
T H E S E  

P R ~ S E N T ~ E  A 

L'UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE L ILLE  

DOCTEUR DE L '  UNIVERSITE DE L ILLE FLANDRES-ARTOIS 

PAR 

ETUDE FONCTIONNELLE DU FACTEUR W ILLEBRAND DANS L ' ::II 1 1:. 

PLdn TTAIRE PAR UN SYSTENE DE PERFUSION 

PRES IDENT * O J ,  MONTREUIL 
RAPPORTEURS : G ,  SPIK 

. J ,  SIXMA 
EXAMI NATEURS : A ,  GOUDEMAND 

C, MAZURIER 



REMERCIEMENTS 

A &dame 1 e Docteur Claudine MULRIER 

Tes q u a l i t é s  e t  t a  pass ion pour l a  recherche o n t  
permi s au Labo ra to i r e  d'Hémostase du C.R.T.S de L i  1 l e  d '  acqué r i r  une 
renommée mondi a l e .  Je t e  remerc i  e de t e s  nombreux consei  1 s e t  de 1 ' a i  de 
dévouée que t u  m'as accordée. 

Par c e t t e  thèse, j e  t ' e x p r i m e  ma profonde 
reconnai  ssance e t  mon am i t i é .  

A Monsieur 1 e Professeur Jean iKNlREUIL 

C ' e s t  grâce à vous e t  à l a  con f i ance  que vous m'avez 
accordée a l o r s  que j ' é t a i s  é t u d i a n t  en m a î t r i s e  de Biochimie,  que j ' a i  pu 
m ' i n t é g r e r  â une équipe de recherche au C.R.T.S. de L i l l e .  Vos c o n s e i l s  e t  
v o t r e  a i d e  m 'on t  t o u j o u r s  é t é  p réc ieux .  

J ' a p p r é c i e  l ' honneur  que vous me f a i t e s  au jou rd ' hu i  
en p rés idan t  ce j u r y .  V e u i l l e z  t r o u v e r  i c i  l ' a ssu rance  de ma profonde 
reconnaissance e t  de mon respec t .  

A fidemoisel 1 e 1 e Professeur Geneviève SPIK 

Vot re  g e n t i  1 l esse  e t  l a  q u a l i t é  de v o t r e  
enseignement on t  f a v o r i s é  mon goût pour l a  b i och im ie  l o r s  de mes études à 
l ' u n i v e r s i t é  de L i l l e  1. 

Ce mémoire e s t  soumis à v o t r e  app réc ia t i on .  Je vous 
expr ime mes p l u s  profonds remerciements d ' a v o i r  accepté de j uge r  ce t r a v a i l .  



A Mmsieur 1 e Professeur Jan SIAMI 

You were ext remely  k i n d  t o  welcome me a t  your  
l a b o r a t o r y  t o  l e a r n  t h e  t e c h n i c a l  o f  p l a t e l e t  adhesion. This work i s  t h e  
r e s u l t  of a  c l o s e  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  your  group. 

1 t a k e  t h i s  o p p o r t u n i t y  t o  g i v e  you p roo f  o f  my 
g r a t i t u d e  f o r  t h e  cons tan t  i n t e r e s t  and t h e  e f f i c a c y  you have always 
brought i n  my work. 

A Monsieur 1 e Professeur h u r i c e  GOUDEM4îD 

Cet te  t hèse  e s t  pour moi l ' o c c a s i o n  de vous expr imer  
t o u t e  ma g r a t i t u d e  pour 1  a  b i enve i  11 ance avec 1  aquel 1  e  vous m '  avez accepté 
dans v o t r e  é tab l issement ,  au s e i n  d 'une équipe de recherche. 

Vo t re  jugement s c i e n t i f i q u e  a i n s i  que 1  ' a i d e  e t  
1  ' i n t é r ê t  que vous avez por tés au développement du 1  abo ra to i  r e  de recherche 
sur  l 'hémostase du C.R.T.S de L i l l e ,  m'ont  permis de vous pe rcevo i r  en t a n t  
que c o n s e i l l e r  s c i e n t i f i q u e  e t  de b é n é f i c i e r  de vos c o n s e i l s .  Q u ' i l  me s o i t  
permis de vous témoigner mon respectueux attachement. 

A - Monsieur 1 e Docteur Jean-Jacques WART 

Vous m'avez accordé v o t r e  con f i ance  en m'engageant 
dans v o t r e  é tab l i ssement .  Vo t re  sympathie, v o t r e  f o r c e  de t r a v a i l  e t  vos 
compétences seron t  sans n u l  doute un a t o u t  majeur pour l ' a v e n i r  du Centre de 
Trans fus ion  de L i 1  l e .  

V e u i l l e z  t r o u v e r  i c i ,  l ' a ssu rance  de mon p ro fond  
respec t  e t  de mon a m i t i é .  

A Monsieur l e  Docteur Bruno W R  

C'es t  essen t i e l l emen t  avec t o i  que j ' a i  par tagé ces 
années de t r a v a i  1, qu i  o n t  permis d ' é l a b o r a t i o n  de ce mémoire. Tes qua1 i t é s  
de chercheur,  t a  f r a n c h i s e  e t  t a  s e r v i a b i l i t é  m 'on t  é t 9  d ' u n  grand recours .  

Pour t o u t  ce la ,  j e  t ' e x p r i m e  ma g r a t i t u d e  e t  mes 
s incères  remerciements. 



Cet te  t hèse  é t a n t  l e  f r u i t  d 'un  t r a v a i l  d 'équipe,  j e  t i e n s  
également à remerc ie r  : 

Toute 1  'équ ipe  du l a b o r a t o i r e  d'Hémostase du C.R.T.S de L i  1  l e ,  
pour son a ide  e t  sa sympathie. 

Le personnel du s e r v i c e  des prélèvements du C.R.T.S de L i l l e ,  
pour l e u r  compétence e t  l e u r  bonne humeur. 

Stéphane Bouquelet  e t  son équipe, qu i  nous a  généreusement 
f o u r n i  1  a  B -ga lac tos idase  de B i f i dobac te r i um.  

Le groupe de recherche du l a b o r a t o i r e  du Professeur  Sixma à 
Ut rech t ,  qu i  m'a a c c u e i l l i  e t  enseigné l a  techn ique  de per fus ion .  Je 
remerc ie  p a r t i c u l  i ërement Phi 1  i pp de GROOT e t  P a t r i c i  a  NIEVELSTEIN pour l e u r  
a m i t i é  e t  l e u r  dévouement. 

Monsieur 1  e  Professeur  DELECOUR, d i r e c t e u r  de 1  a  matern i  t é  
Salengro, e t  son personnel , q u i  avec complaisance e t  s u i v i ,  se son t  chargés 
de nous f o u r n i r  l e s  cordons ombi l icaux.  

Madame B l  andi  ne W i  t t o u c k  e t  Mademoi s e l  1  e  C h r i s t i  ne Besson q u i  
on t  r é a l i s é  avec q u a l i t é  e t  pa t ience  l a  f rappe  e t  l a  mise en page de ce 
mémoi r e .  



I N T R O D U C T I O N  

G E N E R A L I T E S  

L ' ADHESION PLAQUETTAIRE 

1 - ETUDE " I N  V I V O "  DE L'ADHESION PLAOUETTAIRE 

II - TECHNIOUES D'ETUDE " I N  VITRO" DE L'ADHESION PLAOUETTAIRE 

A. ADHESION AU SOUS-ENDOTHELIUM 

B. ADHESION AUX CONSTITUANTS PURIFIES 

C.  ADHESION AU COLLAGENE 
. .- 

1 ) S t r u c t u r e  du c o l  1 agène 

2 )  Types de c o l  1 agène du t i s s u  vascul  a i r e  

3 )  Rôle du c o l  1 agène dans 1 'adhésion p l a q u e t t a i r e  

4) Rôle des glycannes dans 1 ' adhésion p l  a q u e t t a i r e  

5 )  Domaine de f i x a t i o n  du vWF sur  l e  co l l agène  

6 )  Domaine de f i x a t i o n  de 1 a p l a q u e t t e  sur  l e  c o l  1 agène 

D. ROLE DES PROTEINES DU PLASMA ET DU SOUS-ENDOTHELIUM 

1 )  Rôle du f a c t e u r  W i l  l eb rand  

2 )  Rôle de l a  f i b r o n e c t i n e  

3 )  Rôle éven tue l  d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  



E. ROLE DE LA MEMBRANE PLAQUETTAIRE p. 1 5  

1 )  E f f e t  des m o d i f i c a t i o n s  enzymatiques de l a  sur face p l a q u e t t a i r e  

2 )  Thrombopathies p l  aque t t a i  r e s  associées à une anomalie de 1 ' adhési on 

p l  aque t t a i  r e  

1 F. INFLUENCE MEDICAMENTEUSE p .  17 

1 1 ) A s p i r i n e  

2 )  Aut res a n t i  -i n f  1 ammatoi r e s  

i 3)  Act ions  d ' a u t r e s  substances sur  l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  
l 

