | (Co | NF).. human
smooth muscle cell matrices (SMC Ma) and human endothelial cell matrices
precoated with monoclonal antibodies against vWF (EC Mal). In each
histogram, different symbols are used to differentiate the CHO-vWF added
.to the perfusate. From left to right: normal plasma (empty square), severe
von Willebrand's disease plasma or human albumin solution (hetched lines),
native control vVWF added to the severe vwWd plasma (vertical lines) (Neu)-
ase-vWF added to severe vWd plasma (dotted bar) and (Neu-Gall-ase-vWF
added to severe vWd (cross~hatched). Mean values + standard deviation

* p<0.05: ** p < 0.01;: *** p < 0.001,

Figure 4
SDS-gel electrophoresis in 1.4% LGT agarose (see legend to fig. 1). The

sample shown from left to right were obtained during cross experiments
and are as follows: native vWF MI/MI (1), [Neu-Gal)-ase-vWF LI/L| (2),
(Neu-Gall-ase-vWF MI/LI (3), native VWF Ll/Ll (4). (Neu-Gall}-ase-vWF
Mi/MI (5), (Neu-Gall-ase-vWF LI/MI (B]).

Percents HMW multimers were evaluated from this gel by densitometric

scanning and data are reported in Table 1.
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SUMMARY OF RESULTS (MEAN * S.D.) ON THE STRUCTURE
AND FUNCTION OF DIFFERENT CHO-vWFs

vWF Forms Residual High Mol. Weight Induced aggregation in normal PRP Surface
tested (n) O-galactose multimers Rate" Lag phase Concentration coverage
(%) (%) (%) (sec.) (ug/mi)
in Milano - (a) (%)
- Native 10 100 43.08+5.56 o > 1200 5-100 15.4+2.6
= (Neu. }-ase 10 88.6+1.4 44.85+9.3 78.5+8.7°** 12+8 5-65 23.8+3.2%**
- (Neu-Gal] - ' , '
- ase 8 43.2+3.2%** 39.1+8.7 37.8+6.9°* 132+45 20-80 19.7+2.9*¢
- (Neu-Gal
eFl-ase 3 25.7+3.6%** 40.2+5.2 0 > 1200 " 5-100 13.5+2.2
: (n°® of platelets x
In Lille  [b) 105/em?2) :",’.
- Native 5 100 50.2+6 0 > 1200 30 17.8+3 !
- (Neu)-ase § 100 45.0+7 80.0+4%%* 17+14 3o 27.3+4°%*
- (Neu-Gal) -
- ase 5 57.3+6.7°°* 31.8-10°* 70.0+4.8%** 178+41 3o 27.2+5.6***
Ouring cross experiments (c] (%)
- Native Mi/MI 100 54.9 g > 1200 5-100 13.32+3.1
- Native Lizul 100 57.3 0 > 1200 5-100 10.4+2.4
- [(Neu) -gse MI/MI 100 NO g2*** 0 38-60 24.55+7.2%**
- (Neu)-gse LI/LI 100 NO g2°** 0 38-60 18.32+5.3**
- (Neu-Gal) - -
-ase - MI/MI 45.2+2.1°°° 1i.g®=* 3as** 360 16 13.6+1.71
- MWLl 73.4+8.9° 21.9%* 0 > 360 16 8.1+1.91
- L/ 71.6+6.8¢ 37.7° 76°** 0 aa 27.1+0.,u8°%**
- Lirmi 44.8+2.9°°* 38.5° §5°*° 240 a0 20.1+0.49"° .
0e]
o

* p<0.0S:**"p<0.01: *** p<0.001
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Figure 1

SDS-gel electrophoresis in 1.4% low gelling temperature (LGT) agarose.
The sémples shown from the left to the right are native vWF (A). (Neul-
ase-vWF (B), [Neu-Gall)-ase-vWF (C) and (Neu-Gal-eF}-ase-vWF (D). The
arrow at the top indicates the int:erfacé between stacking and running
gel: marker bars denote the "triplet pattern” of thé different purified
VWFs‘ with or without CHO. Note the increased ;'nobility proportional

to the amount of sugar removed.
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Flgure 2

Aggregation curves obtained in normal citrated (3.1%) platelet rich plasma

[PRP) with different vWF preparations, After 30 seconds of baseline in

the aggregometer, 10-100 ug of different CHO-vWF were added to 250
ul of normal PRP (platelet concentration 3 x 108/ml). Increased light
transmission was evaluated until the second wave of aggregation ended

or within 10 minutes if no aggregation appeared. Concetrations af the

different CHO-vWFs were also critical: 2-20 ug/mi of (Neu)-ase-vWF

was able to induce B85% of maximal aggregation (B} while 20-80 ug/mi
of (Neu-Gall-ase-vWF (C) produced 55% of maximal aggregation. There

was no aggregation in the presence of native control VWF (100 ug/mi)

{A) or (Neu-Gal-eF)-ase~-vWF.
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Figure 3
Summary of the adhesion properties of the different CHO-vWF, expressed

as percentage of surface coverage with. different subendothelial matrices.
The three different groups of histograms reﬁi‘esent the three matrices
tested. From left to right: non-fibrillar collagen type | (Co | NF)., human
smPOth muscle cell matrices (SMC Ma) and human endothellial cell matrices
histogram, different symbols are used to differentiate the CHD—vWF' added
.to the perfusate. From left to right: normal plasma (empty square). severe

von Willebrand's disease plasma or human albumin solution {hatched lines),

‘native control vVWF added to the severe vWd plasma (vertical lines) (Neu)-

ase-vWF added to severe vWd plasma (dotted bar) and {Neu-Gall-ase-vWF

added to severe vWd {cross-hatched), Mesn values + standard deviation

*p<0.05 **p<0.01: *** p <0.001.

4

precoated with monoclonal antibodies against vWF (EC Ma). In easch
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Figure 4
SDS-gel electrophoresis in 1.4% LGT agarose (see legend to fig. 1). The

sample shown from left to right were obtained during cross experiments
end are as follows: native VWF MI/MI (1). (Neu-Gall~ase-vWF LI/LI (2),
(Neu-Gal)-ase-vWF MI/LI (3], native vWF Ll/Ll (4), (Neu-Gal)-ase-vWF
MI/MI (5), (Neu-Gall-ase-vWF LI/Ml (6],

Percents HMW multimers were evaluated from this gel by densitometric

scanning and data ere reported in Table 1.
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B. RESULTATS COMPLEMENTAIRES

1) Lien avec les résultats antérieurs du laboratoire

Dans 1'article ci-dessus, nous montrons que 1'adhésion plaquettaire
est augmentée lorsque le VWF natif est désialylé[ (Neu-ase)] vWF ou désialylé
puis partiellement dégalactosylé [(Neu-Gal)ase]VWF par la bétagalactosidase
de Streptococcus pneumoniae en présence d'inhibiteur de protéases.

Comme nous 1'avons déja dit en début de ce chapitre, d'autres
travaux antérieurs faits au laboratoire ont montré que le (Neu-Gal)ase VWF
obtenu aprés action d'une bétagalactosidase de Jack Bean ou d'Aspergillus
Niger avait une fixation aux plaquettes diminuée en présence de ristocétine et
une fixation normale en présence de thrombine (Goudemand et al., 1985).

De fagon & savoir si les préparations qui induisent 1'augmentation
de 1'adhésion plaquettaire ont les mémes propriétés de fixation aux plaquettes
que celles observées sur des préparations antérieures, nous avons, aprés avoir
radiomarqué les différentes préparations de vWF natif et modifié, effectué
simultanément ces expériences d'adhésion plaquettaire et de fixation aux
plaquettes.

Les résultats obtenus (Tableau I) confirment tout d'abord que
1'adhésion plaquettaire est augmentée avec le (Neu-ase) vWF et le (Neu-Gal)ase
VWF et que 1'agrégation du {Neu-Gal)ase VWF est modifiée vis-a-vis du
(Neu-ase)vWF (Fig.14), comme nous venons de le montrer dans 1'article p. 70.
I1T semble de plus que la fixation du (Neu-ase)vWF au collagéne dans le systéme
de perfusion soit 1égérement augmentée comme nous avons pu le vérifier
ultérieurement sur un plus grand nombre d'échantillon (134 % + 33 contre
100 + 27 pour le vWF natif, n = 12, (p<0.05) alors que celle du (Neu-Gal)ase
VWF est 1égérement diminuée.

D'autre part, les résultats de fixation des préparations de vWF aux
plaquettes confirment les travaux antérieurs (Goudemand et al., 1985) a savoir
que :

- la fixation du (Neu-ase) vWF en présence de ristocétine n'est pas modifiée,
- la fixation du (Neu-ase) VWF en présence de thrombine est augmentée,
- la fixation du (Neu-Gal)ase vWF en présence de ristocétine est diminuée.
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Néanmoins la diminution observée est moins importante (47 %) que celle trouvée
antérieurement (90 %).

Par contre nos résultats ne concordent pas au sujet de la fixation
du (Neu-Gal)ase vWF en présence de thrombine, puisque nous trouvons une
augmentation de cette fixation alors que les travaux antérieurs avaient montré
une 1égére diminution. Le cofacteur de la ristocétine du Neu ase vWF n'est pas
changé par rapport & celui du vWF natif alors qu'il est fortement diminué pour
le (Neu-Gal)ase vWF.

2) Utilisation d'une B-galactosidase d'origine différente

En complément des expériences d'adhésion plaquettaire faites en
utilisant la B -galactosidase de Streptococcus pneumoniae, nous avons voulu
faire des expériences complémentaires avec d'autres enzymes et en particulier

avec celle de Bifidobacterium bifidium (purifiée par S. Bouquelet et utilisé a
37.5 mU par mg de vVWF 3 h a 37°C).

L'adhésion plaquettaire obtenue en présence du (Neu-Gal)ase VWF
ainsi préparé est supérieure a celle du vWF natif mais diminuée par rapport a
celle du Neu ase vWF (Tableau II). Aussi, 1'agrégation de ce (Neu-Gal)ase vWF
est plus fortement modifiée qu'avec 1'enzyme de Streptococcus pneumoniae. En
effet, on observe en plus de 1'augmentation du temps de latence (242 sec.),
une plus forte diminution de 1'intensité qui se situe entre 87 et 11 % suivant
la préparation (Fig. 14). A

Le pourcentage de galactose libéré a partir du Neu ase vWF est de
43 %+ 8.9 (n = 7). En ce qui concerne les multiméres du vWF, on observe une
diminution des HPM aprés action de la galactosidase, puisque le pourcentage de
HPM supérieur ou égal & la bande 5 passe de 58.9 a 38.2 (Fig.15). Cette
diminution des HPM est vérifiée & chaque hydrolyse, ce qui n'est pas le cas
lorsque 1'on utilise la B -galactosidase de Streptococcus pneumoniae avec
laquelle les résultats des multiméres sont fort variables comme nous pouvons
le voir sur les figures 16 et 17. De plus, il ne semble pas que cette
différence soit due a la différence du taux de galactose libéré puisqu'il est
de 46 % pour 1'expérience présentée surla figure 15 et de 48 % pour celle de
la figure 17. '

3) Utilisation d'une galactose oxydase

L'étude du role du galactose du vWF et du (Neu-ase)vWF a été




% adhésion plaquettaire

l | |
| | |
| | |
| | | | l
| | A l B | C |
| | N= | N=3 | n=7 l
| | | | |
| VWF natif | 69.5 + 25 | 50 +13.6 | 61 + 23 |
: : : : ;
| (Neu-ase) VWF | nd | 92.7 +16 | - l
| (Neumase) | | | |
: : : : |
} (Neu-gal)ase VWF ; 98 + 22 } 75.6 + 9.7 } 88.6 + 21 {
| I | | |
: : : : :
| % libération | 45 + 6 | 41 + 9 | 43 + 8.9 |
| galactose | | | |
I l | ! |

A : moyenne de 4 expériences différentes

B : moyenne de 3 expériences différentes

C : moyenne des 7 expériences différentes
Tableau |1 : Adhésion des plaquettes au collagéne |, Il non fibrillaire humain en présence de VWF natif ou modifié par des

exoglycosidases (Y =1 300 SEC" , t = 3 min)
(Neu-ase : Vibrio cholerae, Gal-ase : Bifido bacterium)
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temps (min)

Neu-ase VvWF oxydé

(Neu-gal)ase vWF
Bifido bacterium

(Neu-gal)ase VWF t=1h
Neu-ase VWF streptococcus P t = 1h
Neu-ase Neu-ase vWF
VWF
e Exp. 2 Exp. 1
Figure 14 : COURBES D'AGREGATION PLAQUETTAIRE INDUITE PAR DIFFERENTES PREPARATIONS DE vWF MODIFIE.

10 microgrammes de chaque préparation sont ajoutés a 0.35 ml de plasma riche en plaquettes.
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Figure 15 : ENREGISTREMENT DENSITOMETRIQUE DES MULTIMERES DU vWF

ANALYSES EN ELECTROPHORESE 2.5 % D'AGAROSE EN PRESENCE
DE SDS.
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Figure 16 : ENREGISTREMENT DENSITOMETRIQUE DES MULTIMERES DU vWF
ANALYSES EN ELECTROPHORESE 2.5 % D'AGAROSE EN PRESENCE

DE SDS.
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Figure 17 : ENREGISTREMENT DENSITOMETRIQUE DES MULTIMERES DU VWF

ANALYSES EN ELECTROPHORESE 2.5 % D'AGAROSE EN PRESENCE
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poursuivi en utilisant la galactose oxydase de Dactylium dendroides. En effet,
cette enzyme est intérressante puisqu'il est théoriquement possible de réduire
ultérieurement les résidus de galactose qui ont été oxydés, et ainsi,
d'étudier la réversibilité de la modification du galactose. Des travaux au
laboratoire sur cette enzyme ont montré qu'il était possible d'oxyder 27 % du
galactose du vWF natif et 75 % & partir du (Neu-ase) vWF (résultats obtenus
par dosage du galactose oxydé en chromatographie de phase gazeuse). La
réduction avec 10 mM de BH 4 K ne réduit que 75 % du galactose oxydé. Pour
cette raison, nous avons voulu_augmenter la concentration de BH 4 K (100 mM)
ce qui a provoqué une dénaturation du vWF visualisé par la perte de 1la
structure multimérique en électrophorése. I1 nous faudra donc réétudier les
conditions de réduction du galactose oxydé pour tirer le maximum de
renseignements de 1'utilisation de la galactose oxydase.

Cependant, ces expériences nous ont tout de méme montré que 1'oxydation du
galactose du vWF natif n'induit qu'une trés faible diminution de 1'adhésion
plaquettaire au collagéne alors que le cofacteur de la ristocétine est diminué
de 61 % (Tableau III).

De méme, nous avons étudié 1'influence de la galactose oxydase sur
1'AS-vWF (Tableau III).

L'adhésion plaquettaire est diminuée vis-a-vis de celle obtenue avec
(Neu-ase) VWF (perte de 28 % environ) et reste 1égérement supérieure au témoin
VWF natif. L'analyse multimérique de cet AS-vWF oxydé (Fig.18) met en évidence
une perte des HPM du vWF (53.6 % de HPM pour (Neu-ase) vWF contre 28.1 % de
HPM pour (Neu-ase) vWF oxydé) semblable & celle obtenue en présence de la
galactosidase de Bifidobacterium. Cependant, lors des quelques expériences que
nous avons faites, nous n'avons pas eu assez de (Neu-ase) vWF oxydé pour

étudier 1'adhésion plaquettaire et le cofacteur de la ristocétine.

Nous observons également que le pourcentage d'agrégation induit par
(Neu-ase)vWF oxydé (65 %) est diminué vis-a-vis du (Neu-ase) vWF (100 %) (Fig.
14). Cependant les temps de latence apparaissent peu différents.




|
|
I
l
I
I
|
|
l
l
l
l
l

[ l | |

| | vWF | (Neu-ase ) VWF |

| Témoin | | l

| l | " l l l

| | norma | | oxydé | normal | oxydé |

| l l | | |

| IN=2 IN=2 In=0 [n=0 |

% Adhésion | 100 | 65 + 13 | 56 * | 156 + 22 | 113 + 7.7 |
plaquettaire * } = { = { {
l IN=2 IN=2 | | l

Cofacteur U/mg | nd I 36 + 8 | 13 + | nd [ nd |
| l | I | |

Tableau 111 : Adhésion des plaquettes au collagéne | |1l non fibrillaire, et cofacteur de la ristocétine induit par le WWF et le

(Neu-ase)VWF, normaux ou oxydés par une galactose oxydase (Dactylium dendroides)

Y
N :
n
*

=1 300 sec tps = 3 min
nombre d’expériences différentes
: nombre d’échantillons testés

: page 53
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DISCUSSION

Vu la diminution de réactivité du (Neu-Gal)-ase VvWF observée

vis-d-vis de la plaquette en présence de ristocétine, on pouvait s'attendre &
une diminution de 1'adhésion plaquettaire avec le (Neu-Gal)-ase vWF, puisque
d'autres équipes ont montré que ces propriétés étaient toutes deux inhibées
par des anticorps monoclonaux inhibiteurs de 1'agrégation des plaquettes en
présence de ristocétine.
Ainsi, aprés avoir montré bar de nombreuses expériences que 1'adhésion
plaquettaire é&tait augmentée avec 1le (Neu-Gal)-ase VWF, i1 semblait
indispensable de vérifier avec 1les préparations mémes qui induisent une
augmentation de 1'adhésion plaquettaire, que la fixation aux plaquettes en
présence de ristocétine était diminuée.

Nous avons donc radiomarqué ces préparations de vWF natif et
modifié par des exoglycosidases, puis nous avons simultanément étudié - la
fixation de ces préparations aux plaquettes en présence de ristocétine et de
thrombine, - 1'adhésion des plaquettes au collagéne, - la fixation du vWF au
collagéne dans le systéme de perfusion, ainsi que - le cofacteur de la
ristocétine.

Par cette expérience, nous avons confirmé que la méme préparation
de (Neu-Gal)-ase VWF induisait bien une augmentation de 1'adhésion
plaquettaire mais perdait ses capacité de fixation aux plaquettes en présence
de ristocétine. Cependant, cette diminution de 1'ordre de 50 % est inférieure
a celle trouvée lors de travaux antérieurs. D'autre part, le cofacteur de la
ristocétine apparait lui aussi fortement diminué. Aussi, il apparait qu'avec
deux systémes d'études faisant apparemment intervenir les mémes domaines du
VWF, on puisse obtenir des résultats contradictoires, et on peut se demander
quelles seraient les conséquences de ces modifications enzymatiques "in vivo".

L'explication de ces résultats réside certainement dans le fait
que, méme si 1'adhésion plaquettaire et la fixation du vWF en présence de
ristocétine font intervenir le méme site fonctionnel, cette interaction ne se
fait pas dans les mémes conditions. En effet, la fixation du VWF aux
plaquettes en présence de ristocétine se fait certainement par un effet de
charge qui est plus ou moins important suivant 1la conformation de 1la
molécule ; par contre, 1'adhésion plaquettaire est un phénoméne plus complexe
qui fait intervenir 1le site de fixation du VvWF aux constituants du
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sous-endothélium ainsi qu'a la Gplb, mais aussi au complexe Gpllb IIla
plaquettaire.

I1 fallait aussi vérifier que cette augmentation de 1'adhésion
plaguettaire n'était pas due & une forte augmentation de la premiére é&tape de
fixation du vWF au collagéne. Pour cela, nous avons é&galement montré que la
quantité de (Neu-Gal)ase vWF fixée sur le collagéne n'était pas augmentée par
rapport au vWF natif. L'augmentation de 1'adhésion plaquettaire semble donc
étre due a une plus forte interaction plaquette-plaquette, sous la dépendance
du vWF et du GpIIb/Illa plaquettaire. Cette hypothése serait en corrélation
avec 1'augmentation de la fixation du (Neu-Gal)-ase VWF aux plaquettes en
présence de thrombine, bien que cette augmentation n'aie pas été trouvée dans
nos expériences antérieures.

De cette expérience, nous pouvons é&galement conclure que le cofacteur de la
ristocétine et la fixation du vWF aux plaquettes en présence de ristocétine ne

sont pas en corrélation avec 1'adhésion des plaquettes au sous-endothé&lium.

D'autres expériences utilisant la B -galactosidase de Bifido

bacterium ont permis de confirmer 1'augmentation de 1'adhésion plaquettaire
avec le (Neu-Gal)-ase VWF.
Cette adhésion est augmentée vis-a-vis du vWF natif mais diminuée vis-a-vis du
Neu ase vWF. I1 y a donc quelques différences entre les produits obtenus par
1'enzyme de Bifido bacterium et ceux obtenus par 1'enzyme de Streptococcus
Pneumoniae. Cette différence n'est pas due au taux de galactose libéré puisque
ces deux enzymes libérent des taux de galactose voisins. Malheureusement, les
dosages des sucres résiduels en chromatographie de phase gazeuse (CPG} faits
sur ces préparations, n'ont pas abouti & des résultats interprétables puisque
nous avons trouvé une diminution de certains sucres comme la galactosamine et
la glucosamine qui ne sont pas sensibles aux enzymes utilisés. Bien qu'une
contamination de la B-galactosidase par d'autres enzymes ne puisse &tre
écartée, nous pensons néanmoins que ces résultats sont dus a des erreurs de
dosage puisque, dans certains cas, nous avons retrouvé cette forte diminution
des galactosamines et des glucosamines sur le vWF natif et sur le (Neu-ase)
VWF, ceci pouvant s'expliquer par une mauvaise N-réacétylation lors du dosage
en CPG, De plus, des expériences faites en présence ou non d'inhibiteurs (2
acetamido 2 deoxy-D-galactonolactone) de 1la galactosaminidase et de 1la
glucosaminidase ont donnés des résultats identiques.

L'&tude paralléle des multiméres de ces préparations montre que la
perte relative des HPM du (Neu-Gal)-ase vWF (37 % par rapport au VWF natif
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n'induit pas une diminution de 1'adhésion plaquettaire vis & vis du vWF natif.
On peut donc dire que 1'adhésion plaquettaire ne dépend pas uniquement de la
présence des HPM du vWF. Ces résultats sont en accord avec certains travaux
montrant que 1'adhésion plaquettaire est indépendante de 1la structure
multimérique du vWF (Sixma et al., 1984a).

D'autre part, les résultats obtenus avec la galactose oxydase sur

le VvWF natif montrent que 1'oxydation du galactose ne modifie pas les
capacités du vWF & induire 1'adhésion plaquettaire. Aussi, nous confirmons que
1'activité cofacteur du vWF n'est pas corrélée avec sa capacité a induire
1'adhésion des plaquettes au collagéne.
De méme, le (Neu-ase) VvWF oxydé induit une adhésion plaquettaire qui est
intermédiaire entre le vWF natif et le (Neu-ase) vWF montrant que 1'oxydation
du galactose n'affecte pas 1la capacité du VvWF a induire 1'adhésion
plaquettaire. L'étude des multiméres du (Neu-ase) vVvWF oxydé montre une
diminution des HPM du vWF (perte de 54 % par rapport (Neu-ase) vWF) (Fig.18)
et une agrégation du PRP diminuée.

Nous voyons ainsi que 1'effet d'une galactose oxydase (Fig.18)
comme, dans certains cas, 1'effet d'une B-galactosidase (Fig.17) peut induire
une diminution des HPM du vWF sans diminuer la capacité du vWF & induire
1'adhésion. Ces expériences avec la galactose oxydase confirment donc en
partie les résultats des expériences obtenue avec les galactosidases. I1
aurait été, cependant, intéressant de pouvoir quantifier & chaque expérience
le taux de galactose oxydé de fagon & corréler directement ces résultats avec
ceux du galactose hydrolysé.

L'ensemble de ces expériences complémentaires confirment que 1'hydrolyse de 40
a 45 % du galactose du VvWF ne perturbe pas les propriétés du vWF dans
1'adhésion plaquettaire bien qu'elle induise un changement de la structure
multimérique du vWF. Ces résultats sont a rapprocher avec des résultats de
1'hydrolyse du galactose du vWF par la B-galactosidase de Streptococcus
pneumoniae qui montrent que pour un taux voisin de galactose 1ibéré, il y a
soit maintien, soit diminution des HPM du vWF, ce qui tend & montrer que cette

perte de HPM n'est qu'une conséquence indirecte de 1'hydrolyse du galactose.

D'autre part, Federici et al. (1984) ont montré que 1'action de
1'endo-F ne perturbait pas la structure multimérique du vWF alors que 1la
presque totalité de la structure des N-glycannes est hydrolysée. Cependant des
expériences similaires faites au laboratoire ont montré que 1'action de




- 103 -

1'endo-F sur le vWF le rendait insoluble, ce qui peut se comprendre vu les
propriété hydrophiles des glycannes.

Nos résultats sont apparemment en contradiction avec ceux de
Lawrence et Gralnick (1987) qui ont récemment montré que le Neu ase vWF et le
(Neu-gal)ase VvWF induisaient une diminution de 1'adhésion plaquettaire au
sous-endothelium en inhibant la fixation du vWF sur la plaquette. Cette
expérience n'est tout de méme pas comparable a la nbtre puisque 1'adhésion
plaquettaire est étudiée au sous-endoth&lium, & des vitesses de cisaillement
(2600 sec -1 ) et pendant des temps (5 minutes) supérieurs aux ndtres et de
plus, les préparations modifiées sont ajoutées & du plasma normal et non & du
plasma sans VWF.
Aussi, il est possible que 1'augmentation de 1'adhésion plaquettaire que nous
observons soit due & une fixation rapide de ces préparations au collagéne,
ainsi qu'a une forte croissance des thrombi plaquettaire mise en é&vidence par
des temps de perfusion courts (3 minutes). Pour des temps plus longs et sous
certaines conditions de flux, il se peut qu'une partie des gros agrégats
formés se décrochent du sous-endothélium et induisent une apparente diminution
de 1'adhésion plaquettaire. Il serait donc nécessaire d'étudier la fixation
des plaquettes au cours du temps et également de faire wune é&tude
morphométrique des plaquettes fixées.

Actuellement, nos expériences ne nous permettent pas de conclure
sur le rdle biologique exact du galactose. I1 semble cependant qu'il soit,au
moins indirectement,impliqué dans la multimérisation du vWF et également dans
le maintien du cofacteur de la ristocétine. Le galactose pourrait par exemple
avoir un role de protection du vWF comme 1'ont montré certains auteurs
(Federici et Berkowitz, 1987). Par contre, 1'ensemble de nos résultats sont en
accord pour dire que le galactose et 1'acide sialique ne sont pas
indispensables aux propriétés du vWF dans 1'adhésion des plaquettes au
collagéne,dans le systéme de perfusion.

IT - EFFET INHIBITEUR DE DIFFERENTS ANTICORPS MONOCLONAUX, DIRIGES CONTRE LE
VWF, SUR L'ADHESION PLAQUETTAIRE

Sur 1'ensemble des anticorps monoclonaux dirigés contre le vWF,
décritsdans la littérature, 4 anticorps inhibent a au moins 80 % 1'adhésion
plaquettaire au sous-endothélium (Goodall et Meyer, 1985), ce qui montre
qu'il existe des sites bien spécifiques responsables du mécanisme
d'adhésion. On comprend alors qu'une &tude approfondie de ces anticorps
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monoclonaux permettent une meilleure compréhension du réle du VvWF
dans1'adhésion plaquettaire.

Nous avons, dans un premier temps, caractérisé un anticorps
monoclonal dirigé contre le vWF provenant de 1'équipe de J.P. Allain
(C.N.T.S. Paris). Nous avons trouvé cet anticorps inhibiteur de 1'adhésion
plaquettaire au collagéne et au sous-endothélium. Les différents travaux
portant sur cet anticorps ont été publiés par Thrombosis and Haemostasis.

Dans la deuxieme partie de notre travail, nous avons recherché
systématiquement parmi les anticorps produits au laboratoire des anticorps
monoclonaux (H. Broly) du C.R.T.S. de Lille, ceux qui étaient inhibiteurs de
1'adhésion plaquettaire. Deux anticorps se sont révélés étre inhibiteurs de
1'adhésion des plaquettes au collagéne,

A. PUBLICATION (cft. p. 105 a 109)

L'étude de 1‘'anticorps 211 A6 obtenu par J.P. Allain et H. Lee
(C.N.T.S., Paris) aprés une immunisation avec du FVIII purifié a montré
qu'il est en fait spécifique du vWF contaminant encore 1la préparation
immunisante. Les investigations ultérieures ont montré, en outre, que cet
anticorps était inhibiteur :

- de la fixation du vVvWF aux plaquettes en présence de
ristocétine

- de 1'agglutination des plaquettes en présence de ristocétine

- de 1'adhésion des plaquettes au collagéne et au

sous-endothélium

L'effet inhibiteur de 1'adhésion des plaquettes a été étudié a
des vitesses de cisaillement relativement élevées (800 et 1 300 sec -1 )
puisqu'il est dit dans la littérature que le vWF intervient dans 1‘'adhésion
plaquettaire essentiellement d haute vitesse de cisaillement. Par contre cet
anticorps n'a pas été trouvé inhibiteur de la fixation du vWF aux fibres de
collagéne.

B. RESULTATS COMPLEMENTAIRES

-

Des travaux complémentaires & cette étude nous ont semblé
nécessaires. En effet, au vu du fort effet inhibiteur de cet anticorps sur
1'adhésion plaquettaire & haute vitesse de cisaillement, i1 nous a paru
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ummary

We studied a murine monoclonal antibody (211 A6) to von
/illebrand factor (vWF) with a view to investigating structure-
lationship of plasma VWF. The specificity of this antibody has
een substantiated by ELISA tests and indirect immunofluores-

asma or platelets from a severe von Willebrand’s disease
atient. Monoclonal antibody 211 A6 is a potent inhibitor of
stocetin-induced platelet aggregation. The '*I-FVIII/VWF bind-
g to platelets in presence of ristocetin is totally inhibited by low
[1 A6 concentrations. Thrombin-induced binding. of VWF to
atelets is not affected by 211 A6. The ability of this antibody to
hibit plate]et adhesion to subendothelium and to collagen was
vestigated with a perfusion model. The complete inhibition of
atelet adhesion by 211 A6 questions the similarity or the
terrelationship in vWF domains involved in ristocetin-induced
atelet functions and platelet adhesion.

itroduction

Human von Willebrand factor (vWF) is a large glycoprotein
at circulates in plasma as a complex (FVII/VWF) with proco-
ulant factor VIII. vWF is synthesised by vascular endothelial
:lIs (1) and megakaryocytes and is found in blood platelets (2, 3).
WVF is composed of a series of disulfide-linked subunits or
ultimers with estimated molecular weights from 1 to 12 x 10°
itons (4, 5, 6). Amino acid sequence analysis (7, 8) and cDNA
oning (9, 10) have indicated that the vWF subunit is a single
ycopeptidic chain of about 270 kDa.
vWFis a polyfuncnonal molecule essential for the formation of
:mostatic plug. It is required for platelet adhesion to suben-
sthelium and to collagen at high wall shear rates (11, 12).
iological activity of vWF is measured in vitro by its ability to
'omote platelet aggregation or to bind on platelet membrane
ycoprotein Ib (GPIb) in the presence of ristocetin (13). Throm-
n, adenosine diphosphate and collagen also induce vWF binding
platelet membrane glvcoprotein complex I1b/IT1a (GPIIb/111a)
1t to a lesser extent (14. 15, 16).