1 - BIOLOGIE MOLECULAIRE 

II - BIOSYNTHESE 

III - STRUCTURE DU vWF 

LE FACTEUR WILLEBRAND 

I V  - TECHNIQUES D'ETUDES DU vWF 

A. DOSAGES IMMUNOLOGIQUES 

B. DOSAGE DU COFACTEUR DE LA RISTOCETINE 
. - 

C. REPARTITION MULTIMERIOUE DU vWF 

D. FIXATION DU vWF AUX PLAOUETTES 

E. LE SYSTEME DE PERFUSION " I N  VITRO" 

V - DOMAINES FONCTIONNELS DU vWF 

V I  - INTERACTION DU vWF AVEC LES PLAQUETTES 



VI1 - FIXATION DU vWF AU COLLAGENE 

VI11 - ROLE DU vWF DANS L'ADHESION PLAOUETTAIRE 

A. ROLE DU vWF PLASMATIQUE 

1 )  Adhésion des p l aque t t es  au co l lagène 

2 )  Adhésion des p l aque t t es  au sous-endothélium 

B. ROLE DU vWF DU SOUS-ENDOTHELIUM 

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

PLAQUETTAIRE 

I X  - ROLE BIOLOGIQUE DE LA FRACTION GLYCANNIQUE DU vWF 

A. ETUDE DES CAS PATHOLOGIQUES 

B. UTILISATION DES GLYCOSIDASES 

1)  U t i l i s a t i o n  des neuraminidases 

2) Ac t i on  d ' une  B - ga lac tos idase  sur  l e  vWF 

3)  Ac t i on  d ' une  B - ga lac tos idase  sur  l'AS-vWF 

4 )  U t i l i s a t i o n  de l a  ga lac tose  oxydase 

5 )  U t i  1  i s a t i o n  d 'endoglycos idases 

6 )  Ac t ions  de l e c t i n e s  su r  l e  vWF 

7 )  Aut res expér iences 

T R A V A U X  P E R S O N N E L S  

TECHNIQUES 

1 - LE SYSTEME DE PERFUSION 

A. RAPPELS 



B. FACTEURS PHYSIQUES INFLUENCANT L'ADHESION PLAQUETTAIRE 

C.  DESCRIPTION DU SYSTEME 

1)  La chambre de p e r f u s i o n  annu la i r e  

2 )  La chambre de p e r f u s i o n  r e c t a n g u l a i r e  

1 
i D. PREPARATION DES PERFUSATS 

LA PERFUSION 

1)  Mode o p é r a t o i r e  

2) Ca lcu l  du nombre de p l aque t t es  f i x é e s  

3) Ca lcu l  du pourcentage d 'adhésion 

4 )  Ca l cu l  du pourcentage de f i x a t i o n  du vWF radiomarqué au co l l agène  ou au 

sous-endothél ium dans l e  systême de p e r f u s i o n  

5) Ca lcu l  s t a t i s t i q u e  

l 

F. CAUSES D'ERREURS 

1)  L i ées  au systême de p e r f u s i o n  

2) L i ées  à l a  techn ique  en chambre a n n u l a i r e  

3) L i ées  à l a  techn ique  en chmabre r e c t a n g u l a i r e  

II - FIXATION DU vWF AUX FIBRES DE COLLAGENE ( " B i n d i n g  c o l l a g e n u )  p. 55 

A. LE COLLAGENE FIBRILLAIRE 

l 
i B. LA TECHNIQUE DU "BINDING COLLAGEN" 

1 III - AUTRES TECHNIQUES 

RESULTATS 

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

PLAQUETTAI RE 

II - EFFET INHIBITEUR DE DIFFERENTS ANTICORPS MONOCLONAUX DIRIGES CONTRE LE 

vWF, SUR L'ADHESION PLAQUETTAIRE 



I I I  - ETUDE DE LA CAPACITE DE DIFFERENTS CONCENTRES THERAPEUTIQUES, RICHES EN 

F V I I I ,  A INDUIRE L 'ADHESION PLAQUETTAIRE p .  124 

C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  



ABREVIATIONS 

Ac : an t i co rps ,  

AS vWF : a s i a l o  vWF ( f a c t e u r  W i  1  lebrand d é s i a l y l é )  = Neu ase vWF, 

ADP: adénosine di-phosphate, 

BH4K : borohydrure de potassium, 

CNBr : bromure de cyanogène, 

ConA : concanaval ine A, 

CP : c r y o p r é c i p i t é  thérapeut ique ,  

DEAE-Sepharose : D ié thy lam inoé thy l  Sepharose, 

DTE : d i t h i o é r y t h r i t o l ,  

EIA : dosage par immunoélectrophorèse, 

ELISA : dosage immunoenzymatique, 

Endo F : endo-N-acetyl - 13 -D-gl ucosamini dase ( F l  avo r i  um meni ngosepticum) , 
F V I I I  : f a c t e u r  V I I I ,  

FVII1:C : a c t i v i t é  procoagulante du f a c t e u r  V I I I ,  

FUC : fucose, 

Ga1 : ga l  actose, 

Ga1 NAc : N-acetyl  g a l  actosami ne, 

Ga1 ase : B-gal  a c t o s i  dase, 

Galox : ga lac tose  oxydase 

GlcNAc : N-acétyl  g l  ucosamine, 

GP : g l ycop ro té i ne ,  

GPIa : g l y c o p r o t é i n e  p l  a q u e t t a i  r e  Ia ,  

GPIb : g l y c o p r o t é i n e  p l a q u e t t a i r e  I b ,  

G P I I b / I I I a  : complexe g l ycop ro té i que  p l a q u e t t a i r e  I I - I I I a ,  

HPM : haut  po ids mo lécu la i r e ,  

I g  : irnmunoglobul i n e ,  

kDa : k i l o d a l t o n ,  

KR : tampon Krebs Ringer,  

Man : Mannose, 

Neu ase : Neuraminidase, 

Neu ase vWF : vWF dés i  a l y l é ,  

(Neu-gal )ase vWF : vWF dés i  a l y l é  pu i s  p a r t i e l  lement dégal ac tosy lé ,  

PAS : c o l o r a t i o n  de S c h i f f  à l ' a c i d e  per iod ique ,  

PG E l  : p ros tag l  andi  ne E l ,  

PG 12 : p ros tag land ine  12, 

PN : p l  asma normal , 
PRP : plasma r i c h e  en p l aque t t es ,  



PNA : Peanut a g g l u t i n i n ,  

RCA : R i c i nus  communis a g g l u t i n i n ,  

RGDS : enchaînement de 4 ac ides aminés Arg-Gly-Asp-Ser, 

R I A  : dosage par  radioimmunologie,  

SD : so l van t  dé te rgen t ,  

SDS : sodium dodécyl  s u l f a t e ,  

SM : pâ te  de c r y o p r é c i p i t a t i o n  servan t  à l a  p r é p a r a t i o n  des concentrés de 

F V I I I ,  

SpI : fragment 1 obtenu par l a  protéase V8, 

S p I I  : fragment II obtenu par l a  protéase Va, 
S p I I I  : fragment III obtenu par l a  protéase V8, 

StV8 : pro téase  V8 e x t r a i t e  de Staphylococcus aureus, 

TNBP : T r i  N b u t y l  phosphate, 

TS : temps de saignement, 

TSP : thrombospondine, 
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vWF : f a c t e u r  Wi l lebrand,  

vWF:Ag : an t igène  du f a c t e u r  Wi l lebrand,  
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I N T R O D U C T I O N  



L ' é t u d e  des mal ades s o u f f r a n t  de man i f es ta t i ons  hémorragiques a  

permis de montrer  que chez c e r t a i n s  d ' e n t r e  eux i 1  e x i s t e  un t r o u b l e  de 

1  'hémostase d i  t e  p r i m a i r e  ( c ' e s t - à - d i r e  1  'ensemble des phénomènes 

phys io log iques  q u i  abou t i ssen t  à 1  a  f o rma t i on  d ' u n  thrombus p l  a q u e t t a i r e  au 

n iveau  de l a  l é s i o n  de l a  pa ro i  v a s c u l a i r e ) ,  dû à 1  'absence ou à l a  

m o d i f i c a t i o n  d ' une  g l y c o p r o t é i n e  p l  asmatique appelée f a c t e u r  W i  11 ebrand (VWF). 

La seu le  mesure de l ' a c t i v i t é  f o n c t i o n n e l l e  du vWF a  été,  pendant 

de nombreuses années, l e  t e s t  d ' a g g l u t i n a t i o n  des p l aque t t es  en présence d ' u n  

a n t i b i o t i q u e ,  l a  r i s t o c é t i n e .  Ce t te  a g g l u t i n a t i o n ,  p r o p o r t i o n n e l l e  â l a  

q u a n t i t é  de vWF n ' e s t  cependant pas t o u j o u r s  c o r r é l é e  à l ' a c t i v i t é  

phys io log ique  du vWF. D 'au t res  t e s t s  " i n  v i t r o "  o n t  également montré que l e  

vWF é t a i t  capable de se f i x e r ,  d 'une p a r t ,  à l a  p l aque t t e  en présence de 

r i s t o c é t i n e  ou de thrombine e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  à des c o n s t i t u a n t s  du 

sous-endothélium, comme l e s  f i b r e s  de co l lagène.  L'ensemble de ces 

c o n s t a t a t i o n s  a  l a i s s é  supposer un r ô l e  impo r tan t  e t  m u l t i f o n c t i o n n e l  du vWF 

dans 1  'hémostase p r ima i re .  Il e s t  apparu néanmoins que ces d i f f é r e n t s  t e s t s ,  

dont  chacun f a i t  a p p a r a î t r e  une f o n c t i o n  p r é c i s e  du vWF dans des c o n d i t i o n s  

f o r t  é lo ignées  des c o n d i t i o n s  de f l u x  de l a  c i r c u l a t i o n  sanguine, ne 

permet tent  pas de b i en  é t u d i e r  l e  r ô l e  phys io log ique  du vWF dans l a  première 

étape de 1  'hémostase p r ima i re ,  q u ' e s t  1  ' adhésion p l  aque t t a i  r e .  