At the present time several workers have described and
corded murine monoclonal antibodies (MAb) directed against
iman vWF (17). They are used as reagents for the assay of vWF
8, 19) or as tools for the studies of the functional properties of
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Characterisation of a Monoclonal Antibody
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of Ristocetin-Mediated Platelet Interactlon
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vWF. MAb against vWF have been described which inhibit
platelet adhesion to glass beads (18. 19) or subendothelium
(20-22), vWF binding to platelets (20, 22-24) or collagen (20) and
ristocetin cofactor activity (18-22, 25). Due to their unique
specificity, the use of monoclonal antibodies provides information
to correlate the various vWF functions with specific molecular
substructures.

We describe here the characterisation of a murine MAb to
vWF which completely inhibits the ristocetin-induced platelet
aggregation as well as the ability of vWF to support platelet
adhesion to subendothelium and collagen.

Materials and Methods

Mazerial

A. Monoclonal Antibodies

In this study we used a murine monoclonal antibody against vWF
coded 211 A6. Immunisation and fusion methods were described previ-
ously by Croissant et al. (26). An unrelated MADb against a-human
chorionic gonadotropin (a-hCG) used as control was a generous gift of
Immunotech. Marseilles, France.

Celiulose acetate electrophoresis was performed on ascitic fluids and
1gG level was estimated on the basis of corresponding scan and protein
assay.

MADb was purified from ascites fluid by affinity chromatography with
protein A ~ Sepharose CL-4B (Pharmacia, Uppsala, Sweden) according
to Ey et al.. (27). These preparations were shown to confain 95%
homogeneous IgG by gradient polyacrylamide gel electrophoresis.

Protein concentration was estimated by Lowry assay.

B. Isolation of FVIII/VWF

Human FVII/VWF was purified from therapeutic cryoprecipitates
(Centre Régional de Transfusion Sanguine, Lille. France) as described by
Mazurier et al. (28) with some minor modifications. The crvoprecipitates
from which most of fibrinogen was removed by precipitation with glycine
12% (w/v), were applied to Sepharose CL-4B column (75 X 2.6 cm)
equilibrated with 0.15 M NaCl, 0.02 M e-aminocaproic acid, 0.05M
acetate buffer, pH 7.0. The void volume fractions were pooled and
precipitated by dialysis against 1.6 M ammonium sulphate pH 7.0. at 4° C
for 18 h.

Methods
A. Characterisation of Monoclonal Antibody

1. ELISA Tests

a) For determining monoclonal antibody specificitv, wells in micro-
plates (Nunc Immunoplates 1, Denmark) were coated with 100 y of
ascitic fluids diluted 1000 fold in 0.1 M bicarbonate buffer. pH 9.6 and
incubated overnight at 4° C. After washing 3 times with (.15 M NaCl.
0.1 M phosphate buffer pH 7.4 containing 0.05% Tween 20, 100 pl of
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serial dilutions of normal plasma, plasma from a severe haemophilia A
patient or plasma from a patient with severe von Willebrand's disease
{(vWD) (in PBS containing 6% bovine serum albumin) were incubated
overnight at 4° C. The plates were washed as described above and 100 pl
of affinity-purified peroxidase-labelled IgG of a rabbit antiserum against
human vWF (28) diluted in PBS-BSA 3% were added to each well and
incubated for 1 h at 37° C. After washing, 100 ul of O-phenylene diamine
dihydrochloride (0.4 mg/ml in 0.02 M citrate-phosphate buffer, pH 5.0)
were added and reaction was stopped after 3 min with 100 ul 1 M H,SO,.
The plates were read photometrically at 490 nm.

Confirmation of the specificity to vWF was determined by coating
microplates either with purified human FVIIVVWF or control proteins
(purified human fibronectin, fibrinogen, IgG and albumin).

b) Antibody titre was determined by an ELISA test using microplates
coated with 100 ul of purified FVII/vWF diluted at 10 pg/ml in 0.02 M
sodium phosphate buffer pH 7.2. Serial dilutions of ascitic fluids (in PBS-
BSA 3%) were added and incubated for 1 h at 37° C or overnight at 4° C.
After washing as described above, bound monoclonal antibodies were
detected by adding 100 pl peroxidase labelled sheep anti-mouse
immunoglobulin (Institut Pasteur, Paris, France) diluted 1:5000 in PBS-
BSA 3% and incubated 1 h at 37° C. After washing, the same procedure
as described above was used. The titre was expressed as the highest
dilution sample giving a positive reaction, i.e., 2 fold the value obtained
with the 2ontrol ascitic fluid. .

2. Indirect Immunofluorescence

Ascitic fluids diluted 1:1000 were used as specific antibodies in an
indirect immunofluorescence stain of human buffy coat preparations
according to Katzmann et al. (29).

B. Inhibiting Activity of Monoclonal Antibody

Inhibition of factor VIII coagulant activity was assessed using a one-
stage assay (30).

Plateler Aggregation

Inhibition of platelet aggregation induced by ristocetin (1.2 mg/ml
final), thrombin (0.25 U/ml final). ADP (2.4 pM/ml final) or human
tibrillar collagen (75 pg/ml final) was determined in platelet rich plasma
(PRP). Aggregation was initiated by adding 100 ul of agonist to 300 pl of
PRP pre-incubated at 37° C for 10 min in an aggregation cuvette with
20 gl of ascitic fluids dilutions. Aggregation was carried out at 37° C at
1000 rpm for 5 min.

Binding of FVIII/VWF to Collagen

Preparation of fibrillar coltagen types 1 and III isolated from human
umbilical arteries by pepsin digestion was performed as previously
described by Sixma et al. (31).

Measurement of the inhibition of FVIII/VWF binding to collagen by
MADbs was performed according to Sixma et al. (31) with minor
modifications. Two hundred and fifty ul of platelet-poor plasma from a
pool of 20 donors were first incubated with 6 pul of ascitic fluid or 6 ul of
0.02 M sodium phosphate buffer. pH 7.4. for 1 h at 37° C. Fifty ul of
various concentrations of collagen fibrils were then added to the mixture.
After 15 min. incubation at 37° C under occasional stirring, the mixture
was centrifuged 3 min at 12000 g using a microcentrifuge (Eppendorf).
The supernatants were pipetted off and residual vWF: Ag was estimated
in supernatants by ELISA assay as previously described (32).

Binding of *I-FVII!VWF to Platelets

Platelets were washed as described previously by Patscheke (33) and
used at a concentration of 8 x 10%ul. In a first step. 0.65 pg of FVIIIVWF
radiolabelled with “*lodine as previously described (34) was mixed in
equal volumes of either various dilutions of purified monoclonal antibody
or buffer and incubated for 30 min. at 37° C. In a second step. *[-FVIIV/
vWF binding assay was performed as described by Goudemand et al. (34).

Plateler Adhesion

In order to study blood platelet adhesion to subendothelium. perfu-
stons were carried out at 37° C under steady flow (35) in an annular
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Fig. 1 Specificity ELISA test for ascitic fluid 211 A6. @ - Normal

plasma, A ~ haemophilia A plasma, O ~ severe vWD plasma
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pertusion chamber according to Baumgartner (36). Subendothelium was
obtained from human umbilical arteries and exposed to perfusates made
up from washed '"'In-labelled platelets (37), 40% red cells and normal
plasma from blood anticoagulated with 1:10 vol. 110 mM trisodium
citrate. Before perfusion, reconstituted blood (16 mi) was incubated for
20 min at 37° C with 10 pl/ml of various dilutions of ascitic fluids. In some
cases reconstituted blood was made with vWF-deficient plasma (vVWF
antigen <0.01 U/ml) obtained by immunodepletion (38).

Inhibition of platelet adhesion to collagen was studied with the
rectangular perfusion chamber system described by Sakariassen et al.
(39). Glass coverslips were sprayed with bovine collagen types [ and III
(Pancogene 174, Saduc, Chaponost, France) or the human collagen
described above which was applied in soluble form in 50 mM acetic acid.
Collagen concentration was 30 pg/cm’, and perfusions were performed for
5 min at a wall shear rate of 1000 sec™'. For inhibition studies, 160 pl of
varying dilutions of ascitic fluids were incubated for 20 min at 37° C with
9 ml normal plasma (10 pl ascite/ml reconstituted blood).

The number of deposited platelets per cm® of subendothelium or glass
coverslips was determined after 5 min perfusion runs.

transmission , %
o
o

10

1 2 3 4 L
time (mn}

Fig.2 [Inhibition of ristocetin-induced platelet aggregation by ascitic
fluid 211 A6. Ascitic fluid 211 A6 is diluted in phosphate saline buffer to
obtain 0.5, L, 5 pg [gG/ml final. Control ascite anti a-hCG is used at the
same concentrations

279
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Fig. 3 Effect of anti-vWF monoclonal antibody 211 A6 on the ristocetin
(-®-) and thrombin (-(J-) induced binding of FVIII/VWF to platelets,
each point represents the mean of 3 experiments

Results

'

Characterisation

MADb 211 A6 is of IgG 1 subclass as determined by double
diffusion analysis and protein A-Sepharose chromatography. It
reacts with normal plasma, plasma from a severe haemophilia A
patient but not with plasma from a patient with severe vWD
(Fig. 1). Its specificity for vWF was confirmed by its lack of
reaction with human fibrinogen, fibronectin, IgG and albumin.
Furthermore, indirect immunofluorescence on blood smears gave
a characteristic granular fluorescence of normal platelets, whereas
this staining did not occur on platelets from a severe vWD patient.

The antibody titre of a pool of ascitic fluids with 12.3 mg/ml
IgG was 107.

MADb 211 A6 (6 mg IgG/ml) does not inhibit plasma FVIII
procoagulant activity. Immunodiffusion studies showed that
211 A6 does not precipitate with purified or plasma vWFE.

Effect on Platelet Aggregation

Incubation of ascitic fluid 211 A6 with normal PRP produced a
dose-dependent inhibition of ristocetin-induced platelet aggrega-
tion (Fig.2). Ristocetin-induced platelet aggregation was almost
completely inhibited by 1 pg IgG/ml PRP. On the other hand,
aggregations induced by either thrombin, ADP or collagen were
not at all affected by 211 A6, even at high concentrations (data
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Fig. 4 Effect of anti-vWF monoclonal antibody 211 A6 on vWF binding
to human fibrillar collagen type III. @ — 211 A6 ascitic fluid, A - control
ascitic fluid, O - buffer
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Fig.5 Inhibition of platelet adhesion to soluble bovine collagen by anti-
vWF monoclonal antibody 211 A6. The values are the means of 13
experiments with normal plasma and 9 experiments in the presence of
ascitic fluid dilutions (see the text)

not shown). Control ascitic fluid used at the same IgG concentra-
tion did not act on platelet aggregation.

Effect on FVIII/vWF Binding to Platelets

The effect of 211 A6 on FVIII/VWF binding to platelets was
tested by using both ascitic fluid (data not shown) or purified IgG.
The same results are obtained with similar concentrations of
MAb.

In the absence of anti-vWF antibody, ristocetin mediated
binding of 350 ng vWF (100%) to 8 x 10 platelets. Inhibition of
ristocetin-mediated binding of '“I-FVIIUvWF to washed platelets
by purified MAb 211 A6 was dose-dependent (Fig.3). The
addition of 250 ng IgG (0.5 pg/mi final) induced a complete
inhibition of FVII/vWF binding to platelets. Thrombin-induced
binding of 200 ng vWF (100%) to 8 x 107 platelets was not

~ affected by even 250 ng IgG 211 A6. As shown in Fig. 3, addition
of 1 ug IgG/ml final inhibited by only 17% the thrombin-induced

binding of PI-FVII/VWF observed in the absence of any
monoclonal antibody.

Effect on vWF Binding to Collagen

The effect of 211 A6 on plasma vWF binding to collagen was
studied using various concentrations (0 to 300 pg/ml plasma) of
human fibrillar collagen type III. The increase in collagen

L normal PlasMa - - cc e e e e a

104

10 40 80 160 320
: ascitic fluid dilution
Fig. 6 Inhibition of platelet adhesion to human arterial subendothelium
by anti-vWF monoclonal antibody 211 A6. The values are the means of
5 experiments
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pncentration induced a progressive increase in vWF binding to
pllagen to a maximum of 90% . Addition of 211 A6 (200 pg 1gG/
al) did not modify the vWF binding to collagen (Fig. 4).

iffects on Platelet Adhesion

The effects of 211 A6 on platelet adhesion to collagen and to
rterial subendothelium in a perfusion system are shown in Fig. 5
nd 6. To study the effect of 211 A6 on platelet adhesion to
ollagen, glass coverslips were coated with either bovine or
uman collagen. Similar results were obtained with these two
inds of collagen in the absence of 211 A6. Platelet adhesion to
ovine collagen types I and III at a 1000 sec™ shear rate was
reatly affected by the addition of varying dilutions of ascitic fluid
11 A6 to the normal plasma component of the perfusate. A
rogressive decrease in platelet adhesion was observed as anti-
ody concentration increased (Fig. 5). The number of deposited
latelets obtained with normal plasma was 5.69 *+ 1.7 x 10° plat/
m? (mean £SD, 13 experiments); this value represented 100%
latelet adhesion. The value (18%) obtained with a twenty fold
ilution of ascitic fluid corresponding to about 3 pug IgG/ml
zconstituted blood was located in the range of the values
1.03 + 0.5 x 10° plat/cm?; mean £SD, 9 experiments) obtained
ith a perfusate containing vVWF-deficient plasma. Platelet adhe-
on to human collagen was decreased to the same extent in the
resence of MAb 211 A6 (data not shown).

Platelet adhesion to subendothelium at a 800 sec™’ shear rate .

‘as dramatically affected by 211 A6. The number of deposited
latelets (mean of 5 experiments) in the presence of normal
lasma was 7.24 % 1.13 X 10°® plat/em® (100% platelet adhesion)
nd 5.00 £ 1.25 x 10° plat/cm® in presence of vWF-deficient
lasma. Previous incubation of perfusate with varying ascitic fluid
tlutions (1:10 to 1:320) induced a decrease in platelet adhesion.
fter a progressive decrease up to a value (64%) located in the
inge of the values obtained with vWF-deficient plasma, a further
rop in adhesion of up to 10% was obtained with 3 pg IgG/ml
erfusate (Fig. 6).

iscussion

In the present study we describe a monoclonal antibody which
nds to the part of purified FVIII/VWF which is present in normal
id in haemophilia A plasmas but absent in vWD plasma i.e.
WVF. In screening for its effects on vWF-related functions, we
und it is a potent inhibitor of the following vWF activities:

a) 211 A6 completely inhibits ristocetin-induced platelet aggre-
ition but has no effect on thrombin-induced platelet aggrega-
m.

b) 211 A6 totally inhibits the binding of '*I-vWF to platelets in
e presence of ristocetin but does not interfere with *I-vWF
nding to thrombin-stimulated platelets. Complete inhibition is
stained at an IgG/vWF molecular ratio of 1:1 and an assumed
olecular weight of 500 kDa for vWFE
These results are indicative of an inhibition of the vVWF domain
nding to platelet membrane GP Ib and of the absence of
action with the vWF domain binding to GP IIb/IIla complex.

c) 211 A6 abolishes platelet adhesion to arterial suben-
rthelium and to bovine or human collagen but does not interfere
th vWF binding to human fibrillar collagen. This last result
dicates that 211 A6 does not react with the vWF domain binding

collagen. The addition of 211 A6 to normal plasma induced a
amatic decrease in platelet adhesion to subendothelium to a
vel below that obtained with vWF-deficient plasma. The shape

the dose-dependent inhibition curve obtained with various
lutions of ascitic fluid 211 A6 might be due to two phenomena.
rst 211 A6 inhibits vWF present in reconstituted blood; then, a

greater concentration of monoclonal antibody binds to suben-
dothelium vWF deposited by endothelial cells.