C ' e s t  en 1972 que Baumgartner e t  a l .  on t  mis au p o i n t  un système 

d ' é tude  de 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  fondé su r  des pe r fus ions  de sang, 

permet tant  de r e p r o d u i r e  1  es c o n d i t i o n s  hémodynamiques de 1  a  c i r c u l a t i o n  

sanguine. Ce système l e u r  pe rm i t  d ' é t u d i e r  précisément l e s  mécanismes 

about i ssan t  à 1  ' adhésion des p l aque t t es  au sous-endothél i um, e t  de montrer ,  

notamment, que 1  'adhésion p l  a q u e t t a i r e  e s t  dépendante du f a c t e u r  W i  1  leb rand  à 

des v i t e s s e s  de c i s a i l l e m e n t  i den t i ques  à c e l l e s  de l a  m i c r o c i r c u l a t i o n .  On 

comprend a i n s i  qu 'un  d é f i c i t  q u a n t i t a t i f  ou q u a l i t a t i f  en vWF se t r a d u i s e  par 

une tendance hémorragique. 

Au s e i n  du l a b o r a t o i r e  d'Hémostase du Centre de Trans fus ion  de 

L i l l e ,  06, depuis  de nombreuses années, on s ' a t t a c h e  à é t u d i e r  l e s  r e l a t i o n s  

s t r u c t u r e - f o n c t i o n  du f a c t e u r  Wi l lebrand,  nous avons é t é  chargés de l a  mise au 

p o i n t  des systèmes de p e r f u s i o n  de Baumgartner e t  a1.,(1972) e t  Sakar iassen e t  

a l . ,  (1983).  En e f f e t ,  c e t t e  technique é t a i t  nécessa i re  pour appréc ie r  " i n  

v i t r o "  1  ' a c t i v i t é  f o n c t i o n n e l  l e  du f a c t e u r  W i  1  lebrand e t ,  en p a r t i c u l  i e r ,  



mieux d é f i n i r  l e  r ô l e  de l a  p a r t i e  g lycannique de ce f a c t e u r  dans l 'hémostase 

p r ima i re .  

Ce mémoire c o n s i s t e r a  dans un p remier  temps à f a i r e  l e  p o i n t  

b i b l i o g r a p h i q u e  su r  1 'adhésion p l  a q u e t t a i r e  e t  sur  l e  f a c t e u r  W i  1  lebrand,  

pu is ,  après a v o i r  exposé l e s  techniques développées au l a b o r a t o i r e  pour  ce 

t r a v a i l ,  à p résen te r  e t  d i s c u t e r  l e s  r é s u l t a t s  obtenus dans l e s  t r o i s  vo ies  

d 'é tudes  exposées c i -dessous : 

* Comparaison de l a  capac i t é  du f a c t e u r  W i l  l eb rand  p u r i f i é ,  n a t i f  

ou m o d i f i é  par  des exog lycos i  dases, à i n d u i r e  1  ' adhési on p l  a q u e t t a i  r e .  

* Recherche e t  étude des a n t i c o r p s  monoclonaux d i r i g é s  c o n t r e  l e  

f a c t e u r  W i  1  l eb rand  e t  i n h i b i t e u r s  de 1  'adhésion p l  aque t t a i r e .  

* Etude de l ' a p t i t u d e  de d i v e r s  concentrés de F V I I I  à c o r r i g e r  
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G E N E R A L I T E S  



L'ADHESION PLAQUETTAIRE 

1 - ETUDE I N  VIVO DE L'ADHESION PLAQUETTAIRE 

La lumière interne du vaisseau est tapissée par une monocouche de 
cellules endothéliales. La base de ces cellules est implantée sur la matrice 
sous-endothél i ale (le sous-endothél ium) composée de macromolécules dont les 
col 1 agènes, 1 es glycosaminoglycannes, 1 a fi bronecti ne (Fn ) , 1 e facteur 
Wi 1 lebrand (vWF), la thrombospondine ( T S P )  , les microfi bri 1 les. Ces 
constituants, généralement synthétisés par la cellule endothéliale constituent 
une surface thrombogène. L'autre pôle de la cellule endothéliale est sa face 
vascul aire, en contact avec le sang. Contrairement au sous-endothél i um, qui 
n'est en contact avec le sang que lors d'une lésion vasculaire, l'endothélium 
n'active ni les plaquettes sanguines, ni le système de coagulation ; on dit 
qu'il est hémocompatible. (Fig.1) 

Les plaquettes sont des cellules anucléées de 6 à 8 pm circulantes 
dans le sang, de forme discoide et dérivées des mégacaryocytes médullaires. 
C'est 1 ' interaction de 1 a membrane pl aquettai re avec 1 e sous-endothél i um qui 
induit 1 ' adhésion pl aquettai re. Cette première étape de 1 ' hémostase a donc 
d'abord été étudiée par des expériences montrant les conséquences du contact 

des plaquettes avec le sous-endothél ium. 

Pour cela, on injecte à un animal (rat ou lapin) des plaquettes 
sanguines radi omarquées, pui s on 1 èse une grosse artère par introduction d ' un 
catheter . Après quelques temps de circul ati on sangui ne, on peut soit compter 
sur le segment d'artère le nombre de plaquettes fixées, soit visualiser, par 
morphométrie, l'allure du thrombus formé. On a constaté ainsi que, lors d'une 
1 ésion vascul aire, le sous-endothél i um devenait très rapidement recouvert 
d'une couche de plaquettes adhérentes. De par cette adhésion, qui est 1 a phase 
initiale de 1 'hémostase, la plaquette change de forme, s'étale sur le 
sous-endothél ium pour se fixer plus sol idement, puis le contenu des granules 
al pha et des granules denses i ntrapl aquettai res 1 i béré ( ADP, sérotonine, . . . ) 
cause 1 'agrégation plaquettaire, (Grove et al., 1979). La mise en oeuvre du 
système de coagulation, initié par l'activation des facteurs contact par le 

sous-endothél i um, provoque 1 a formation de fibrine qui stabi 1 i se 1 es agrégats 
plaquettaires (Fi g.2). 
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F i g u r e  2 : FORMATION DU THROMBUS PLAQUETTAIRE 

( d ' a p r è s  J. HAWIGER, Human patho logy,  1, 112, 1987) 



Cependant, ce système d ' é tude  ne permet pas d ' é t u d i e r  précisément 

l e s  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  imp l i qués  dans 1  'hémostase. De p lus ,  l e s  r é s u l t a t s  des 

expér imentat ions animales ne sont  pas d i rec tement  t ransposables à l'homme. La 

mise en oeuvre d ' u n  système " i n  v i t r o "  a  donc é t é  nécessa i re  pour app ro fond i r  

l e s  connaissances dans l e  domaine de l 'hémostase p r i m a i r e  e t  montrer  notamment 

l ' i n t e r v e n t i o n  des f a c t e u r s  plasmatiques dans l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e .  

II - TECHNIQUES D'ETUDE " I N  VITRO" DE L'ADHESION PLAQUETTAIRE 

A. ADHESION AU SOUS-ENDOTHELIUM 

L 'adhés ion  des p l aque t t es  au sous-endothél ium a  . é té  é tud iée  dans 

un système de p e r f u s i o n  " i n  v i t r o "  adapté pour r e p r o d u i r e  l e s  c o n d i t i o n s  de 

c i r c u l a t i o n  e x i s t a n t  " i n  v i v o "  l o r s  d 'une l é s i o n  vascul  a i r e  (Baumgartner e t  

al., 1972). Dans ce système un segment d '  a r t è r e  ombi 1 i c a l e  déendothél i a l  i sée 

e s t  exposé à un f l u x  cons tan t  de sang c i t r a t é  r e c o n s t i t u é .  D i f f é r e n t s  

paramètres peuvent ê t r e  m o d i f i é s  comme l a  compos i t ion  du pe r fusa t ,  l a  v i t e s s e  

du f l u x  e t  l e  temps de p e r f u s i o n .  

Ce système e s t  composé d 'une pompe p é r i s t a l t i q u e ,  d ' u n  en tonno i r ,  

d 'une  chambre de pe r fus ion  c y l i n d r i q u e  e t  d ' u n  r é s e r v o i r  contenant l e  p e r f u s a t  

(F ig .3 ) .  L'ensemble e s t  maintenu à 37 O C  pa r  un b a i n  mar ie  r égu lé .  Une t i g e  

c e n t r a l e  dans l a  chambre de p e r f u s i o n  p o r t e  un segment d ' a r t è r e  a o r t i q u e  de 

1  ap i  n, ( Baumgartner e t  al., 1972) ou ombi 1  i c a l  e  humai ne (Sakar i  assen e t  al., 

1984), r e tou rnée  en d o i g t  de gant.  Le f l u x  de sang a s p i r é  du r é s e r v o i r  pa r  1  a  

pompe p é r i s t a l t i q u e  e s t  r é g u l é  par  un en tonno i r .  A i n s i  par  g r a v i t é ,  l e  sang 

a r r i v e  dans l a  chambre de p e r f u s i o n  d 'une façon  r é g u l i è r e  e t  cont inue,  p u i s  

r e t o u r n e  dans l e  r é c i p i e n t  de dépar t .  Dans ce système en c i r c u i t  fermé, l e s  

temps de p e r f u s i o n  son t  en général  de 3 à 5 minutes. Pour f a i r e  v a r i e r  1  a  

v i t e s s e  de f l u x ,  on d o i t  m o d i f i e r  l e  d é b i t  e t  donc l a  p o s i t i o n  de l ' e n t o n n o i r .  

Des études morphométriques, f a i t e s  après passage du sang su r  

1  ' a r t è r e  permet tent  de v i  sua1 i ser  1  es p l  aque t tes  f i x é e s  au sous-endothél i um. 

On d i s t i n g u e  a i n s i  l e s  p l a q u e t t e s  f i x é e s  en 3 grandes c l asses  : 

- Les p l aque t t es  de c o n t a c t  " C H  

La phase de c o n t a c t  r ep résen te  l a  phase i n i t i a l e  de f i x a t i o n  de l a  p l a q u e t t e  

sur  l e  sous-endothélium. La p l a q u e t t e  e s t  ponctue l lement  a t tachée  e t  non 

in t imement  l i é e  au sous-endothélium. 





- Les p l aque t t es  é t a l é e s  "Eu 

Cet te  phase d ' é ta l emen t  permet à l a  p l a q u e t t e  de se f i x e r  p l us  sol idement au 

sous-endothél ium grâce à son changement de forme e t  à l a  f o rma t i on  de 

pseudopodes. Ce t te  é tape  précède 1  'é tape  d '  i n t e r a c t i o n  p l  aque t te -p l  aquet te .  

- Les thrombi  

L ' i n t e r a c t i o n  p l a q u e t t e - p l a q u e t t e  r é s u l t e  en l a  f o rma t i on  d ' ag réga ts  

p l a q u e t t a i r e s .  En généra l ,  seu l  l e s  agrégats d 'une  hau teur  supér ieure  à 5 pm 

sont p r i s  en compte. 

Des études morphométriques permet tent  d ' é t u d i e r ,  d 'une  p a r t  

l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  au sens s t r i c t ,  c ' e s t - à - d i r e  l e s  p l aque t t es  de c o n t a c t  

e t  l e s  p l aque t t es  é ta l ées ,  e t  d ' a u t r e  p a r t  l a  phase u l t é r i e u r e  d ' ag réga t i on  

p l a q u e t t a i r e .  Cependant, é t a n t  donné que l a  durée de p e r f u s i o n  e s t  cou r te ,  l e  

phénomène d ' a g r é g a t i o n  r e s t e  l i m i t é .  

Cependant, b i e n  que l ' u t i l i s a t i o n  d 'une  a r t è r e  humaine augmente l a  

s i g n i f i c a t i o n  phys io l og ique  des r é s u l t a t s  e t  permet te  de f a i r e  des études 

morphométriques, nous ver rons  p l  us l o i n  que l e s  c o n s t i t u a n t s  du vaisseau on t  

un r ô l e  impo r tan t  dans 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  e t  de ce  f a i t  peuvent masquer 

une éventuel  1  e  anomal i e du p l  asma é tud ié .  Il s  ' avère a i  n s i  p a r f o i  s  nécessa i re  

de t r a v a i l l e r  dans un système analogue mais où l e  f ragment d ' a r t è r e  e s t  

remplacé par  un suppor t  r ecouve r t  d ' un  c o n s t i t u a n t  p u r i f i é  du sous-endothél ium 

ou d 'une m a t r i c e  e x t r a c e l l u l a i r e  de c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  en c u l t u r e .  

B. ADHESION AUX CONSTITUANTS PURIFIES DU SOUS-ENDOTHELIUM 

Le système d '  adhésion aux c o n s t i t u a n t s  p u r i f i é s  nécessi  t e  une 

chambre de p e r f u s i o n  d i f f é r e n t e  de c e l l e  u t i l i s é e  par Baumgartner. Ce t y p e  de 

chambre a  é t é  développé par  Sakar iassen e t  al., (1983) sous l e  nom de chambre 

r e c t a n g u l a i r e .  Dans c e t t e  chambre de per fus ion ,  i 1  e s t  p o s s i b l e  d '  i n s é r e r  des 

1  amel l e s  de microscope sur  1  esquel 1  es on a  p réa l  ab1 ement pu1 v é r i  sé des 

c o n s t i t u a n t s  p u r i f i é s  du sous-endothélium. 

En e f f e t ,  l e s  p l aque t t es  sont  capables de se f i x e r  à d i v e r s  

c o n s t i t u a n t s  du sous-endothél ium comme l e s  f i b r e s  de co l lagène,  l a  membrane 

basale,  1  ' é l  as t i ne .  Par con t re ,  l e s  composants comme l e s  f i b r e s  é l as t i ques ,  

l e s  protéoglycannes ne permet ten t  pas l a  f i x a t i o n  des p laque t tes ,  (Baumgartner 

e t  al., 1976). Les d i v e r s  t ypes  de c o l  lagène p résen ts  au n iveau du 



sous-endothél ium sont  f a c i l e s  à e x t r a i r e  e t  c ' e s t  pourquoi l e  co l l agène  e s t  l e  

p r i n c i p a l  c o n s t i t u a n t  u t i l i s é  dans l e s  systèmes de pe r fus ion .  D 'au t res  

c o n s t i t u a n t s  du vaisseau, par  con t re ,  comme l e s  m i c r o f i b r i l l e s  ne peuvent pas 

ê t r e  u t i  1 i s é s  p u i s q u ' i  1 e s t  techniquement imposs ib l e  de l e s  p u l v é r i s e r  

uniformément, (Fauve1 e t  al., 1983). 

Grâce à ce  système, on peut d 'une p a r t  comparer l a  capac i t é  de 

d i v e r s  c o n s t i t u a n t s  du sous-endothél ium comme pa r  exemple l e s  d i f f é r e n t s  t ypes  

de co l lagène,  â i n d u i r e  1 'adhésion p l a q u e t t a i r e ,  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  m e t t r e  en 

évidence un dé fau t  même mineur des c o n s t i t u a n t s  plasmatiques imp l iqués  dans 

1 'adhésion p l a q u e t t a i r e .  A i n s i ,  en u t i  1 i s a n t  du c o l  lagène p u r i f i é ,  on peut  

déce le r  une anomalie ou une d i m i n u t i o n  modérée du vWF plasmatique, puisque ce 

f a c t e u r ,  impor tan t  dans 1 'adhésion, n ' e s t  i n t r o d u i t  dans l e  système que sous 

sa forme plasmatique. Par c o n t r e  dans l e  système de Baumgartner, l e  vWF du 

sous-endothél ium de l ' a r t è r e  normale peut masquer un d é f i c i t  p lasmatique. 

C.  ADHESION AU COLLAGENE 

1 ) S t r u c t u r e  du c o l  1 agène 

Le c o l  lagène e s t  l a  p r o t é i n e  majeure de l a  m a t r i c e  

e x t r a - c e l l u l a i r e .  Il e s t  s y n t h é t i s é  par  l a  c e l l u l e  e n d o t h é l i a l e  e t  l e  

f i b r o b l a s t e .  La p r i n c i p a l e  c a r a c t é r i s t i q u e  de t o u t e s  l e s  molécules de 

co l l agène  e s t  l e u r  s t r u c t u r e  h é l i c o ï d a l e  à t r o i s  b r i n s .  T r o i s  chaînes 

po l ypep t i d i ques  de co l l agène  appelées chaîne a sont  enroulées l e s  unes au tou r  

des au t res ,  en une h é l i c e  r é g u l i è r e  pour fo rmer  une molécule d ' e n v i r o n  300 nm 

de l ong  e t  de 1.5 nm de d iamètre.  Ce t t e  h é l i c e  e s t  appelée co l l agène  

monomérique ou t r o p o c o l l  agène, (Ja f fe ,  1976) ( F i  g.4). 

Sept formes de chaînes , d ' e n v i r o n  1 000 acides aminés o n t  pu 

ê t r e  d i s t i nguées  : a l  (11, a l ( I I ) ,  a l  ( I I I ) ,  a l ( IV ) ,  al(V), a Z ( I )  e t  an 

(V I .  

Les p r i n c i p a u x  t ypes  de c o l  lagène sont  appelés t ype  1, II, III, 

I V ,  V .  I l s  d i f f è r e n t  par  l e u r  composi t ion e t  séquence en acides aminés a i n s i  

que par  l e u r  p a r t i e  g lycannique,  (Santoro e t  Cunningham, 1981 1. Au n iveau  du 

vaisseau, on rencon t re  essen t i e l l emen t  l e s  types  1, III, I V  e t  V .  
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F i g u r e  4 : FORMATION DE LA FIBRE DE COLLAGENE 



2 )  Pr inc ipaux  types  de co l l agène  du t i s s u  v a s c u l a i r e  

chaîne Local i s a t i o n  Capaci té à i n d u i r e  

1  ' adhési on p l  aque t t a i  r e  
t y p e  

1 [a, ( 1  11, a i 1  Adventice, Media 

II 1 [a l  ( I I I ) ] ,  Medi a, Advent ice 

1 V [ a l  ( I V ) ]  3 Membrane basa le  

ou i  

ou i  

con t roversée  

V [ a , ( V ) ] , a 2 ( V )  disséminée con t roversée  

(en p e t i t e s q u a n t i t é s )  

Après l e u r  s é c r é t i o n  dans 1 'espace e x t r a c e l  1  u l  a i r e ,  l e s  molécules 

de co l lagène des types  1 e t  III s'assemblent en polymères ordonnés grâce à des 

l i a i s o n s  i n t e r m o l é c u l a i r e s .  Ces m i c r o f i b r i l l e s  de 10 à 30 nm de d iamètre,  

v i  s i  b l  es en mic roscop ie  é l ec t ron ique ,  sont  souvent groupées en f a i  sceaux p l  us 

impo r tan t s  par  mu1 t i m é r i  s a t i  on (Muggl i e t  Baumgartner, 1973) pour  former 1 es 

f i b r e s  de c o l  1 agène mesurant p l u s i e u r s  micromètres de d iamètre e t  observables 

en mic roscop ie  photonique. ( F i  g.4). 

Par con t re ,  l e s  molécules de co l l agène  t ype  I V  ( qu i  c o n s t i t u e n t  l a  

majeure p a r t i e  du c o l  1 agène de 1 a membrane basa le )  e t  du t ype  V ne forment  pas 

de f i  b r i  1  l e s .  Leur arrangement dans l e s  t i s s u s  e s t  encore mal connu. 

3 ) Rôle du c o l  1  agène dans 1 ' adhési  on p l  a q u e t t a i  r e  

L '  adhési on des p l  aquet tes au sous-endothél i um d i  géré par 

1  'a-chymotryps ine a montré que l e s  f i b r e s  de c o l  lagène du sous-endothél ium 

é t a i e n t  impl iquées dans 1 ' adhésion p l  aque t t a i r e .  