Our results confirm that the vWF domain involved in the
binding to collagen is distinct from the vWF domain involved in its
binding to GPIb. Furthermore they show that the inhibitory effect
of MADb 211 A6 on the vWF binding site to GP Ib is associated
with an inhibitory effect on platelet adhesion to subendothelium
and to collagen.

At the present time, several murine monoclonal antibodies
directed against human vWF have been described. In contrast to
211 A6. some MADs partially inhibited platelet adhesion in the
Baumgartner system and had no effect on ristocetin-induced
platelet aggregation (22. 31). When MAbs have both inhibitory
effects, the percentages of inhibition are sometimes not corre-
lated. Thus, MAb H9 described by Mever et al. (21) attenuated
ristocetin-induced platelet aggreéation by 20% and inhibited
platelet adhesion at high shear rates by 80%. On the other hand
Goodall et al. (19, 40) described an MAb RFF - VIII: R/1 which

- totally inhibited aggregation but only 50% of platelet adhesion.

Nevertheless, MAbs CLB-RAg 35 (20, 22, 31) and RFF-VIII: R/2
(40) inhibit adhesion to subendothelium and ristocetin-mediated
platelet aggregation to the same extent. CLB-RAg 35, like MADb
211 A6, completely blocks ristocetin-induced platelet aggregation
(with a final IgG concentration of 1.3 pg/ml), inhibits the binding
of FVII/VWF to platelets in the presence of ristocetin. and
inhibits platelet adhesion to subendothelium at high shear rates
20, 22).

The proteolytic fragmentation of vVWF was conducted to
localise epitopes of some MAbs on the subunit of vVWF. Thus. the
MAb CLB-RAg 35 immunoprecipitates a tryptic fragment of
116 kDa which was found to contain some residual ristocetin
cofactor activity (41). In recent studies performed by Fujimura et
al. (42), a reduced and alkylated 52/48 kDa tryptic fragment of
vWF was able to inhibit ristocetin-induced platelet aggregation in
the presence of native VWF and to react with MAbs (RG 21,
RG 42, and RG 46) which blocked ristocetin-induced platelet
aggregation and prevented ristocetin-induced vWF binding to GP
Ib receptor. This fragment was localised in the NH,-terminal
region of the vWF polypeptide chain. Girma et al. (43) have
shown that MAb 9, which blocks thrombin-induced binding of
vWF to platelets (23), binds to Sp II, the S. aureus V-8 protease
fragment localised on the carboxy-terminal segment of the vWF
subunit. In contrast, the epitope recognised by MAb H9 (see
above) is localised on Sp III, the amino-terminal segment of the
VWEF subunit. Furthermore the collagen binding site of VWF was
localised with MAb B 203 (44) on Sp III fragment but on a
substructure different from those responsible for interaction with
platelet receptor GP Ib.

From these data, it seems very likely that MAb 211 A6, which
presents the same inhibitory effect as CLB-RAg 35 and. to some
extent, H9, recognises an epitope on the NH,-terminal fragment
of VWF subunit. Further precise study on the localisation and
extent of this epitope. and comparison with the epitopes recog-
nised by other MAbs exhibiting different inhibitory effects is
needed in order to determine the structural requirements of the
various VWF functions.
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intéressant d'étudier 1'effet de cet anticorps sur 1'adhésion des plaguettes
d basse vitesse de cisaillement.

1) Effet inhibiteur de 1'anticorps monoclonal 211 A6 & basse

vitesse de cisaillement :

Nos résultats montrent que 1'anticorps 211 A6 est encore
inhibiteur de 1'adhésion des plaquettes au collagéne et au sous-endothélium
a basse vitesse de cisaillement. Cependant, cet effet inhibiteur est moins
marqué & basse vitesse de " cisaillement puisqu'il est de 47 % a
270 sec "' contre 86 % & 1 300 sec |
300 sec "' contre 69 % & 800 sec !
voit également que, pour une vitesse de cisaillement de 200 sec -] ,cet
effet inhibiteur (34 %) semble encore diminuer (Fig.20, Exp.3). A haute

vitesse de cisaillement, 1'addition de vWF exogéne purifié au perfusat en

au collagéne (Fig. 19) et de 51 % a
au sous-endothélium (Fig.20, Exp.2). On

présence du 211 A6 restaure 1'adhésion plaquettaire (Fig. 21).

“Ainsi, nos résultats apparaissent différents de ceux d'autres
équipes qui montrent qu'un autre anticorps monoclonal (CLB RAg 35) dirigé
contre le vWF, &galement inhibiteur des réactions du vWF avec les plaquettes
en présence de vristocétine, n'a un effet inhibiteur sur 1'adhésion
plaquettaire qu'd des vitesses de <cisaillement supérieures a
500 sec -} (Stel et al., 1985). Les résultats que nous avons obtenu avec cet
anticorps aimablement fourni par J. Van Mourik (Centre de transfusion
d'Amsterdam) (Tableau IV) montrent que 1'effet inhibiteur de 1'adhésion des
plaquettes au collagéne a 1 300 sec -1 (23 %) est moins important que celui
rapporté dans la littérature (90 %) (Sixma et al., 1974b). De méme, au
sous-endoth&lium (Tableau V), 1'effet inhibiteur a 850 sec -1 est de 25 %
alors que celui vu dans la littérature est de 45 %. Par contre, & basse
vitesse de cisaillement, cet effet inhibiteur au collagéne et au
sous-endothélium disparait en accord avec la littérature et contrairement &
ce que 1'on observe avec le 211 A6.

2) Etude d'autres anticorps monoclonaux dirigés contre le vWF :

L'étude de 16 anticorps monoclonaux dirigés contre le vWF, du
laboratoire, a permis de mettre en évidence deux anticorps (21 All et 21
H12) inhibiteur de 1'adhésion plaquettaire au collagéne (Tableau VI).
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INFLUENCE DE LA FORCE DE CISAILLEMENT SUR L'INHIBITION
DE L'ADHESION PLAQUETTAIRE AU COLLAGENE I, III HUMAIN
PAR L'ANTICORPS MONOCLONAL ANTI-vWF 211 A6.

Le sang perfusé (16 ml) reconstitué avec du plasma
normal est préincubé 10 min. & 37°C avec 160 pl de
tampon (EXJ: 100 % Adhésion) ou avec 160 ul de
liquide d'ascite dilué 50 fois{J).

(temps de perfusion : 5 minutes).
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ADHESION PLAQUETTAIRE AU SOUS-ENDOTHELIUM D'ARTERE OMBILICALE
EN PRESENCE DE L'ANTICORPS MONOCLONAL 211 A6.

100 % d'adhésion

1 dilution du liquide d'ascite au 1/80éme 10 uL/ml
de sang.
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de cisaillement en présence de plasma normal préalablement incubé (10 min, 37 °C)

avec des liquides d’ascites (temps de perfusion : 5 min)

| | l
| Vitesse de | |
| cisailleant | 1 300 450 290
| sec | |
| | I
| | |
| In=2 n=2 |
| Témoin | 46.7* 6.7 46.5 = 9 -
| | 100 % | 100 % |
| | | |
| | | |
| CLBRAg 35 [n=1 |n=1 |
| 75u9 1g6/ml | 36 | 50 - |
} de sang } 77 % ’ 107 % }
| } } |
Témoin | 49.9+ 9 | - 29.5% 0.7
| 100 % | 100 %
| |
211 A6 | 6.9 0.7 | - 15.6 £ 3 |
2.75 ug 1g6/ml | 14 % | 53 % ‘
de sang | |
| |
Tableau 1V : Adhésion des plaquettes au collagéne |, Ill non fibrillaire & différentes vitesses

- bl -



115 -

(utw G uoisnjuad op sdwey) s93108e,p S9pinbi| sS9p OoAR (Do LE © utw Q1) qgnout

N

PC@EQ_QG_QWLQ | ewdou @Ewm_a op OOCQmWLQ us jusuwe| j1esi1o 9p 9SS3aJIA WQPCQLW%%:U

§ SulBuny S[edl|1quo dJ3Je,p wni|9yjopus-snos ne sajjenbe|d sop uoisaypy : A hes|qe)|

’ “ Bues op
% L9 % ¢V jw/a6) 61 /-7
I°1 + €5°¢ - ¢'TF §°TT (1w or/|w Z°¢)
9y 112
% 001 % 001
9 ; 67LF - LS £°CS ulowg|-
Bues op
_ % ¥11 % SL ju/o6) 61 6/
- _ 9 9% vey | (1 091/1"0ST)
_ “ G¢ Byydd “
_ _ _ _
_ % 001 _ % 00T _ _
- _ 6'1 ¥ LY _ €€ *F9°/¢ _ urowd)
| | z=u| _
_ _ _ _
_ _ _ _
_ | _ 1y 2°S _
002 “ 092 “ 0S8 _ Juoud| | 1esto “
_ _ | _

Sp 9ss9jip




% inhibition de |’adhésion plaquettaire

[ | I
| | |
I‘ Liquide d’ascite pur | Taux IgG |
| | |
| 10 e {/ml de sang | (g/1) [Collagéne Iy 111 qr | sous-endothé!ium
| | | =1 300 sec™ | = 800 sec-!
I | | t = 3 min | t =5min
| | I |
| I | |
‘ 211 AO { 123 { 90 * - 90.4
!
I I | | I
} 0304 I 21 A1l | 15 | 88 | 32 (p< 0.02)
[ | |
| I I I I
# ; 21 H12 } 7.9 { 85 * | 32 (p<0.02)
I
| I I I |
] } 23 G2 } 14.8 } 28 {p < 0.01) } nd
i
I | | l |
: 9333 | C12 | 2.7 | 16 (p <0.2) | nd
I I I |
I | I | |
; I B7 { 1.1 ] 10 (p <0.05) | nd
| |
| I I I |
| I E2 | 9.2 I 7 | nd
I | I | |
| | I I I
} { B3 } nd 9 (p< 0.3) } nd
| I | ™ |
| [ F1 | Q.1 | 0 | nd
| | | I
| I | I
; { E12 | 11 21 (p<0.3) } nd
|
| | l | |
} { F10 II 4.7 | 15 (p < 0.6) } 30 (p < 0.1)
| | | | j
I | H1 | 5.75 0 | 24 (p <0.2)
I | I I |
| I I | |
f } ES i 7.7 : 8 I 30 (p <0.2)
| | | | |
! | A7 | nd 9 (p<0.3) | nd
T I
| 2113 C11 | 5.1 26 (p < 0.02) | nd
I | I l
l | | I
| 2112 C1 | 11 | 26 (p < 0.05) | nd
| | ' |
I 9311 A2 | 5.92 22 (p < 0.01) : nd
I |
: dilution 1/10 du liquide d’ascite
p : test de Student
Tableau VI : Pourcentage d’inhibition de 1’adhésion plaquettaire au collagéne et

au sous—-endothélium en présence de plasma normal préalablement
incubé (10 min a 37 °C) avec des ascites contenant des anticorps
monoclonaux dirigés contre le VvWF. Les valeurs sont les moyennes
d’au moins 3 passages dans le systéme de perfusion.
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La figure 22 montre que le pourcentage d'adhésion résiduelle augmente d'une
fagon similaire pour les deux anticorps en fonction des dilutions des
liquides d'ascite.

Ainsi pour une dilution au 1/10 des ascites, le pourcentage d'inhibition de
1'adhésion des plaquettes au collagéne est important puisqu'il est de
1'ordre de 85 %. Par contre, cette méme dilution du 21 A1l n'induit pas
d'inhibition de 1'adhésion des plaquettes au sous-endothélium (Tableau VII).
I1 semble pourtant que le 21 A1l et le 21 H12 utilisés purs provoquent un
léger effet inhibiteur (32 %) sur 1'adhésion des plaquettes au
sous-endothélium,

Ces deux anticorps ont par ailleurs &té trouvés inhibiteur de la
fixation du vWF aux fibres de collagéne (Binding collagen) (Figure 23). Nous
avons également mesuré, en utilisant du vWF radiomarqué, 1'effet de ces
anticorps sur la premiére étape de 1'adhésion plaquettaire qu'est 1la
fixation du VvWF au collagéne ou au sous-endothélium dans le systéme de
perfusion, L'anticorps 21A11 (dilué au 1/10) a un effet inhibiteur sur la
fixation du VvWF au collagéne alors qu'd cette méme concentration, 1la
fixation du vWF au sous-endothélium n'est pas perturbée. Malheureusement,
nous n'avons pas pu étudier cet effet avec le 21H12 non dilué (Tableau VII).

Cette méme expérience faite avec 1'ascite 211 A6 diluée au 1/10
montre que cette dilution d'anticorps n'inhibe pas la fixation du vWF au
sous-endothélium et au collagéne alors qu'elle induit une forte diminution
de 1'adhésion plaquettaire (Tableau VII).

DISCUSSION

L'effet inhibiteur de 1'anticorps 211A6 sur 1'adhésion des
plaquettes a basse vitesse de cisaillement semble montrer que le VWF serait
également impliqué dans 1'adhésion des plaquettes a basse vitesse de
cisaillement. Aussi, afin d'é@liminer tous risques d'erreurs diis & notre
systéme d'étude, nous avons étudié 1'effet inhibiteur du CLBRAg 35 qui a é&te
montré inhibiteur de 1'adhésion plaquettaire uniquement a haute vitesse de
cisaillement (Stel et al., 1985). Cependant, bien que les résultats montrent
qu'il n'y a pas d'effet inhibiteur du CLBRAg 35 & basse vitesse de
cisaillement, on note que le lot d'anticorps que nous avons testé est moins
inhibiteur que celui décrit dans la littérature. L'anticorps 211A6 apparait
néanmoins avoir un effet inhibiteur trés important puisqu'a une
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Figure 23 : pourcentage d'inhibition de T1a fixation du vWF plasmatique (0.25 u) aux
fibres de collagéne de type I, IIl en présence de différentes quantités
d'anticorps monoclonaux 21 A 11 (% ) et 21 H 12 ( @ ) dirigés contre le vWF.
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concentration 10 fois inférieure & celle du CLBRAg 35 utilisée dans la
littérature, il provoque le méme effet inhibiteur.

Ainsi la forte affinité du 211A6 pour le vWF pourrait mettre en
évidence un rdle du vWF, dans 1'adhésion plaquettaire & basse vitesse de
cisaillement, non décelé avec un anticorps moins puissant. En faveur d'un
réle du vWF & faible vitesse de cisaillement, i1 est également possible que
le 211 A6 reconnaisse un épitope, proche mais différent de celui du
CLBRAg 35, qui serait impliqué dans 1'adhésion des plaquettes a basse
vitesse de cisaillement. De nombreuses expériences sont encore nécessaires
pour tenter d'expliquer cet effet inhibiteur particulier. Il serait par
exemple intéressant de voir si 1'inhibition de 1'adhésion des plaquettes au
sous -endothélium & 300 sec -1 est levée par 1'addition de vWF purifié

exogéne et de comparer les épitopes des anticorps 211 A6 et CLB RAg 35.