En système p u r i f i é ,  il a é t é  montré que l e s  co l lagènes  p u r i f i é s  de 

t y p e  I V  e t  de t y p e  V, q u i  ne sont  pas f i b r i  1 l a i r e s ,  ne permet ten t  pas 

l ' a d h é s i o n  des p l a q u e t t e s  dans l e  système de pe r fus ion .  De p lus ,  des a n t i c o r p s  



monocl onaux d i  r i  gés c o n t r e  ces deux types  de c o l  1  agènes n '  i ndui  sent pas 

d ' e f f e t  i n h i b i t e u r  sur  1  ' adhésion des p l aque t t es  au sous-endothél i um (Parson 

e t  al., 1986, Houdi j k  e t  al,, 1983). Par con t re ,  l e s  p l aque t t es  adhèrent aux 

c o l  lagènes de t y p e  1  e t  de t ype  III q u ' i  1s s o i e n t  sous forme f i  b r i  l l a i r e  ou 

non f i  b r i  11 a i  r e .  Cependant, sous forme non f i  b r i  1  1  a i  re ,  on observe une f o r t e  

d i m i n u t i o n  des agrégats  p l  aque t t a i r es ,  ( Houdi j k  e t  al., 1985a). Dans l e  

processus complexe de 1  ' hémostase p r ima i re ,  l e  c o l  1  agène appa ra î t  impl i qué, 

d 'une  p a r t  dans l a  f i x a t i o n  de l a  p l a q u e t t e  au sous-endothélium, c e t t e  

adhésion é t a n t  dépendante du vWF à haute v i t e s s e  de c i s a i l  lement, e t ,  d ' a u t r e  

p a r t ,  dans 1  ' a c t i v a t i o n  p l  a q u e t t a i r e  nécessa i re  à 1  a  f o rma t i on  de thrombus. 

4 )  Rôle des glycannes dans l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  

Les glycannes du c o l  lagène ( l a c t o s e )  ne semblent pas nécessai res à 

1  ' adhési on des p laque t tes ,  ( J a f f e ,  1976, Santoro e t  Cunningham, 1977, P u e t t  e t  

al., 1972) ou, p l u s  exactement, l e  s i t e  du co l l agène  nécessai re  à l ' i n t e r a c t i o n  

avec l e s  p l aque t t es  ne semble pas f a i r e  i n t e r v e n i r  l a  f r a c t i o n  g lycannique du 

c o l  1  agène . 

5 )  Dornai n e  de f i x a t i o n  du vWF s u r  1  e  c o l  1 aqène 

La séquence du c o l  1  agène imp l  i quée dans 1  ' adhésion p l  aque t t a i  r e  

n ' e s t  pas encore r é e l l e m e n t  connue. Cependant, à p a r t i r  de l a  chaîne a du 

co l l agène  III, Legrand e t  a l .  (1981) on t  i s o l é ,  pa r  coupure ch imique au CNBr, 

un p e p t i d e  de 149 ac ides aminés, dont  l a  dégrada t ion  enzymatique donne un 

nonapept ide (G l y -  Lys- OHPro- Gly- Glu-  OHPro- Gly-  Pro- Lys - )  capab le  

d ' i n h i b e r  l ' a d h é s i o n  des p l a q u e t t e s  à l a  chaîne a III. 

L ' impor tance de 1 a  r é g i  on t é 1  opep t i  d ique du c o l  1  agène dans 

1  'adhésion p l  a q u e t t a i r e  n '  a  pas encore é t é  envisagée. On s a i t  simplement que 

c e t t e  r é g i o n  t é l o p e p t i d i q u e  du c o l  1  agène monomérique e s t  impo r tan te  dans 1  a  

fo rmat ion  des f i b r e s  du c o l  1  agëne, (Chesney e t  al., 1979). 

6 )  Domaine de f i x a t i o n  de l a  p l a q u e t t e  su r  l e  c o l  lasène 

D i f f é r e n t e s  g l ycop ro té i nes  p l  aque t t a i  r e s  sont présumées ê t r e  1  es 

récep teu rs  du co l lagène,  permet tan t  a i n s i  l a  f i x a t i o n  de l a  p l a q u e t t e  au 

co l l agène  sans l ' i n t e r v e n t i o n  du vWf. Les p l aque t t es  de malades a t t e i n t s  de l a  

d y s t r o p h i e  hémorragique de Bernard-Sou l ie r  qu i  on t  un d é f i c i t  en GpIb, o n t  une 

adhésion p l a q u e t t a i r e  au sous-endothél ium t r è s  r é d u i t e ,  (Weiss e t  al., 1974).  



On pourra i t  dQnc se demander s i  l a  Gpfb ne s ç r r i t  pas un r e e p t e u r  du 

co l lagem prCsant au nivaau du sous-s(ldothe1irn. Cepsndrnt, ce t te  hypothese a 

4t6 r é f u t e  car ces plaquettes agr@ent en présence de col  1 agiWe, il semble 

donc qua l a  Gpftr ne s o i t  pas l e  rQ.çepteri.r du clollag8ne (Hoyer, 19761, mais 

qu 'e l le  s a i t  proche de celui-c i ,  (Ruan aL, 1987). 

- La glycoprotéine I I b ,  (Shadle e t  al., 1984) a ins i  qu'une protéine de 60 kDa, 

(Shadle e t  Barondes, 1984) ont également été ci tées comme des récepteurs 
éventuels du col 1 agane montrant a ins i  que plusieurs récepteurs pourraient 

ê t re  impliques dans l ' i n t e r a c t i o n  plaquette-collagëne (Kot i te  e t  Cunningham, 

- Cependant, des travaux récents, (Wieuwenhuis e t  al., 1986) ont montre, 8 

p a r t i r  de 1 ' etude d'  une mal ade avec syndrome h&morragi que, que 1 ' absence en 
glycoproteiine Ia (GpIa) s'accompagne d'un defaut d '  adhesion e t  d'agrégation 

des plaquettes au co l  lagène. La Gpia sera i t  donc un récepteur du col 1 agene. 

D. ROLE DES PROTEINES DU PLASMA ET DU SOUS ENDOTHELIUM 

1 ) R61e du facteur W i  l lebrand 

Le facteur W i  1 lebrand a un r ô l e  important dans 1 'adhésion 

plaquettaire. Ce r61e sera exp l i c i t é  dans l e  chapitre consacré au vWF ( ~ 3 4 ) .  

2) Rate de l a  f ibronect ine 

a) Rôle de l a  f ibronect ine dans l 'adhésion des 

p l  aquettes au col 1 agene 

La f i  bronecti ne (Fn est une glycoprotéi ne diméri que plasmatique 
e t  t i s s u l a i r e  d'une masse moleculaire de 440 kDa. Sa concentration plasmatique 

es t  de 250 ii 600 pg/ml. En 1978, Hynes e t  al., (1978) suggèrent que l a  Fn est 
importante dans 1 'adhésion des plaquettes au co l  1 agene, puis d'autres travaux, 

(Grinnel l  e t  al., 19791, [Kotel ianski e t  a l  ., 1981) montrent l e  r ô l e  de l a  Fn 
dans 1 %ta1 men t  des p l  aquettes sur des surfaces recouvertes de col  1 agi3ne. 

L'étude précise du r81e de l a  Fn dans 1 'hihostase primaire a eti! effectuée 

grilce au système de perfusion " in  vf  t r o "  ddvcll oppé par Sakari assen, (Houdi j k e t  

al., 1985 a). Dans ce système, lorsque l e  plasma ut1 l i s e  est depourvu de Fn, 
1 ' adhbsion des plaquettes au col  1 ag&e m o n d r i  que de type 1 e t  de type I I  1 
es t  fortement diminuGe B des vitesses de cisai l lement comprises entre 490 e t  



1 300 sec - . S i  1 ' on  a j o u t e  à ces plasmas de l a  Fn p u r i f i é e ,  à des 

concen t ra t i ons  plasmatiques, l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  e s t  res taurée ,  (Houd i j k  

e t  al., 1985 a ) .  Par con t re ,  c e t t e  d i m i n u t i o n  n ' e s t  pas observée sur  c o l  1 agène 

f i  b r i  1 l a i r e ,  puisque d ' a p r è s  l e s  auteurs ,  1 ' a c t i v a t i o n  de l a  p l a q u e t t e  par  1 a 

f i b r e  de co l l agène  provoque une l i b é r a t i o n  de Fn s u f f i s a n t e  pour i n d u i r e  

1 ' adhésion p l  aque t t a i  r e .  

Houdi j k  e t  al., (1985 a ) ,  on t  montré que l a  Fn joue  un r ô l e  en se 

fi xant  sur  1 e c o l  1 agène p u i  sque des expér i  ences dans 1 esquel 1 es 1 es 1 amel 1 es 
1 

de c o l  1 agène sont  pré incubées avec 1 a Fn p u i s  mi ses en présence d ' u n  p e r f u s a t  

sans Fn donnent une adhésion p l a q u e t t a i r e  normale. 

Considérant  l e  r ô l e  complémentaire de l a  Fn e t  du f a c t e u r  

Wi l lebrand,  il semble que l e u r  s i t e  de f i x a t i o n  au co l l agène  s o i t  d i f f é r e n t .  

b )  Rôle de l a  Fn p l  asmatique dans 1 'adhésion des 
l 

p laque t t es  au sous-endothél ium l 

La Fn p lasmat ique ne semble pas nécessa i re  à l ' a d h é s i o n  des 

p l aque t t es  au sous-endothél ium puisque l a  p e r f u s i o n  d ' u n  plasma normal e t  d ' u n  

plasma dépourvu de Fn i n d u i s e n t  une adhésion p l a q u e t t a i r e  s im i  1 a i r e  au sous 

endothél ium. 

c )  Rôle de l a  Fn du sous-endothél ium 

La Fn a é t é  mise en évidence au n iveau  du sous-endothél ium par  une 

techn ique  d' immunof luorescence. A haute v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t ,  l ' a d h é s i o n  

p l a q u e t t a i r e  n ' e s t  pas diminuée l o r sque  l e  plasma e s t  dépourvu de Fn. Par 

con t re ,  s i  1 ' on  incube l e  sous-endothél ium avec un an t i sé rum de l a p i n  d i r i g é  

c o n t r e  l a  Fn humaine, 1 'adhésion p l a q u e t t a i r e  e s t  diminuée e s s e n t i e l  lement à 

haute v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t ,  (Houd i j k  e t  Sixma, 1985 b ) .  Ceci montre que l a  

Fn du sous-endothél ium e s t  s u f f i s a n t e  pour i n d u i r e  l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e .  

3) Rôle éventuel d'autres protéines 

a )  Pro té ines  p lasmat iaues au t res  aue l e  vWF e t  1 a Fn 

La p e r f u s i o n  de sang r e c o n s t i t u é  avec du plasma normal ou une 

so l  u t i o n  d '  a l  bumi ne humaine à 4 % contenant  du vWF ( 1  U vWF:Ag/ml ) e t  de 1 a 

fi bronec t i  ne ( 200 ~ g / m l )  i n d u i t  une adhésion p l  aque t t a i  r e  normale au c o l  1 agène 



humain f i b r i l l a i r e  ou non f i b r i l l a i r e  de t ype  III, (Houd i j k  e t  al., 1985 a ) .  

Ceci t e n d  à prouver  que seu l s  l e  vWF e t  1  a  Fn sont  imp l i qués  dans 1  ' adhési on 

des p l aque t t es .  

b )  P ro té i nes  du sous-endothél ium 

La thrornbospondi ne (TSP) a  é t é  v i  sua1 i sée par  immunof 1  uorescence 

au n iveau  de l a  m a t r i c e  e x t r a c e l l u l a i r e .  Cependant, l a  p ré i ncuba t i on  de c e t t e  

m a t r i c e  avec d i f f é r e n t s  a n t i  sérums d i r i g é s  con t re  1  a  thrombospondi ne n '  i n h i b e  

pas 1 ' adhésion des p l a q u e t t e s  à des v i t e s s e s  de c i  s a i  11 ernent cornpri ses e n t r e  
- 1  100 e t  1  300 sec , (Houdi j k  e t  al., 1986 a ) .  D 'au t res  équipes, au c o n t r a i r e ,  

démontrent que l a  thrombospondine joue un r ô l e  dans l ' a d h é s i o n  des p laque t tes  

e t  q u ' e l  l e  s e r a i t  imp l iquée  dans l a  pa tho log ie  des phénomènes adhés i fs  des 

p laque t tes ,  (Tuszynski  e t  al., 1987).  

Le nidogène e t  l a  l am in ine  q u i  sont également l o c a l i s é s  au n iveau  

du sous-endothél ium sont  cer ta inement  imp l iqués  dans l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e ,  

( I l l  e t  al., 1984). Cependant, peu d ' é tudes  se sont  encore por tées  sur  ce 

su j e t .  

E. ROLE DE LA MEMBRANE PLAQUETTAIRE 

La membrane p l  a q u e t t a i r e  e s t  en con tac t  avec l e  sang. E l  l e  possède 

des récep teurs  pour c e r t a i n e s  molécules du m i l i e u  p lasmat ique ; ces récep teurs  

sont  essen t i e l l emen t  des g l ycop ro té i nes  don t  l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e  e s t  o r i e n t é e  

vers  1  ' e x t é r i  eur  . 

Quelques unes de ces g lycopro té ines  imp l iquées  dans l 'hémostase 

p r i m a i r e  sont  i d e n t i f i é e s  e t  1  eurs  p r o p r i é t é s  b i o l og iques  son t  également 

développées dans l e s  c h a p i t r e s  t r a i t a n t  du co l lagène (p.  12) e t  du f a c t e u r  

W i l l eb rand  (p .  31).  

1 )  E f f e t  des modifications enzymatiques de l a  surface plaquettaire 

L ' a c t i o n  d'enzymes p r o t é o l y t i q u e s  sur  l e s  p l aque t t es ,  (Cazenave e t  

al., 1978 b ) ,  e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  l ' a c t i o n  de l a  t r y p s i n e  (Lahav e t  

Meyer, 1981) r é d u i t  l e u r  capac i t é  à adhérer au c o l  lagène e t  au 

sous-endothél ium dans un système de p e r f u s i o n  contenant du vWF. 

S i  on r e t i r e  50 % de l ' a c i d e  s i a l i q u e  p l a q u e t t a i r e ,  l ' a d h é s i o n  des 



p laque t t es  au c o l  lagène e t  au sous-endothél ium n ' e s t  pas m o d i f i é e  ; seu le  une 

f a i b l e  augmentation de l ' a g r é g a t i o n  i n d u i t e  par  l e  co l l agène  e s t  observée 

(Greenberg e t  al., 1975). Par con t re ,  en oxydant l e s  r é s i d u s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  

terminaux par  l e  per ioda te ,  on diminue 1  'adhésion des p l  aquet tes au c o l  1  agène 

e t  au sous-endothél ium, (Cazenave e t  al., 1976). 

Il a  é t é  rappo r té  qu'une anomalie des glycannes des g l ycop ro té i nes  

e t  g l y c o l  i p ides  de 1  a  membrane p l  a q u e t t a i r e  e s t  observée chez l e s  urémiques. 

Ce t te  anomalie, mise en évidence par  une d i m i n u t i o n  de l a  f i x a t i o n  de l e c t i n e s  

s p é c i f i q u e s  de 1  a  N-acéty l  ga l  actosami ne, du g lucose e t  du mannose sur  1  a  

membrane p l a q u e t t a i r e ,  semble ê t r e  en r e l a t i o n  avec une d i m i n u t i o n  de 

1  ' adhésion des p l aque t t es  au sous-endothél i um (Manso e t  al., 1985). 

2 )  Thrombopathi es p l  a q u e t t a i  r e s  associées à une anomal i e de 

1  ' adhésion ~l a a u e t t a i r e  

Cer ta ines  thrombopathies dues à une anomalie des récep teurs  

g l y c o p r o t é i  n i  ques p l  aque t t a i  r e s  se c a r a c t é r i s e n t  par  un dé fau t  de 1  ' adhési on 

des p l  aquet tes au sous-endothél i um. 

A i n s i ,  1  'absence de g l ycop ro té i ne  I b  (GpIb)  observée chez l e s  

s u j e t s  a t t e i n t s  de 1  a  malad ie de Bernard-Sou1 i e r  i n d u i t  une d i m i n u t i o n  de 

1  ' adhésion p l  a q u e t t a i  r e  à des v i t e s s e s  de c i  s a i  11 ement supér ieures à 

500 sec - 1  . En terme de r é p a r t i t i o n  p l a q u e t t a i r e ,  t o u t e s  l e s  formes de 

p l  aque t tes  adhérentes sont  d i  mi nuées, (Baumgartner e t  al., 1977, Wei ss e t  a l ,  

1978b, Weiss e t  al., 1974). De même 1  'adhésion des p l a q u e t t e s  normales au 

sous-endothél i um e s t  d imi  nuée en présence d '  an t i co rps  a n t i  -GpIb, (Ruan e t  al., 

1981 ) .  Il a é t é  montré cependant que l e s  p laque t tes  de Bernard-Sou l ie r  o n t  un 

d é f i c i t  en d ' a u t r e s  g l ycop ro té i nes  p l a q u e t t a i r e s  comme l a  GpV, une 

g l y c o p r o t é i n e  de 17 kDa, ce qu i  exp l i que  c e r t a i n e s  d i f f é r e n c e s  observées en 

adhési on p l  a q u e t t a i  r e  e n t r e  des p l  aquet tes de Bernard-Sou1 i e r  e t  des 

p l aque t t es  normal es incubées avec un an t i co rps  monoclonal a n t i  GpIb, 

(Sakar i  assen e t  al., 1986 b )  . 

En revanche, l e  dé fau t  en GpI Ib  e t  I I I a  l i é  à l a  maladie de 

Glanzmann n ' i n d u i t  que quelques p e r t u r b a t i o n s  de l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  au 

sous-endothél  i um, (Tschopp e t  al., 19751, (Baumgartner e t  al., 1977) pu i  sque 

l ' é t u d e  morphométrique montre une augmentation des p l aque t t es  de con tac t  à 

t o u t e s  v i t e s s e s  de c i s a i l l e m e n t  a i n s i  qu'une d i m i n u t i o n  des p l aque t t es  é t a l é e s  
- 1 au dessus de 1 0 0 0 s e c  e t  une absence d ' ag réga ts  e n t r e  300 e t  



- 1  1  500 sec , (Sakar iassen e t  al., 1986 b ) .  Le dé fau t  d 'é ta lement  des 

p l aque t t es  d é f i c i e n t e s  en G p I I b  I I I a  a  d ' a i l l e u r s  é t é  rappo r té  pa r  d ' a u t r e s  

équipes, (Weiss e t  al., 1986).  Tou te fo i  s, des expé r i  ences récen tes  on t  montré 

que des pep t ides  de synthèse contenant  l a  séquence RGD ( q u i  f e r a i t  p a r t i e  du 

domaine de f i x a t i o n  du vWF sur  l e s  GpI Ib  I I I a )  é t a i e n t  i n h i b i t e u r s  de 

1  ' adhési on des p l  aque t tes  au c o l  1  agène e t  d imi  nuera i  e n t  fo r tement  1  a  f o rma t i on  

de thrombus p l  a q u e t t a i  r e ,  (F ress i  naud e t  al., 1987). Néanmoins, i 1  s e r a i t  

nécessa i re  de s a v o i r  que l s  t ypes  de p l aque t t es  ( con tac t ,  é ta lées ,  thrombus) 

sont  diminuées pour comparer ces r é s u l t a t s  à ceux des au t res  expér iences 

c i t é e s  p l u s  haut .  