A haute vitesse de cisaillement, les expériences utilisant du
VWF radiomarqué dans le systéme de perfusion ont montré, qu'en présence de
1'anticorps 211 A6, la fixation du vWF sur le collagéne est normale alors
que 1'adhésion plaquettaire normalement consécutive & cette fixation du vWF
est fortement diminuée. Cette inhibition de 1'adhésion plaquettaire observée
en présence de 1'anticorps 211 A6 est due & 1'inhibition de 1'interaction du
VWF avec Ta plaquette, ce qui est en accord avec le fait que cet anticorps
est inhibiteur de 1'interaction des plaquettes avec le vWF en présence de

ristocétine.

Les travaux effectués avec les anticorps monoclonaux du C.R.T.S.
de Lille montrent que seuls 2 anticorps sur 16 testés sont fortement
inhibiteurs de 1'adhésion des plaquettes au collagéne. Dans le tableau VI,
nous voyons que certains anticorps apparaissent avoir un léger effet
inhibiteur de 1'adhésion des plaquettes au collagéne ; cependant, ces
anticorps n'ont pas été trouvés inhibiteurs de la fixation du vWF au
collagéne I, III fibrillaire. I1 semble donc que ce léger effet inhibiteur
soit non spécifique.

Par contre, dans le systéme purifié utilisant du collagéne I,
ITI non fibrillaire on peut dire que le 21A11 et le 21H12 sont bien
inhibiteursde 1'adhé&sion des plaquettes au collagéne. En effet, en présence
de ces anticorps, 1'adhésion des plaquettes au collagéne est diminuée a
haute force de cisaillement, alors que 1'adhésion des plaquettes au
sous-endothélium n'est que trés 1&gérement diminuée. Cet effet inhibiteur de
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1'adhésion plaquettaire au collagéne est encore bien observé lorsque 1'on
dilue les liquides d‘ascite au 1/10 et au 1/20, montrant une bonne affinité
et une bonne spécificité de ces anticorps pour le vWF. L'effet inhibiteur de
certains anticorps sur 1'adhésion des plaquettes au sous-endothélium ne
semble pas significatif (p < 0.1). Ces anticorps n'ont d'ailleurs pas été
trouvé inhibiteur des différentes propriétés du vWF que 1'on étudie au
laboratoire : "Binding collagen", fixation aux plaquettes en présence de
ristocétine ou de thrombine. Cependant, il reste de nombreux anticorps a
gétudier dans le systéme d'adhésion au sous-endothé&lium.En utilisant du VvWF
radiomarqué dans le systéme de perfusion, nous avons montré que ces
anticorps 21A11 et 21H12 inhibaient la fixation du vWF au collagéne, qui est
une des premiéres étapes nécessaire a 1'adhésion des plaquettes a haute
vitesse de cisaillement. Ces résultats sont en accord avec 1'effet
inhibiteur de ces anticorps sur la fixation du vWF au collagéne soluble et
collagéne fibrillaire. Par contre, la méme dilution du 21A11 qui inhibe la
fixation du vWF au collagéne, n'a pas d'effet sur la fixation du vWF au
sous-endothélium montrant que 1le VvWF peut se fixer au niveau du
sous-endoth&lium sur d'autres constituants que le collagéne pour induire
1'adhésion plaquettaire. De plus, il a été montré que Tle VvWF du
sous-endothélium était impliqué dans 1'adhésion des plaquettes, et donc,
puisque ce VvWF est déja constitutionnellement fixé au sous-endothélium, il
doit é&tre capable d'induire 1'adhésion des plaquettes en présence des
anticorps 21 All et 21 H12. Pourtant, i1 apparait un l1éger effet inhibiteur
de 1'adhésion des plaquettes au sous-endothélium en présence des ascites 21
A1l et du 21 H12 non dilués qui nécessite d'autres expériences et notamment
1'étude de la fixation du vWF au sous-endothélium en présence des ascites
non dilués.

L'étude de ces anticorps monoclonaux (211A6, 21A11, 21H12) qui
sont inhibiteurs de 1'adhésion plaquettaire confirment que plusieurs sites
fonctionnels du VvWF sont responsables de 1'adhésion des plaquettes. En
effet, puisque le vWF sert de lien entre une matrice (le sous-endothé&lium ou
le collagéne, dans nos systéme d'étude) et 1la plaquette sanguine,
1'inhibition de 1'adhésion peut &tre due soit a 1'inhibition de la fixation
du VWF sur la matrice, soit & 1'inhibition de la fixation de la plaquette
sur le vWF. Ainsi, sur les 3 anticorps monoclonaux fortement inhibiteurs de
1'adhésion plaquettaire, on peut distinguer d'une part, le 21A11 et le 21H12
qui inhibent 1'interaction du vWF avec le collagéne et d'autre part le 211A6

qui inhibe 1'interaction de la plaquette avec le vWF (Fig.24).
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Figure 24 : SCHEMA EXPLICITANT L'EFFET INHIBITEUR SUR
L'ADHESION PLAQUETTAIRE DES ANTICORPS
MONOCLONAUX DIRIGES CONTRE LE vWF.
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L'action de 1'anticorps 211 A6 induit donc une diminution
simultanée de 1'adhésion des plaquettes au collagéne et de 1'adhésion des
plaquettes au sous-endothélium. Le récepteur plaquettaire qui ne peut en
présence du 211A6 se fixer sur le vWF et induire 1'adhésion plaquettaire
semble bien étre la Gplb puisque cet anticorps inhibe 1les réactions
plaquettaires en présence de ristocétine impliquant cette glycoprotéine
plaguettaire. D'aprés des travaux récents (Fujimura et al., 1986), il semble
donc vraisemblable que le 211 A6 se fixe sur la région NH 2 t du vWF (Sp
IIT), sur ou proche du site reconnu par la Gplb plaquettaire.

En ce qui concerne le mode d'action des anticorps Z21A11 et
21H12, i1 a été derniérement démontré qu'il existait deux sites de fixation
du collagéne sur le vWF (Roth et al., 1986) et i1 est donc possible que ces
deux anticorps ne soient pas dirigés contre le méme site. Il sera donc
nécessaire d'approfondir cette question par 1'étude de 1'action simultanée
de ces anticorps sur 1'adhésion des plaquettes et sur la fixation du vWF au
collagéne et la localisation des épitopes de ces deux anticorps.

ITI - CAPACITE DE DIFFERENTS CONCENTRES THERAPEUTIQUES RICHES EN FVIII A
INDUIRE L'ADHESION PLAQUETTAIRE :

Une des activités du C.R.T.S. de Lille est la production de
concentrés thérapeutiques riches en complexe FVIII/vWF destinés au
traitement de 1'hémophilie A ou de la maladie de Willebrand. I1 y a quelques
années, ces deux types de maladies é&taient essentiellement traités par
injections de cryoprécipités. Cependant, un des inconvénients de
1'utilisation de ces cryoprécipités est 1ié & leur faible activité
spécifique : 0.15 U/FVIII:C et 0.25 U de vWF:Ag/mg de protéines. Ainsi, ce
traitement d'une part nécessite des volumes d'injection importants, et
d'autre part peut induire une hyperfibrinogénémie. Aussi, durant ces
derniéres années, la majorité du plasma a servi & la production de produits
plus concentrés en FVIII (AS : 0.5 U FVIII:C/mg). Néanmoins, la plupart de
ces concentrés trés efficaces chez 1'hémophile se sont révélés inefficaces
dans le traitement de la vWD bien que contenant encore du vWF:Ag, et le
C.R.T.S. a di mettre au point un produit enrichi en vWF spécialement adapté
au traitement de la vWD, appelé concentré "spécial vWD" (Mazurier et al.,
1982).

Derniérement, 1'apparition du virus HIV et le risque de
contamination par les concentrés thérapeutiques a nécessité le développement
de procédés d'inactivation virale. Le chauffage a tout d'abord été utilisé
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(Martinache et al., 1985), ce traitement ne nuit pas aux propriétés
biologiques des concentrés de FVIII ce qui permet son utilisation chez les
hémophiles. Par ailleurs, nous avons montré que le concentré de FVIII
chauffé contient des formes de vWF efficaces dans la vWD (Mazurier et al.,
1987). Par contre, le chauffage des cryoprécipités et des concentrés
"spécial vWD" les rend insolubles.

Néanmoins, le risque de contamination virale par le virus de
1'hépatite non-A non-B, bien que diminué, n'étant pas complétement é&liminé
par le chauffage, le C.R.T.S.- de Lille a utilisé une autre technique
d'inactivation virale basée sur le traitement chimique (Prince et al., 1986)
(solvant - détergent : "SD") des concentrés qui se révéle efficace aussi
bien pour 1le virus HIV que le virus de 1'hépatite non-A non-B. Les
concentrés de FVIII aprés traitement chimique (SD) demeurent efficaces dans
le traitement de 1'hémophilie et assurent la meilleure protection vis & vis
du risque de contamination virale. Cependant, ces produits se sont avérés
peu efficaces chez certains vWD. De ce fait, le seul traitement trés
efficace de la vWD est le cryoprécipité congelé fait & partir de moins de 10
donneurs de sang afin de réduire au maximum le risque de contamination
virale.

C'est dans le but d'étudier 1'effet de différents protocoles de
préparation ou d'inactivation virale des concentrés de FVIII sur le vWF que
nous nous sommes attachés a comparer la capacité de correction de 1'adhésion
plaquettaire de différents lots de concentrés de FVIII. De plus, afin de
disposer, pour 1'avenir, d'éléments pronostics pouvant permettre de préjuger
de 1'efficacité de concentrés de FVIII/vWF dans la maladie de vWD, nous
avons comparé les résultats obtenus avec le systéme de perfusion avec les
taux de cofacteur de la ristocétine, le profil multimérique du vWF et Tes
effets cliniques de différents produits.

A. PUBLICATION (cft. p. 126 & 132)

Dans cet article, nous avons é&tudié des concentrés de FVIII qui
ont é&té traités par le chauffage (96 h & 68 °C) afin d'assurer
1'inactivation du virus HIV. Cette inactivation n'induit qu'une 1égére
diminution de 1'activité coagulante du FVIII, et, ainsi, le produit reste

efficace dans le traitement de 1'hémophilie A.
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In vitro and in vivo Evaluation of a Factor VIII Concentrate
Heat-Treated to Inactivate HTLV-III/LAV Viruses

Favourable Effects of Heating on the von Willebrand Factor

Claudine Mazurier, Christophe de Romeuf, Armelle Parquet-Gernez, Sylvie Jorieux, Maurice Goudemand

Laboratoire d’Hémostase, Centre Régional de Transfusion Sanguine, Lille, France

Abstract. We report here the results of our evaluation of the effects of a dry heat treatment (96 h at 68 °C) to
eliminate LAV/HTLV-III virus on factor VIII (FVIII) and von Willebrand factor (vWf) present in an intermediate-
purity concentrate. This thermal inactivation appears to have little effect on FVIII. There is an acceptable loss
(12.3£3.6%; n=25) in FVIII coagulant activity (FVIII: C) and a good in vivo performance in haemophilia A patients.
A precise analysis of vWf indicates that whereas the vWf antigen and its ristocetin cofactor activity decrease during
heating, there is an increase in potentially functional forms of vWf. Heat treatment induces an increase in high
molecular weight forms of vWf and an enhancement in platelet adhesion to collagen. These changes probably explain
the correcting effect on the bleeding time of the heated FVIII concentrate in patients with von Willebrand’s disease.
Thus, this heat-treated concentrate appears to be equivalent to the untreated product in haemophilia A, with the
additional benefit of being efficient for the treatment of von Willebrand’s disease.

Introduction

Lyophilised factor VIII (FVIII) concentrates used to
treat patients with haemophilia and prepared at the
Regional Blood Transfusion Centre (CRTS) Lille are pre-
pared from cryoprecipitate obtained from large pools of
plasma from voluntary blood donors. Whereas the prev-
alence of anti-LAV/HTLV-III antibodies in haemophilia
A patients treated exclusively with our product (30 out of
213 in 1985) is lower than the level found in most other
studies, it is obvious that it may transmit LAV/HTLV-III
virus. As the serious nature of AIDS justifies a pragmatic
approach, it was decided in France to screen each blood
bag for anti-LAV/HTLV-III antibody as from August
1985 and to switch to heat-treated concentrates as from
October 1985.

A dry heat treatment for 96 h at 68 °C was previously
demonstrated to inactivate LAV virus spiked in our prod-
uct [L. Montagnier, pers. communication]. To assess its
-effect on FVIII and von Willebrand’s factor (vWf), we
compared the in vitro and in vivo characteristics of

unheated and heated vials of our product. The heating
proved to cause no substantial damage to FVIII and was
surprisingly favourable to vWH,

Materials and Methods

Patients

All patients gave their informed consent for in vivo evaluations.
3 patients with severe haemophilia A (FVIII coagulant activity,
FVIIL: C <0.01 U/ml) and 1 patient with moderate hemophilia A
(FVIIL: C=0.01 U/ml) were studied. They received a single infusion
of a dose of 23-31 IU FVIIIL: C/kg body weight (b.w.). 3 patients with
von Willebrand’s disease (VWD) received heated FVIII concentrate.
The dose given was 25-31 IU FVIIL: C/kg b.w. One of these patients
(Z.A.) was bleeding at the time of infusion. An other vWD patient
received heated FVIII concentrates during treatment for haemotho-
rax.

Blood was sampled before and 1, 3, 6, 12, 24 and 48 h after
infusion. Bleeding time was measured according to the Duke or Ivy
method with a template device. Citrated plasma was prepared by
centrifugation at 2,000 g for 20 min and kept frozen at -25 °C until
studied. Plasma volume, FVIII recovery and half-life were calculated
as described by Allain [1].
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Material

FVIII concentrate prepared by the CRTS Lille is an intermediate-
purity concentrate containing about 25 IU FVIIL:C/ml with a spe-
cific activity around 0.4 IU FVIII: C/mg protein. It is produced by
cryoprecipitation of plasma, removal of vitamin-K-dependent fac-
tors by aluminium hydroxide adsorption and cold precipitation of
fibronectin in the presence of heparin. After addition of L-lysine
chloride, trisodium citrate and sodium chloride, the solution
obtained is clarified, concentrated by ultrafiltration and submitted to
sterilizing filtrations before lyophilisation.

Vials of lyophilised FVIII concentrate were heat-treated at 68 *C
for 96 h, whereas selected vials serving as unheated controls were
stored directly at 4 *C. The inactivation of LAV viruses was previous-
ly proved [L. Montagnier, pers. communication] by measuring both
reverse transcriptase activity and infectivity for T lymphocytes of
some samples of our FVIII concentrate seeded with a measured
quantity (> 103 infectious units/ml) of LAV virus and submitted to
lyophilisation and heat treatment.

Methods

Solubility of concentrates was determined at 37 °C after recon-
stitution with prewarmed distilled water. Solubility was assessed as
good if it amounted to less than 10 min. The dissolved concentrates
were filtered through a needle filter (5um) and immediately tested for
FVIII: C and ristocetin cofactor activity, then stored at -20°C for
further studies. To investigate FVIIL: C stability, the reconstituted
material was kept at room temperature for 24 h and tested after 4 and
24-hour storage periods.