F. INFLUENCE MEDICAMENTEUSE 

Dans ce  paragraphe, nous t r a i t e r o n s  br ièvement des d i f f é r e n t s  

f a c t e u r s  pouvant i n d u i r e  une d i m i n u t i o n  ou une augmentation de 1  'adhésion 

p l  a q u e t t a i  r e .  

1 )  A s p i r i n e  

Ce r ta i ns  au teurs  on t  montré que 1  'adhésion p l  a q u e t t a i r e  é t a i t  

i n h i b é e  par  1  ' a s p i r i n e ,  (Sheppart  e t  al., 1972). L '  a s p i r i n e  i n h i b e  1  a  

cyclo-oxygénase p l  a q u e t t a i  r e  qu i  permet 1  a  fo rmat ion  de thromboxane A2 I un 

i n d u c t e u r  de 1  ' a g r é g a t i o n  p l a q u e t t a i r e )  mais i n h i b e  d ' a u t r e  p a r t  1  a  

cyclo-oxygénase v a s c u l a i r e  q u i  permet l a  f o rma t i on  de l a  PGI2 qu i ,  e l l e ,  

l i m i t e  l a  c ro issance  du thrombus p l a q u e t t a i r e .  En f a i t ,  des études p l u s  

approfondies f o n t  a p p a r a î t r e  que 1  ' asp i  r i  ne i n h i b e  1  a  f o rma t i on  du thrombus 

p l a q u e t t a i r e  mais n ' a  pas d ' e f f e t  su r  l a  f i x a t i o n  même de l a  p l a q u e t t e  au 

sous-endothél i um (Cazenave e t  al., 1978 ( a )  ) . 
En sang t o t a l  c i t r a t é ,  Weiss conf i rme,  dans l e  système de 

p e r f u s i o n  se lon  Baumgartner, que l ' a s p i r i n e  n ' i n h i b e  pas l ' a d h é s i o n  des 

p l aque t t es  au sous-endothélium, b i en  qu 'un  l é g e r  e f f e t  i n h i b i t e u r  s o i t  observé 

à haute f o r c e  de c i  s a i  11 ement , (Wei ss e t  al., 1981 ) . 

On peut  donc d i r e  que l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  n ' e s t  pas i n h i b é e  

par  l ' a s p i r i n e ,  sous l e s  c o n d i t i o n s  de f l u x ,  d ' h é m a t o c r i t e  e t  d ' a n t i c o a g u l a n t  

généralement u t i l i s é e s  dans l e s  systèmes d ' é t u d e  i n  v i t r o .  



2) Au t res  a n t i  -i n f  1  ammatoires 

D '  au t res  drogues a n t i  -i n f  1  ammatoi r e s  non s t é r o i d i  ennes comme 

l ' i ndome thac ine  e t  l e  su l f inpyrazone,  peuvent, sous c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s ,  

i n h i b e r  1  'adhésion p l a q u e t t a i r e ,  (Cazenave e t  al., 1 9 7 8 ~ ) .  La P G E l  a  un e f f e t  

i n h i b i t e u r  de 1  ' adhésion p l  a q u e t t a i r e  cer ta inement  dû à sa capac i t é  à 

augmenter l a  c o n c e n t r a t i o n  d'AMP c y c l i q u e  p l a q u e t t a i r e ,  (Baumgartner e t  al., 

1976, Cazenave e t  al., 1974, Cazenave e t  al., 1978 b ) .  La p r o s t a c y c l i n e  PGI2 

p r o d u i t e  par l ' e n d o t h é l i u m  i n h i b e  l ' a g r é g a t i o n  p l a q u e t t a i r e  mais également 

1  ' adhési on p l  a q u e t t a i  r e  au c o l  1  agène e t  au sous-endot hé1 i um, ( Cazenave e t  al., 

1979, Karn igu ian  e t  al., 1982). De hautes concen t ra t i ons  de PGEl e t  PGI2 

i n h i b e n t  l a  l i b é r a t i o n  du contenu des p l aque t t es  de l a p i n  qu i  o n t  adhéré mais 

c e t  e f f e t  n ' e s t  pas observé avec des p l aque t t es  humaines, (Adelman e t  a l ,  

1981, Cazenave e t  al., 1979). L ' e f f e t  de l a  PG12 e s t  cer ta inement  t r è s  

l o c a l i s é ,  vu sa f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  c i r c u l  ante, son i n h i b i t i o n  n '  i n d u i t  pas 

d '  augmentation de 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e .  

L '  a c t i o n  du d i  pyr idamol e  sur  1  ' adhési on p l  aque t t a i  r e  e s t  su j e t  à 

d iscuss ion .  En e f f e t ,  dans l e  même système de p e r f u s i o n  se lon  Baumgartner, 

c e r t a i n s  auteurs  ne t r o u v e n t  pas d ' e f f e t  i n h i b i t e u r ,  (Weiss e t  al., 1981) a l o r s  

que, p l u s  récemment, d ' a u t r e s  on t  montré un e f f e t  i n h i b i t e u r  du d i  pyr idamole 

sur  1  ' i n t e r a c t i o n  p l a q u e t t e  sous-endothél i um e t  p l  aque t te -p l  aquet te ,  (Escol  a r  

e t  al., 1985). Cet e f f e t  i n h i b i t e u r  semble ê t r e  con f i rmé par  des e s s a i s  

c l i n i q u e s  ca r  1  'admi n i  s t r a t i o n  de d ipy r idamole  avant  i n t e r v e n t i o n  c h i r u r g i c a l e  

e t  de d i  pyr idamole assoc ié  à 1  ' asp i  r i n e ,  après 1  ' opé ra t i on ,  r é d u i t  l e s  r i s q u e s  

de thrombose a r t é r i e l  l e .  

3) A c t i o n  de d i v e r s e s  substances sur  1  'adhésion   la au et taire 

La n i c o t i n e  e t  l e  monoxyde de carbone contenus dans l a  fumée de 

c i g a r e t t e  p o u r r a i e n t  ê t r e  ii l ' o r i g i n e  de l ' augmen ta t i on  des r i s q u e s  de l é s i o n  

du va isseau e t  de l a  d i m i n u t i o n  de l a  durée de v i e  des p l aque t t es  chez l e  

fumeur, (Fus te r  e t  al., 1981, Becker e t  al, 1979). La p ress ion  sanguine é l evée  

peut  ê t r e  également un f a c t e u r  de 1  ' augmentation de 1  ' adhésion p l  a q u e t t a i r e  

chez l e s  hypertendus, (Brook e t  al., 1985). De même, 1  'hyperchol  e s t é r o l  émie 

f a v o r i s a n t  l e s  l é s i o n s  du vaisseau e s t  assoc iée au développement de 

l ' a t h é r o s c l é r o s e .  



LE FACTEUR WILLEBRAND 

Le f a c t e u r  W i  1  lebrand (vWF) e s t  une g l ycop ro té i ne  q u i  joue un r ô l e  

impo r tan t  dans l a  première étape de 1  ' hémostase p r i m a i r e  q u ' e s t  1  ' adhésion 

p l a q u e t t a i r e  e t  qu i  s e r t  également de p r o t é i n e  por teuse au f a c t e u r  

an t ihémoph i l i que  A, l e  f a c t e u r  VI11 ( F V I I I ) .  Le vWF e s t  s y n t h é t i s é  pa r  l e s  

ce1 l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  ( J a f f e  e t  a l . ,  1974) e t  l e s  mégacaryocytes (Sporn e t  a l . ,  

1985). Sa c o n c e n t r a t i o n  p l  asmatique généralement exprimée en U / m l  (par  

d é f i n i t i o n  1  m l  d ' u n  mélange de plasmas c i t r a t é s  normaux renferme 1  U de vWF) 

e s t  de 5  à 10 pg/ml  (Marchesi e t  a l  ., 1972, Legaz e t  a l . ,  1973) e t  sa 

concen t ra t i on  p l  a q u e t t a i r e  de 0.34 U/10 p laque t t es  ( G r a l n i c k  e t  a l  ., 1986).  

Le d é f i c i t  q u a n t i t a t i f  ou q u a l i t a t i f  en vWF i n d u i t  un syndrome 

hémorragique appelé malad ie de Wi l leb rand  (vWD). Ce t te  malad ie e s t  l a  p l us  

f r équen te  des mal ad ies  hémorragiques c o n s t i t u t i o n n e l  1  es, e l  1  e  e s t  de t ype  

autosomique, l e  p l u s  souvent dominant. Les malades a t t e i n t s  de vWD o n t  un 

d é f a u t  de 1  'hémostase p r ima i re ,  mais également un t r o u b l e  de l a  coagu la t i on  

1  i é  au d é f i c i t  assoc ié  en F V I I I .  Ceci se t r a d u i t  p r inc ipa lement  par  un purpura 

cutané, e t  des hémorragies des muqueuses. En cas d 'hémorrag ie ou avant 

i n t e r v e n t i o n  c h i r u r g i c a l e ,  l e s  p a t i e n t s  a t t e i n t s  de vWD d o i v e n t  s u b i r  un 

t r a i t e m e n t  s u b s t i t u t i f ,  c o n s t i t u é  d ' i n j e c t i o n  de plasma normal, de 

c r y o p r é c i p i t é  ou de concent ré  de complexe FVIII/vWF, qu i  permet de p a l l i e r  l e  

d é f i c i t  q u a n t i t a t i f  ou q u a l i t a t i f  en vWF e t  également en F V I I I .  