FVIII: C was measured in concentrates by both one-stage [2] and
two-stage [3] methods. The standard used was the French Standard
for FVIII concentrate (85-FE 001), an intermediate-purity material
calibrated against the European Standard for FVIII concentrate
(C1/84) prepared by the Amsterdam Blood Transfusion Centre and
previously calibrated against the 3rd International Standard for
Blood Coagulation Factor VIII (80/556) provided by the NBSC
(London). One-stage assay and 80/511 standard were used for plasma
FVIIIL: C determinations.

Factor VIII antigen (FVIIL:Ag) assay was performed with an
IRMA method [4]. Von Willebrand factor antigen (vWTf: Ag) was
estimated by an enzyme linked-immunoassay already described (5].
Ristocetin cofactor activity was assayed by aggregometry using fresh
washed platelets [6].

All FVII/vWf-related antigens and activities are expressed in
IU/ml or [U/d] and standardised (except for FVIIL: C in concentrates)
with the first International Reference Preparation (80/51 1) provided
by the NBSC (London).

Platelet Adhesion Assay: Perfusion experiments were performed
according to Sakariassen et al. (7] with a l-mm deep rectangular
chamber containing glass coverslips coated with 30 pug/cm? purified
humar collagen {8]. Reconstituted FVIII concentrates were dialysed
for 4 h at 4 °C against Krebs-Ringer buffer containing 19 mAf trisod-
ium citrate, 2.5 mM CaCl; and 5 mM glucose and added to a 4%
human serum albumin (HAS, CRTS Lille) solution. Total perfusate
(16 ml) was incubated for 5 minat 37 * C before a 3-min perfusion run
at a shear rate of 1,200 s-1. The rinsed coverslip radioactivity and the
specific radioactivity of !!!In-labelled platelets was measured with a
gamma counter. Platelet adhesion was expressed by the number of
adherent platelets/cm? or as a percentage of platelet adhesion, 100%

Table I. FVIII/vWf-associated parameters (mean+SD) in §
batches of FVIII concentrate before and after heat treatment (HT)

FVIII, U/mi vWf, U/ml
FVIIL: C FVIIL: Ag vWFf: Ag ristocetin
cofactor
One- Two- activity
stage stage
Before HT 2478+ 24.56x 42.06% 1268 46 =
2.58 3.07 4.68 4.60 4.36
After HT 21.76 = 22.16x 38.26% 988+ 348+
2.62 3.05 2.89 11.95 3.35

being the value obtained when the perfusate is reconstituted blood
containing normal human plasma instead of HSA and 0% being the
value obtained with perfusate containing HSA alone.

Multimeric distribution of vWf was analysed using an SDS-
agarose system [9] leading to the resolution of each multimeric unit of
plasma vWf into 5 bands (‘quintuplet pattern’). The concentrates
were prediluted in physiologic buffer to about | U vWf: Ag/ml and
then tested in dilutions of 1:10 or 1:20 in dissociating buffer. Scan-
ning of the bands obtained after autoradiography was performed with
a Helena densitometer.

Results

In vitro Evaluation

The solubility of the heat-treated concentrate was
good, but small filaments not seen with non-inactivated
product were sometimes visible before filtration through
the needle filter.

Our product tolerated heat treatment with a loss of
FVIIIL: C assessed by one-stage assay equal to 12.3 £ 3.6%
(mean + 1SD; n=25). Changes in FVIII/vWf-associated
parameters after heat treatment of 5 different batches are
reported in table I. The mean of FVIII: Closs estimated on
one-stage and two-stage data was 12.3 and 9.8% respec-
tively. No significant loss of FVIII: C after reconstitution
was noticed after 24 h of storage at room temperature
either in the non-heated or heated product (data not
shown). FVIII:Ag values were always higher than
FVIIL:C and decreased to a lesser extent during heat
treatment. The FVIII: Ag/FVIII:C ratio values ranged
from 1.46 to 1.79 before heating and from 1.5t0 2.13 after
heating. vWTf:Ag and ristocetin cofactor activity values
were always higher than FVIII values. Heat treatment
induced a mean loss of 18.6 and 24% respectively, of
vWT: Ag and ristocetin cofactor activity. The vWf: Ag/ris-
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Fig. 1. Analysis of vWf multimeric distribution in unheated (UH)
and corresponding heated (H) FVIII concentrate. Samples from two
different batches (FVIII, 1 and FVIII, 2) taken before and after
heating together with samples of normal plasma (NP) and cryopre-
cipitate (Cryo) were tested in the same electrophoretic run in SDS
2.5% agarose. The conditions and numbering of vWf bands are as
described previously [9]. In the autoradiography (a) obtained after
overlay with 125]-labelled anti-vWf{ rabbit antibodies, arrow indicates
deposit line, the cathode is at the top. b Scans corresponding to a;
unheated FVIII concentrates are in dotted lines, the cathode is on the
left.
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tocetin cofactor activity ratio ranged from 2.5 to 3.2
. before heat treatment and remained almost constant dur-
ing heating.

Analysis of vWf multimers of unheated and heated
FVIII concentrate from 5 batches, comparatively to plas-
ma and cryoprecipitate, was performed by SDS-agarose
electrophoresis. Changes induced by heat treatment were
particularly evident in 2 batches. Their patterns are
shown in figure 1. In plasma and cryoprecipitate, vWf
displayed the pattern already described [9]. Unheated
concentrates displayed a different kind of pattern, with

.(a) clear bands ahead of the band numbered 1 (the fastest

migrating predominant band in plasma); (b) intervening
bands, especially those named ‘a’, migrating ahead of
corresponding predominant band in plasma, with in-
creased intensity; (c) absence or decrease in larger forms,
and (@) similar intensity of radioactivity associated with
each multimeric unit composed mainly of two predomi-
nant bands: one migrating like predominant bands in
plasma, the other like minor plasma bands named ‘a’. In
corresponding heated concentrates tested at the same
protein concentration, the pattern was somewhat differ-
ent: the intensity associated with low molecular weight
multimers was lower. Furthermore, bands were much
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Table II. Comparative effect of heated and unheated FVIII con-
centrate on platelet adhesion to human collagen (results of 3 sepa-
rate experiments with the same batch of FVIII concentrate)

Perfusate: 40% washed red cells Number of deposited platelets?

2 x 101/1 Mn-platelets x 10%/em?

60% solution made of

Normal plasma 17957 17.6+57 24708

1 U vWfAg/ml n=2 n=2 n=2
(100%) (100%) (100%)

4% HSA 1.3£0.15 2+04 2.2+04
n=2 n=2 n=2
(0%) (0%) (0%)

Unheated FVIII concentrate 83+x1.2 9.1x3.2 10.6 1.7

diluted in HSA n=3 n=3 n=2

1.66 U vWf:Ag/ml (42%) (45%) (37%)

Heated FVIII concentrate 18.4%£26 17.8+5  17.7x3.9

diluted in HSA n=2 n=3 n=2

1.76 U vWf:Ag/ml (103%) (101%) (69%)

*  Number of platelets deposited given as mean+SD; n = number

of perfusion runs; the percentage of platelet adhesion is given in
parentheses.

50 1 H
40
30
20_
a?
> 101 . =0 UH
; o
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05 1 2
vWYF:Ag, Uim{

Fig. 2. Platelet adhesion values (mean of the percentages obtained
in 3 perfusion runs) for unheated (UH) and corresponding heated (H)
FVIII concentrate tested at various concentrations expressed in
vWI: Ag units per millilitre of solution included in the perfusate. The
batch used is different from the one analysed in the experiments
summarised in table II.

more difficult to distinguish and the radioactivity was
higher in the area corresponding to large multimers; the
radioactivity distribution thus obtained tends to be more
comparable with that displayed by plasma and cryopre-
cipitate.

3

The results of the comparison of platelet adhesion to
collagen mediated by unheated and corresponding heated
FVIII concentrate are summarised in table II. The platelet
deposition mediated by dialysed concentrate was con-
stantly higher after heating. In two experiments, platelet
deposition obtained with the heated product (1.7U
vWI{: Ag/ml) was similar to that measured with a normal
plasma (1 U vW{: Ag/ml). Microscopic analysis of covers-
lips coloured with May Griinwald-Giemsa has shown that
this increase in platelet deposition was related to an
increase in the number of adherent platelets and not to an
increase in platelet aggregates. Further experiments made
with increasing amounts of another batch of FVIII con-
centrate have shown that the heated product induced the
same platelet adhesion as 3 times the quantity of
unheated product (fig. 2).

In vivo Evaluation

Patients with Haemophilia A. In vivo recovery was
calculated from an expected plasma FVIII: C level based
on a plasma volume of 40 ml/kg b.w. For the 3 patients
with severe haemophilia, recovery of FVIII:C was 153,
144 and 107%, respectively. For the patient with moder-
ate haemophilia, recovery was 93%. The values were not
corrected for the haematocrit, except for the patient with
moderate haemophilia. FVIII biological half-life calcu-
lated during the second phase of FVIIIL: C decay gave the
following values: 20, 17.5, 17 and 13.5h.

Patients with viWD. The data obtained after infusion of
heated FVIII concentrate into 3 patients not treated 2
weeks before the evaluation are summarised in table I1I.
C.M. and D.C. are patients with respectively severe and
moderate form of type-l1 vWD; Z A. is a patient with a
variant form of vWD type IIA [10]. Infusion of concen-
trates caused an increment in plasma FVIIIL: C of about
0.58-0.80IU/ml, an amount consistent with the expected
values after doses of 25-31 IU/kg b.w. In contrast to the
values obtained in haemophilic patients, a sustained ele-
vated FVIILC level was noticed for several hours after
infusion. Duke’s bleeding time (normal values: 4 min)
was shortened in all 3 patients and was normalised in 2 of
them, while their ristocetin cofactor activity levels were
=0.48 IU/ml. D.C.’s bleeding times were measured in
parallel by a more sensitive method (normal values <9
min); shortening from >20 to 12 min but no complete
correction was then noticed. Recovery and half-life of
functional vWf calculated on the basis of ristocetin cofac-
tor activity values of the different plasma samples from
D.C. were 60% and 17 h, respectively.

Heat-treated concentrate was also infused in one other
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Table II1. Bleeding time and FVIII/vWT{ values in vWD patients following a single infusion of heat-treated FVIII concentrate

Bleeding time? FVILC FVIiil:Ag vWiAg Ristocetin cofactor activity
min Urdl u/dl u/dl U/dl
Patient C. M.
Before infusion >30 2 12 0 <1
After infusion
lh 14 60 76.5 112 32
3h 5 50 75.5 88 30
6h ' 16 70 68 56 20
Patient D.C.
Before infusion 7 12 5 18 12
After infusion
lh 2.30 84 79 180 75
3h 3 64 53 124 56
6h 3 58 52 87 48
24h - 50 48 42 28
48h - 35 37 25 18
Patient Z. A. ,
Before infusion >30 130 67.5 70 8
After infusion
lh 6.30 210 149.5 186 36
180 121 178 50

3h 4

a2 Duke, normal values <4 min.

patient with type IIA vWD who was being treated with
cryoprecipitate for haemothorax. One hour after the infu-
sion of 30 IU FVIII: C/kg b.w., his bleeding time (Duke)
was shortened from 30 to 6 min. Consequently, in orderto
evacuate a l-litre haematoma, thoracotomy was per-
formed under heat-treated FVIII concentrate (initially
3x40 IU FVIIIL: C/kg b.w. per day, then from day 7 to 13:
3x30 IU FVIIIL: C/kg b.w.). No bleeding occurred during
operative and post-operative periods.

Discussion

FVIII concentrates are the treatment of choice in hae-
mophilia A. FVIII in vitro (FVIIL: C value, stability) and
in vivo evaluations in haemophilia recipients (recovery
and biological half-life) are essential to assess the efficacy
of these products. However, as most purification proce-
dures start from cryoprecipitate obtained from large
pools of plasma, the risk of possible contamination with
an infectious virus poses a serious problem of safety. As
heat treatment has been introduced worldwide as one of
the ways of reducing the risk of AIDS transmission, we

have submitted our FVIII concentrate to a heating pro-
cedure previously shown to inactivate LAV virus [L.
Montagnier, pers. communication].

The dry heat treatment of our intermediate-purity
concentrate for 96 h at 68 °C appeared to have little effect
on FVIII. The average loss of FVIII: C is within acceptable
limits and may be related to the stabilising effect of lysine
and contaminating proteins. There is a good correlation
between the data obtained by one-stage and two-stage
assays and a good stability of FVIII:C in reconstituted
heated concentrate which excludes FVIII activation dur-
ing thermal virus inactivation. Furthermore, the drop of
only 8.6% in the FVIII:Ag indicates that there is no
important change in the epitopes detected by anti-FVIII
antibodies, during heating. In vivo evaluation of heated
FVIII concentrate in haemophilia A patients confirmed
its circulatory recovery (>90%) and survival (half-life:
13-20h). These results are identical to those obtained
previously with unheated product and are satisfactory.
They indicate that, apart from a lower specific activity
related to the loss of FVIIL:C activity and a somewhat
lower solubility, our heated concentrate is just as suitable
as unheated product for the treatment of haemophilia A.
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Moreover, since October 1985 10.3 million FVIII: C units
of our heated product have been supplied to treat haemo-
philia A patients without a single complaint about its
coagulant activity.

The purpose of substitutive product in the treatment
of vWD is to correct both coagulation and primary hae-
mostasis by normalising functional FVIII and vWTf.
Before the occurrence of the AIDS problem, the use of
cryoprecipitate to achieve correct Duke bleeding time
and control the haemorrhagic problems of most patients
was the most commonly used replacement therapy in
vWD. Given that cryoprecipitate does not readily tolerate
heat treatment and that there is considerable variability
in the bleeding time correcting ability of different cryo-
precipitates from single donor units, this product no
longer combines reproducible efficacy with safety.

Although they generally contain considerable amounts
of vWf: Ag and sometimes a high level of ristocetin cofac-
tor [11], most intermediate and high-purity FVIII concen-
trates are unsuitable in vWD. Their failure to correct

bleeding time in vWD patients [12] reflected by their

inability to induce platelet adhesion to subendothelium
[13] is generally thought to be related to their lack of high
molecular weight forms of vWf. However, Kéhler et al.
[14] have reported high ristocetin cofactor potency and a
high ristocetin cofactor activity/vW{:Ag ratio together
with a shortening of bleeding time in vWD patients

treated with two commercial heat-treated concentrates. It-

was for this reason that we carried out an in vitro and in
vivo evaluation of the effect of heating on vWf present in
our concentrate. Our product contains high levels of
vWI: Ag and ristocetin cofactor activity. During heating,
we noticed decreases in vW{: Ag and ristocetin cofactor
activity, but no significant change in the ratio of these two
parameters. However, SDS-agarose analysis has shown
that heating induces a change in the multimeric distribu-
tion of vWT{. There is a decrease in low molecular weight
forms of vW{, an increase in high molecular weight forms
of vW{ and sometimes an appearance of larger vWf forms
after heating. Furthermore, platelet adhesion assays have
shown clearly that, although variations are noticed from
batch to batch, heated FVIII concentrate achieves better
platelet adhesion to collagen that the corresponding
unheated product. Furthermore, in vivo evaluation in
vWD patients has shown a correction or at least a signif-
icant shortening of bleeding time after infusion of heat-
treated products. Moreover, a vWD patient underwent
thoracotomy under heat-treated FVIII concentrate cover
without any bleeding problems. These result§ indicate
that the heated FVIII concentrate prepared by CRTS Liile

is useful for the management of patients with vWD.
However, its clinical efficacy depends upon the severity
and type of the disease and the localisation and extent of
the haemorrhage.

The biological activity of vWf has been shown to be
primarily related to its larger multimers [135, 16]. Thus, on
a molecular basis, it may be conceivable that the heating
of our concentrate, by increasing high molecular weight
vWT forms, promotes platelet adhesion, thereby explain-
ing its efficacy in vWD patients. However, such an effect
is probably dependent upon the nature of vWf forms
present in concentrates before heat treatment and on the
extent of heating. Consequently, a precise in vitro and in
vivo evaluation of vWf is required for every product
before establishing efficacy in vWD.
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L'étude du vWF a montré que le chauffage induit une certaine
diminution du vWF:Ag et du cofacteur de la ristocétine alors que 1'on
observe une augmentation des HPM du vWF associée a une augmentation de la
correction de 1'adhésion plaquettaire.

Ces concentrés peuvent donc étre utilisés dans le traitement de
la vWD et 1les résultats obtenus "in vivo" confirment leur efficacité
thérapeutique.

B. TRAVAUX COMPLEMENTAIRES : COMPARAISON DE DIFFERENTS LOTS DE
CONCENTRES, CHAUFFES OU TRAITES PAR SOLVANT-DETERGENT :

Ces travaux ultérieurs ont permis d'@tudier la capacité a induire
1'adhésion plaquettaire au collagéne de différents concentrés de FVIII dont
certains ont é&té traités par le chauffage, et d'autres par solvant
détergent. Nous avons ainsi pu faire une étude comparative de ces deux
produits. '

1) Methode et Expression des résultats :

- la fibronectine (Fn) est dosée par néphélémétrie

- le fibrinogéne (Fg) est déterminé par immunodiffusion radiale

- le pourcentage de HPM a &té calculé suivant la méthode explicitée page 56

- le "50 % d'adhésion" représente le nombre d'unités de vWF:Ag par ml de
plasma nécessaires pour obtenir 50 % d'adhésion plaquettaire sachant que
100 % est la valeur obtenue avec le plasma normal et 0 % 1la valeur
correspondant au plasma de vWD.

Dans certains cas (®) ol une seule concentration de vWF:Ag a été
testée, nous avons du faire une extrapolation pour calculer ce 50 %
d'adhésion : Dans un premier temps, nous avons tracé une droite entre le
point donné par notre valeur, et le point (0.0) & 1'origine. A partir de
cette droite, nous avons fait une premiére estimation (A) du 50 %
d'adhésion. Dans un deuxiéme temps, nous avons calculé 1'équation de 1la
droite obtenue avec un concentré de FVIII testé & plusieurs concentrations.
Puis & partir de cette équation, nous avons fait notre deuxiéme estimation
(B) du 50 % d'adhésion. La moyenne des deux valeurs obtenues (A et B)
correspond & la valeur exprimée dans les tableaux.
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2) Matériel :

- le plasma normal (PN) est un mélange d'au moins 20 plasmas normaux
citratés

- le cryoprécipité thérapeutique (CP) est obtenu par cryoprécipitation du
plasma de 10 donneurs au maximum. I1 est conservé par congélation

- le matériel de départ (SM) est un cryoprécipité en pate provenant de plus
de 1 000 poches de plasma et conservé par congélation. Lorsque le plasma
de ces poches est décongelé partiellement, mélangé puis centrifugé, la
pate de cryoprécipitation est dite "industrielle". Par contre, lorsque le
plasma de chaque poche est cryoprécipité individuellement, le mélange des
différents cryoprécipités obtenu est appelé pate de cryoprécipité
"feuille".

- les concentrés de FVIII sont des produits thérapeutiques provenant de la
pate de cryoprécipité (SM) obtenue, en général, par la méthode
industrielle., Les principales é&tapes de préparation sont décrites
ci-dessous :

Préparation Super VIII chauffé

- Lavage pate de cryoprécipité par alcool froid & 8 % pour éliminer des
protéines contaminantes

- Remise en solution de la pate dans tampon tris & 24 °C en présence
d'héparine

- Adsorption des facteurs de coagulation dépendant de 1la vitamine K par
addition de gel d'alumine

- Précipitation au froid & 10 °C pour éliminer une partie du fibrinogéne et
de la fibronectine

- Addition de stabilisants dans la solution de Facteur VIII (citrate
trisodique - NaCl) ‘

- Concentration du produit sur cassettes d'ultrafiltration

- Filtration stérilisante

- Répartition en flacons 50 ml

- Lyophilisation

- Chauffage a sec 96 Heures & 68°C

Préparation Super VIII SD

- Mise en solution de la pate de cryoprécipité

Addition de gel d'alumine pour adsorber 1les facteurs de coagulation
dépendant de la vitamine K.
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- Elimination du fibrinogéne et fibronectine par un procédé plus efficace
que dans le cas du super VIII chauffé, ce qui induit un taux de proté&ines
plus bas et une meilleure activité spécifique

- Inactivation virale par traitement TNBP-cholate

- Elimination du solvant-détergent par gel filtration sur DEAE Sépharose G25

- Concentration du produit par ultracentrifugation

- Filtration stérilisante

- Répartition en flacons 50 ml

- Lyophilisation

RESULTATS

1) Evaluation "in vitro"

Les tableaux VIII, IX, X regroupent les principales
caractéristiques du plasma normal, du matériel de départ utilisé dans la
préparation des concentrés thérapeutiques, et des différents concentrés de
FVIII "inactivés". Ils montrent la différence d'activité spécifique entre
cryoprécipités et concentrés de FVIII, les protéines contaminantes étant
essentiellement le fibrinogéne, la fibronectine et 1'albumine.

Le rapport vWF:Ag/cofacteur de la ristocétine est voisin de 2 pour
le cryoprécipité thérapeutique comme pour les concentrés de FVIII chauffés
ou SD.

Le pourcentage de HPM du vWF des concentrés chauffés est important
puisqu'il se situe entre la valeur du plasma normal (60 %) et celle du
cryoprécipité thérapeutique (50 %). Par contre, les concentrés de FVIII SD
ont un pourcentage de HPM du vWF moins important puisque la moyenne est
d'environ 35 %.

En ce qui concerne 1'adhésion plaquettaire (Fig. 25), on voit que
le plasma normal, le cryoprécipité thérapeutique et le matériel de départ
des concentrés de FVIII ont une capacité similaire & corriger 1'adhésion des
plaquettes au collagéne puisque environ 0.38 U de vWF:Ag/ml induisent 50 %
d'adhésion (Tableau VIII). Tous les concentrés chauffés sont capables
d'induire 50 % d'adhésion avec moins de 2 U de vWF:Ag/ml (Tableau IX). Par
contre, les SVIII SD apparaissent moins efficaces dans 1‘adhésfon. En effet,

moins de Ta moitié des lots testés (5 sur 11) sont capables d'induire 50 %

d'adhésion avec moins de 2 U/ml de vWF:Ag.
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Adhésion des plaquettes au collagéne I, IIl non fibrillaire en présence de :
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3 cryoprécipité thérapeutique
- concentré de facteur VIII chauffeé
- concentré de facteur VIII SD
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On peut remarquer que dans la série des concentrés SD (Tableau X),
on distingue les concentrés préparés a partir d'une pate de cryoprécipité
dite dindustrielle (série 1) de ceux préparés a partir d'une pate de
cryoprécipité dite feuille : série 2. Seulement le 1/3 des concentrés de la
série 1 corrigent 1'adhésion des plaquettes au collagéne avec moins de 2 U
de vWF:Ag/ml (SD 3, SD 8, SD 11). Par contre, les 2 lots testés de la série
2 (lot 1 et 2) corrigent 1'adhésion plaquettaire avec moins de 1 U de
vWF:Ag/ml (Tableau IX).

Devant la différence des résultats obtenus avec les 2 types de
concentrés, chauffés et SD, il nous a paru intéressant de déterminer si la
moindre qualité des concentrés SD était en relation avec le protocole de
préparation ou le traitement chimique. Aussi, nous avons étudié la capacité
a induire 1'adhésion des plaquettes au collagéne, du produit en cours de
fabrication avant et aprés traitement au TNBP. I1 semble (Tableau XI) que le
traitement au TNBP de deux &chantillons de produit en cours de fabrication
(A et B) que nous avons testés ne provoque pas de modifications de leur

capacité & induire 1'adhésion plaquettaire. Ces deux lots sont cependant
différents puisque 1'un (A) induit 50 % d'adhésion & une concentration de
2.38 U vWF:Ag/ml alors que 1'autre (B) induit environ 100 % d'adhé&sion pour

une concentration 1égérement inférieure.

Les premiers résultats obtenus en comparant le profil multimérique
de 1'échantillon A avant et aprés le traitement au TNBP montre qu'il n'y a
pas de modification du pourcentage de HPM du vWF. Cependant, des études
faites aprés conservation a - 20 °C pendant 3 mois des mémes échantillons A
montre que le produit en cours de fabrication non traité au TNBP garde les
mémes capacités & induire 1'adhésion (Tableau XI) et une structure
multimérique semblable & celle du plasma normal, alors que le produit en
cours de fabrication traité au TNBP est incapable d'induire une adhésion
plaquettaire (0 % & 2 U vWF:Ag/ml) et n'a plus aucun HPM du vWF (Fig. 26).

2) Etude "in vivo :

Une étude "in vivo" a été réalisée en collectant les résultats
obtenus chez 5 malades atteints de vWD qui ont é&té traités par des
concentrés de FVIII SD de la série 1. Le temps de saignement (TS) de ces
malades est en général supérieur & la normale (Technique de Duke :
Normale < 5 min). Aprés injection du concentré SD3, le TS du patient D.C.




141

dgNL ne juswejieuy saude 30 wcm>m
931d159udoAud op ajed op S30| XNop O9Ae NUd3qO duiejjanbe|d uoisaype,p sbejusounod : |y neajqe|

_

_ (lw/By:mr n 2) |
91 * 64 _ I 7 86 g 931d1do9udolud op ajey

|

_ (1u/By:4mr n 8E°27)

0 | 9'0 ¥ 2LV Jo 0Z- © stow ¢ 99AUaSUOD

_ v wv_a_OWLQO%Lo Sp 9384 _

|

_ _ (1u/By: 4MrA N 8E°27) _
86 ¥ IS | GV ¥ 16 | v 931d1o9udokud op a3y

| |
daN1 s?udy “ daNl 3ueay _

SJ1ejjanbe|d uoiseypy 9 | _




Figure 26 :

Electrophorése en SDS-agarose du Produit en cours de fabrication
traité au solvant-détergent (1) ou non traité au
solvant-détergent (2) aprés conservation 3 mois & - 20°C.
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passe de 5 & 3 minutes et ce durant 6 heures aprés injection. De méme, aprés
injection du concentré SD 8 le TS du patient D.J qui é&tait supérieur a
15 min est raccourci & 6 min 30 pendant 5 heures. Ainsi, 1'injection de ces
deux lots de concentré SD apparait efficace. Par contre, les injections des
concentrés SD 5 et du SD 9 respectivement aux patients C.L. et D.P. ne
modifient pas leur TS qui reste supérieur a 15 min. Nous avons é&galement
constaté que 1'injection du concentré SD 6 au patient D.P n'a pas été
cliniquement satisfaisante car elle n'a pas réussi @ stopper son hémorragie
dentaire.

Des études antérieures faites avec des concentrés chauffés ont
montré que 1'injection de concentrés chauffés raccourcissait le TS (Duke) de
la lére & la 3éme heure aprés injection. Cependant, les TS ne sont pas
toujours normalisés.

DISCUSSION

La premiére étude que nous avons faite sur les concentrés de FVIII
montre que Te chauffage (96 h & 68 °C) a un effet favorable sur le vWF. Les
différents lots de concentrés de FVIII chauffés que nous avons étudiés sont
tous capables d'induire 50 % d'adhésion plaquettaire avec moins de 2 U de
vWF:Ag/ml et ont un pourcentage de HPM du VvWF semblable a la pite de
cryoprécipité de départ. Notre étude, cependant, n'a porté que sur 4 lots
différents puisque le traitement par chauffage qui n'inactive pas le virus
de 1'hépatite non-A non-B a vite été supplanté par le traitement au solvant
détergent qui, lui, inactive beaucoup plus le virus de 1'hépatite non-A
non-B. Ainsi, il n'a pas été possible, vu la courte période de cession de ce
produit d'effectuer de nombreuses études "in vivo". Cependant, d'aprés les
quelques résultats des études faites chez les vWD, il semble que les
concentrés de FVIII chauffés étaient efficaces chez ces malades.

Les concentrés de FVIII SD obtenus & partir de 1a méthode
d'inactivation virale par solvant détergent ont une activité spécifique
supérieure aux concentrés chauffés. Ils sont cependant moins aptes a
corriger 1'adhésion des plaquettes au co]]agéne, ont moins de HPM du vWF et
apparaissent moins efficaces dans le traitement de la vWD.

Les différences observées dans 1les propriétés d'adhésion
plaquettaire entre les lots de la série 1 et ceux de la série 2 laissent
penser que 1la faible capacité & induire 1'adhésion plaquettaire des
concentrés de FVIII de la série 1 est 1iée & la qualité de la pate de
cryoprécipité et non au traitement par le TNBP. Néanmoins, ces résultats
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doivent é&tre vérifiés sur un nombre de concentrés de la série 2 au moins
équivalent a celui de la série 1. De plus, il sera nécessaire de comparer
les propriétés adhésives des pates de cryoprécipité elles-mémes.

Nous avons montré que le vWF du produit en cours de fabrication
traité au TNBP avait la méme capacité @ induire 1'adhésion plaquettaire et
la méme structure multimérique que le vWF du produit en cours de fabrication
avant traitement au TNBP. Ces résultats tendent & montrer que le traitement
au TNBP n'est pas responsable de la perte d'activité du vWF. Cependant, 1la
disparition des HPM du vWF et 1la perte des capacités d'adhésion aprés
conservation & - 20 °C du produit en cours de fabrication traité au TNBP
laissent suspecter un défaut de stabilité du vWF.

I[1 est possible que le TNBP retire ou dénature un composé plasmatique
nécessaire a la stabilisation du vWF et qu'ainsi les étapes ultérieures de
préparation des concentrés SD dont la lyophilisation favorisent cette perte
d'activité du vWF. I1 sera donc nécessaire, aprés avoir renouvelé des
comparaisons sur la conservation du vWF dans des produits traités ou non au

TNBP, d'étudier 1'effet de la lyophilisation sur le vWF.

L'interprétation des différentes méthodes d'étude du vWF montre
que 1'activité cofacteur de la ristocétine n'est pas un bon indicateur de
1'activité biologique du vWF puisque, bien qu'elle semble parfois corrélée
au pourcentage de HPM du vWF, elle n'est pas corrélée a 1'adhésion

_plaquettaire ni aux résultats obtenus "in vivo". Ainsi le concentré SD 5 qui
a un cofacteur de la ristocétine relativement élevé (2.03 U/mg) ne corrige

ni 1'adhésion plaquettaire, ni Te TS in vivo.

En ce qui concerne le pourcentage de HPM du vWF, on voit que sur
les 5 lots qui induisent 50 % d'adhésion plaquettaire avec moins de 2 U de

vWF:Ag/ml, 4 ont un pourcentage de HPM supérieur a 38 %, alors que les 6
Tots qui ne peuvent induire 50 % d'adhé&sion plaquettaire a 2 U de vWF:Ag/ml
ont tous un pourcentage de HPM du vWF inférieur & 38 %. Parmi les 5 qui
corrigent 1'adhésion plaquettaire, bien que les différences soient peu
significatives, on remarque que les concentrés SD 3 et SD 2 qui ont 1la
meilleure capacité & corriger 1'adhésion plaquettaire, ont également 1les
pourcentages les plus élevés de HPM du vWF et que le concentré SD 11 qui est
le moins apte & corriger 1'adhésion , a le pourcentage de HPM du vWF le
moins &levé. De méme, tous les concentrés chauffés ont un pourcentage de HPM
supérieur a 49 % et induisent 50 % d'adhésion plaquettaire & moins de 2 U de

VWF:Ag/ml. De plus, on voit que les deux concentrés qui ont respectivement
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60 et 61 % de HPM du vWF, corrigent mieux 1'adhé&sion plaquettaire que ceux
qui ont 49 et 50 % de HPM du vWF. L'ensemble de ces résultats montre que la
présence de HPM du vWF pourrait étre un indicateur d'une bonne conservation
du vWF et que de ce fait, elle est souvent corrélée & 1'activité du vWF dans
1'adhésion plaquettaire. Cependant, il s'avére délicat de prévoir
1'efficacité d'un concentré thérapeutique par 1la simple analyse des
multiméres du vWF car il n'existe pas de corrélation évidente entre les 2
paramétres.

La capacité de différents concentrés de FVIII & induire 1'adh&sion
des plaquettes au collagéne semble, elle, &tre nécessaire pour corriger le
temps de saignement "in vivo".

En effet, sur 5 patients vWD traités par des concentrés de FVIII
SD, seuls les 2 patients (D.C. et D.J.) qui ont regu des concentrés
(respectivement SD 3 et SD 8) capables d'induire 50 % d'adhésion avec moins
de 2 U de vWF:AG/ml ont eu soit une normalisation (D.C.) soit une forte
diminution (D.J.) de leur temps de saignement. Chez les 3 autres patients
traités avec des concentrés incapables d'induire 50 % d'adhésion avec moins
2 U de vWF:Ag/ml, i1 n'a été observé aucune correction du temps de
saignement. Néanmoins, la technique de perfusion requise pour quantifier la
capacité d'induire 1'adhésion plaquettaire est une technique longue,
délicate, nécessitant un grand volume de sang frais et peut donc
difficilement &tre appliquée @ un contrdle de qualité des différents lots de
concentrés de FVIII. Par contre, elle nous semble particuliérement bien
adaptée a une évaluation de divers produits obtenus par des procédés
différents.
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DISCUSSION GENERALE

Depuis de nombreuses années, le "Laboratoire de Recherche sur
1'Hémostase du C.R.T.S de Lille" a orienté ses travaux sur 1'étude de la
structure et du rdéle physiologique du complexe FVIII/vWF. C'est ainsi qu'en
collaboration avec le laboratoire de Biochimie de 1'Université des Sciences
de Lille I (Prof. J. Montreuil, LA CNRS 217), il s'est particuliérement
attaché a préciser la composition et la structure des glycannes du vWF
(Samor et al., 1982, Samor et al.,1986, Samor et al.,1987). En outre, il a
abordé le probléme du rdle de ces glycannes et a montré notamment que le vWF
dépourvu d'acide sialique et d'une partie de ses résidus galactose, se
fixait moins bien aux plaquettes, en présence de ristocétine, que le VWF
natif (Goudemand et a].)1985). Néanmoins, la fixation aux plaquettes, dans
ces conditions non physiologiques, n'est qu'une facette de 1'activité
biologique du vWF et, tout comme 1'activité cofacteur de la ristocétine, ne
peut étre assimilée a 1'ensemble des fonctions que le vWF remplit, tant au
niveau de 1'interaction plaquette/sous endothé&lium qu'au niveau interaction
plaquette/plaquette, dans 1le processus de 1'hémostase primaire. C'est
pourquoi il est apparu indispensable de recourir aux techniques de
perfusion "in vitro" qui, dépendantes du vWF, respectent les conditions de
la circulation sanguine. Ces techniques sont en effet, a 1'heure actuelle,
considérées comme un des meilleurs modéles expérimentaux pour 1'étude de
1'adhésion plaquettaire (Baumgartner et al. 1972, Sakariassen et al. 1983).

Notre premiére tache a donc consisté & adapter ces techniques au
laboratoire afin de pouvoir disposer d'un systéme d'étude des fonctions du
facteur Willebrand se rapprochant des conditions physiologiques.

Aprés un stage dans le laboratoire du Professeur Sixma, a
Utrecht, qui a 1'époque é&tait 1'un des seuls laboratoires avec celui du
Professeur Baumgartner & Bale, & maTtriser parfaitement 1les techniques
d'étude de 1'adhésion plaquettaire, nous nous sommes efforcés, avec les deux
chambres de perfusion 1'une annulaire, permettant 1'étude de 1'adhésion au
sous-endothélium, et 1'autre rectangulaire pour 1'étude de 1'adhésion au



- 147 -

collagéne, a reproduire les expérimentations montrant le rdle du vWF dans
1'adhésion plaquettaire mesurée pour ces deux systémes. Nous avons ainsi
vérifié, en nous basant sur le nombre de plaquettes fixées au cours de
perfusion de cing minutes & des vitesses de cisaillement supérieures a
500 sec -1 , qu'il existe un défaut de fixation aux constituants du sous
endothélium des plaquettes radiomarquées lorsque le perfusat est dépourvu de
vWF. Ce défaut est, conformément a la littérature, et consécutivement & la
présence de vWF au niveau du sous endothélium, beaucoup plus important en
chambre rectangulaire ou la fixation se fait sur du collagéne, qu'en chambre
annulaire, ol c'est le sous-endothé&lium qui est utilisé. La fixation des
plaquettes est rétablie par adjonction de nos préparations de vWF purifié,
ce qui permet d'utiliser cette technique pour mesurer 1'activité
fonctionnelle de diverses préparations de vWF.

Aprés ces mises au point préalables, nous avons ainsi abordé le
probléme du rdle des glycannes du vWF. Pour ce, nous avons étudié 1'effet de
diverses exoglycosidases sur le vWF. En prenant soin de travailler en
présence d'inhibiteurs de protéases, la partie glycanique du vWF ayant été
démontrée jouer un rdle protecteur vis-a-vis de son intégrité multimérique
(Federici et al.,1987 a), nous avons montré, en collaboration avec 1'équipe
de Federici (Milan) et celle du Professeur Sixma, que 1'adhésion
plaquettaire au collagéne est augmentée, en présence du vWF désialylé

[ (Neuase)vWF]lou du vWF désialylé puis soumis & une Galactosidase[ (Neu-Gal)ase
vWF] (Federici et al., 1987 b), comparée a celle obtenue avec le vWF natif.

Au vu des résultats antérieurs (Goudemand et al., 1985) et du
fait que les mémes domaines du vWF et les mémes récepteurs plaguettaires, en
1'occurence la GPIb, sont impliqués dans 1'adhésion plaquettaire et dans la
fixation du vWF aux plaquettes, en présence de ristocétine, nous avons, sur
une méme préparation, montré & 1la fois 1'augmentation de 1'adhésion
plaquettaire au collagéne et la diminution de la fixation aux plaquettes en
présence de ristocétine. Ceci montre que la propriété du vWF & se fixer aux
plaquettes en présence de ristocétine n'est pas corrélée avec son rdle dans
1'adhésion plaquettaire étudiée par les systémes de perfusion. I1 est
possible que ces deux propriétés soient régies par des mécanismes différents
et que 1'effet des monosaccharides dans 1'interaction du vWF avec la
plaquette soit beaucoup plus important dans la fixation du vWF en présence
de ristocétine que dans 1'adhésion plaquettaire.




Le deuxiéme commentaire & propos de ces expériences est que nous
avons observé, a plusieurs reprises, que des formes du vWF modifiées par 1la
neuraminidase et la g -galactosidase, et ayant conservé leur propriéte
adhésives vis-a-vis des plaquettes étaient dépolymérisées. Ceci montre, en
accord avec d'autres, que les formes les plus lourdes du vWF ne sont pas
indispensables & son action dans 1'adhésion plaquettaire "in vitro". Afin de
déterminer 1'origine de 1'augmentation de 1'adhésion plaquettaire, nous
avons également mesuré la fixation au collagéne du vWF natif ou modifié par
les exoglycosidases. Ainsi, nous avons montré que la fixation au collagéne
du Neu ase vWF n'était que 1égérement augmentée, et que celle du (Neu-gal)
ase vWF était similaire & celle du vWF natif. Ce résultat préliminaire ne
permet pas d'affirmer que 1'augmentation de 1'adhésion plaquettaire résulte
de 1'augmentation de 1'interaction plaquette/plaquette. Ceci pourrait étre
en relation, d'une part aux propriétés d'agrégation du PRP des préparations
de Neu ase vWF et de (Neu-gal) ase VWF, et d'autre part a 1'augmentation de
la fixation de ces préparations aux plaquettes en présence de thrombine, qui
fait intervenir les glycoprotéines IIb IIIa impliquées dans 1'étalement des
plaquettes et 1'intéraction plaquette/plaquette (Sakariassen et al., 1986).

L'ensemble de nos résultats semblent montrer que, dans les
conditions employées, les monosaccharides externes du vWF n'ont pas un rdle
primordial dans 1'adhésion plaquettaire "in vitro". Cependant, de ces
expérimentations, on ne peut nullement conclure que les glycannes du VvWF
n'ont aucun rdle biologique, mais & 1'heure actuelle il faut admettre que ce
rdole éventuel reste trés controversé et demeure trés difficile a &tudier. En
effet, on ne peut encore, de fagon slre, empécher une dépolymérisation du
VWF dont on a modidié la copule glycannique et ainsi toute interprétation
sur le rble des glycannes consécutive & 1'action des glycosidases peut elle
étre due a un effet indirect de celles-ci sur la structure IIlaire et IVaire
du vWF. De plus, différents essais entrepris dans notre laboratoire avec une
endoglycosidase se sont révélés trés décevants car ils ont conduit a 1la
précipitation du vWF qui est devenu insoluble en milieu physiologique. C'est
pourquoi, il nous parait actuellement indispensable d'essayer de travailler
sur les domaines fonctionnels glycopeptidiques isolés du VvWF afin de
pouvoir, partant de molécules moins complexes et étudiant une fonction bien
particuliére, déterminer si certains glycannes du vWF ont une fonction
précise dans les différentes étapes du processus de 1'hémostase primaire.

Disposant d'un systéme de mesure de 1'activité fonctionnelle du
VWF, 11 nous est également paru intéressant de 1'utiliser pour é&tudier
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1'effet des divers anticorps monoclonaux (AcM) anti-vWF récemment
disponibles au laboratoire. C'est ainsi que nous avons trouvé que trois
anticorps monoclonaux étaient inhibiteurs de 1'adhésion plaquettaire. Parmi
eux, le 211 A6, inhibiteur de 1'adhésion plaquettaire au sous-endothélium et
au collagéne, inhibe la fixation du vWF sur la plaquette en présence de
ristocétine. I1 est donc probable vu la littérature (cft p. 20) que cet
anticorps reconnaisse un é&pitope situé du c6té NH2 terminales du vWF. Nous
avons également montré que cet anticorps, contrairement a d'autres (Sixma et
al. 1984 a) avait un effet inhibiteur de 1'adhésion plaquettaire & basse
vitesse de cisaillement, ce qui suggére que cet anticorps reconnaitrait un
épitope impliqué dans 1'adhésion a basse vitesse de cisaillement. En effet,
comme 1'a &galement envisagé Sixma (1987) i1 est possible que le rdle du vWF
ne soit pas limité aux forces de cisaillement é&levées mais que ce soient les
limites de nos méthodes d'investigation qui ne permettraient de le mettre en
évidence que dans certaines conditions. Il est également possible que ce
soit la plus grande spécificité de 1'AcM 211 A6 pour le site du vWF impliqué
dans 1'adhésion qui explique son effet inhibiteur particulier.

Deux autres AcM, le 21 All et le 21 H 12, fortement inhibiteurs
de 1'adhésion des plaquettes au collagéne, mais peu inhibiteurs de celle au
sous-endothélium, inhibent 1a fixation du vWF au collagéne fibrillaire. Ces
anticorps sont, par ailleurs, inhibiteurs de la fixation du vWF plasmatique
au collagéne. I1 semble donc que ces deux anticorps soient dirigés contre le
ou les sites de fixation au collagéne du vWF et i1 nous faudra déterminer si
ces deux anticorps sont dirigés contre des épitopes du méme site ou contre
les deux "sites collagénes" (cft p. 20) du vWF. Leur faible action
inhibitrice sur 1'adhésion plaquettaire au sous-endothélium, prouve que- des
constituants du sous-endothélium, autre que le collagéne, sont impliqués
dans 1'adhésion plaquettaire.

Enfin, la technique de perfusion s'est avérée intéressante pour
apprécier 1'activité de certaines fractions thérapeutiques destinées au
traitement de la maladie de Willebrand. En effet, compte tenu qu'il n'existe
a 1'heure actuelle, aucun traitement totalement satisfaisant de la maladie
de Willebrand (cft p. 124) puisque 1'injection de cryoprécipité congelé qui
diminue le temps de saignement comporte des risques de contamination virale,
et que 1'utilisation de concentrés de FVIII ayant subi une inactivation
virale, s'avére peu apte a diminuer le temps de saignement, nous avons voulu
vérifier que les résultats de correction de 1'adhésion plaquettaire obtenus
en présence de certains concentrés de FVIII étaient en corrélation avec leur
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efficacité thérapeutique, ceci afin de pouvoir disposer d'un test "in vitro"
permettant de prévoir 1'aptitude de ces concentrés obtenus par divers
procédés complétés de différentes techniques d'inactivation virale, a
raccourcir le temps de saignement.

L'ensemble des résultats obtenus sur divers concentrés de F VIII
thérapeutiques a montré que le cofacteur de la ristocétine n'apparait pas du
tout en corrélation avec 1'adhésion plaquettaire et le temps de saignement.
Le pourcentage de HPM du vWF semble &tre un bon indicateur de 1'activité du
VvWF mais i1 ne peut & lui seul prédire 1'efficacité physiologique du vWF. En
effet, nous avons montré que les concentrés efficaces dans 1'adhé&sion
plaquettaire et le traitement de la maladie de Willebrand ont généralement
un pourcentage de HPM de vWF plus important que ceux qui sont incapables
d'induire cette adhésion. Cependant, cette différence est souvent trop
petite pour prévoir 1'efficacité "in vivo" du produit. Il apparait donc que
seule 1'augmentation de 1'adhésion plaquettaire au collagéne semble bien
corrélée avec la correction du temps de saignement observée "in vivo" chez
les patients vWD.

Sur 1'ensemble des lots que nous avons étudié, il apparait que
les concentrés de FVIII chauffés sont plus aptes & induire 1'adhésion que
les concentrés de FVIII traités par solvant et détergent (SD). De plus, nous
avons montré que la capacité des concentrés de FVIII SD & induire 1'adhésion
semblait dépendante du type de matériel de départ. D'autre part, si le
traitement SD par lui méme n'affecte pas la structure multimérique ni les
propriétés d'adhésion du vWF, i1 est possible cependant, mais ceci reste a
vérifier, qu'il ait un effet destabilisant sur le vWF, ce qui peut expliquer
la faible capacité des concentrés de FVIII SD 1lyophilisés a induire
1'adhésion plaquettaire.

Ainsi, les techniques d'étude de 1'adhésion des plaquettes
radiomarquées au sous-endothélium ou au collagéne, que nous avons
introduites et appliquées au cours de ce travail de thése, se sont révélées
trés interessantes pour 1'@tude des propriétés du vWF, tant dans les études
fondamentales concernant les vrelations structure-fonctions du facteur
Willebrand, que dans 1le domaine transfusionnel pour 1'appréciation de
1'activité de concentrés thérapeutiques.
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