1  - BIOLOGIE MOLECULAIRE 

Des progrès cons idérab les  o n t  é t é  f a i t s ,  ces t o u t e s  de rn iè res  

années, dans l a  connaissance du vWF grâce à l ' é t u d e  de l a  b i o l o g i e  mo lécu la i r e  

de ce fac teur .  En e f f e t  l e s  méthodes chimiques c l ass iques  ne permet tent  pas de 

p u r i f i e r  e t  d ' é t u d i e r  f ac i l emen t  l e  vWF vu sa f a i b l e  concen t ra t i on  plasmatique 

e t  sa m u l t i m é r i s a t i o n .  De p lus ,  l a  sous-un i té  du vWF e s t  d 'une masse 

mol écu1 a i r e  impo r tan te  e t  i 1 s  ' a v é r a i t  compl i q u é  d 'en dé te rminer  1  a  séquence 

p r i m a i r e  complète.  Le clonage du cDNA du vWF a  permis de montrer que l a  

molécule i n i t i a l e m e n t  codée a  une masse m o l é c u l a i r e  supér ieure  à c e l l e  de l a  

sous-un i té  mature connue. Ce t te  molécule appelée p ro  vWF e s t  en f a i t  composée 

de l a  sous-un i té  mature e t  de ce que 1  'on  appel l e  1  ' an t i gène  II du vWF ( F i g  

5 ) .  Le séquençage du cDNA du vWF a  permi s  de ' dédu i re  1  'enchaînement des ac ides 

aminés du p ro  vWF e t  d ' y  d i f f é r e n c i e r  p l u s i e u r s  domaines homologues ( F i g .  5 ) .  
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Il e x i s t e  17 s i t e s  p o t e n t i e l s  de N -g l ycosy la t i on  dont  13 sont  s i t u é s  su r  l a  

sous-un i té  mature. 

II - BIOSYNTHESE 

En 1  ' é t a t  a c t u e l  de nos connaissances, l e s  p r i n c i p a l e s  étapes de 

l a  b iosynthèse du vWF p o u r r a i e n t  ë t r e  schématisées comme nous l e  montrons sur  

l a  f i g u r e  6. 

Le vWF e s t  s y n t h é t i s é  par  l a  c e l l u l e  e n d o t h é l i a l e  ( J a f f e  e t  a l .  

1974) e t  l e  mégacaryocyte (Sporn e t  a1 ., 1985). Le gène codant pour l e  vWF e s t  

p o r t é  par  1  e  chromosome 12 (Ginsburg e t  a l  ., 1985). Le mRNA a  une 1  ongueur de 

8.5 à 9  k i  lobases code pour  une p r o t é i n e  de 2  813 ac ides aminés d 'une  masse 

m o l é c u l a i r e  de 309 kDa. La g l y c o s y l a t i o n  de ce  po l ypep t i de  condu i t  à une 

molécule d 'une masse m o l é c u l a i r e  d ' e n v i r o n  360 Kda appelée pré-pro-vWF. 

Après 1  ' h y d r o l y s e  du pep t i de  s i g n a l  du c ô t é  NH2 t e r m i n a l  (22 

ac ides aminés) l e  p o l y p e p t i d e  se d imér i se  par  f o rma t i on  de ponts  d i s u l f u r e s  du 

c ô t é  COOH t e r m i n a l  de chaque po lypep t ide .  Ce dimère e s t  l e  protomère du 

f a c t e u r  W i  1  leb rand  e t  a  une masse d ' e n v i r o n  700 kDa (Fowler  e t  a l  ., 1985 b, 

Wagner e t  Marder, 1984). 

Après 1  ' h y d r o l y s e  de 741 acides aminés du c ô t é  NH2 t e r m i n a l  ( q u i  

c o n s t i t u e n t  une p r o t é i n e  c i r c u l  an te  p l  asmatique appelée vWF an t igène  II 

(vW:AgII) également diminuée chez l e s  s u j e t s  a t t e i n t s  de vWD mais dont l e s  

p r o p r i é t é s  an t igèn iques  son t  d i s t i n c t e s  de c e l l e s  du vWF) l e  dimère se 

mu1 t i m é r i s e  par  f o rma t i on  de ponts d i s u l f u r e  du c ô t é  NH2 t e r m i n a l  pour fo rmer  

l e  vWF mature. Des t r avaux  de Verwei j (Werwei j e t  a l  ., 1987) on t  montré que l e  

vW:AgII é t a i t  imp l i qué  dans l e  mécanisme de m u l t i m é r i s a t i o n .  La p a r t i e  NH2 

t e r m i n a l e  du vWF mature ne c o n t i e n t  pas de ponts  d i s u l f u r e s  puisque son 

hyd ro l yse  par  l a  plasmine ou l a  t r y p s i n e  conduisant  à l a  l i b é r a t i o n  d ' u n  

pep t i de  de 34 kDa n ' a  pas d ' e f f e t  su r  l a  s t r u c t u r e  mu l t imér ique  du vWF (Sixma 

e t  a1.,1984 b, Hami l ton e t  a1.,1985). A l ' é t a t  mature, l e  vWF e s t  secré té  dans 

l a  c i r c u l a t i o n  ou s tocké dans l e s  vés i cu les  de Weibel Palade de l a  c e l l u l e  

endo thé l i a l e .  

III - STRUCTURE DU vWF 

Des études phys i  cochimi ques on t  permi s  de déterminer  1  e  

c o e f f i c i e n t  de séd imenta t ion  du vWF. Ce c o e f f i c i e n t  e s t  de 16.4 pour l e  vWF 
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plasmat ique e t  de 17.1 pour  l e  vWF p u r i f i é  après ge l  f i l t r a t i o n .  Cependant, l e  

c o e f f i c i e n t  de séd imenta t ion  v a r i e  de 23 à 13 e n t r e  l e s  premières e t  l e s  

de rn iè res  f r a c t i o n s  obtenues après passage su r  Sépharose CLZB, conf i rmant  

1  ' hé té rogéné i té  du vWF (Bar1  ow e t  a1 ., 1984). 

Les mu l t imères  du vWF o n t  é t é  mis en évidence en é lec t rophorèse  

sur  ge l  d 'agarose, t o u t  d ' abo rd  à p a r t i r  de vWF p u r i f i é .  Cependant, depuis  

quelques années, une méthode sens ib l e  basée sur  1  ' é l ec t ropho rèse  en agarose en 

présence de SDS e t  su r  l a  d é t e c t i o n  consécu t i ve  du vWF par  un a n t i c o r p s  

radiomarqué anti-vWF, p u i s  r é v é l a t i o n  par  au to rad iograph ie ,  a  permis  d ' é t u d i e r  

l e  vWF p lasmat ique (Hoyer e t  Shainoff, 1980, Ruggeri e t  Zimmerman, 1981) e t  de 

con f i rme r  sa d i s t r i b u t i o n  mu l t imér ique  héterogène. En e f f e t  l e  vWF p lasmat ique 

se r é v è l e  sous forme de nombreuses bandes dont l a  masse v a r i e  de 0.5 à 20 x 

10 kDa (Van Mour ik  e t  Bolhuis,  1978, P e r r e t  e t  a1 ., 1979). 

Sur c e r t a i n s  g e l s  d 'agarose  à 2 %, chaque mu l t imère  appa ra î t  sous l a  forme 

d ' un  " t r i p l e t "  de 3 bandes (Ruggeri e t  Zimmerman) 1981) ou de " q u i n t u p l e t "  

(Mazur ie r  e t  a l  .) 1986) qu i  ne peuvent s ' e x p l i q u e r  par  une s imp le  

po l ymér i sa t i on  l i n é a i r e  du protomère. 

De récen tes  observa t ions  f a i t e s  par  m ic roscop ie  é l e c t r o n i q u e  on t  

permis de c a r a c t é r i s e r  l e  protomère du vWF. Ce protomère semble composé de 2  

grands domaines g l o b u l a i r e s  G (22 x 6.5 nm) symétriquement connectés à un 

nodule p l u s  p e t i t  n  (6.4 x  3.4 nm) par  1  ' i n t e r m é d i a i r e  de domaines a l l ongés  R 

( 3 4  x 2 nm). On peu t  a i n s i  é c r i r e  l 'enchainement  formant  l e  protomère sous l a  

forme GRnRG (Fowler  e t  F r e t t o ,  1985) (F ig .7 ) .  La masse m o l é c u l a i r e  est imée de 

ce protomère (540 Kd) con f i rme  que l e  protomère e s t  un dimère de l a  sous-uni t é  

de 250 kDa. La m u l t i m é r i s a t i o n  du vWF se f e r a i t  pa r  l e  domaine G correspondant  

à l a  p a r t i e  NH2 t e rm ina le .  On a u r a i t  a l o r s  l 'enchainement  : 

(GRnRG) - (GRnRG) (F ig .7 ) .  

Le vWF n a t i f  e s t  composé de 24 % de s t r u c t u r e  en h é l i c e  e t  18 % 

en f e u i  1  l e t  p l  i ssé B-sheet (Loscalzo e t  Handin, 1984). 

La séquence complète des ac ides  aminés du vWF a  é t é  p u b l i é e  par 

T i t a n i  ( T i t a n i  e t  a l  ., 1986). E l l e  e s t  dédu i t e  à l a  f o i s  de 1  ' ana l yse  ch imique 

d i r e c t e  des fragments CNBr de l a  p ro té i ne ,  e t  du séquençage du cDNA. A i n s i ,  on 

remarque que l e  vWF e s t  r i c h e  en cys té i nes  (8.3 % des ac ides aminés t o t a u x )  

l esque l s  sont imp l i qués  dans l a  f o rma t i on  de pon ts  d i s u l f u r e s  puisque aucun 

groupement t h i o l  1  i bre  n ' e s t  dé tec tab le .  Ce t te  d i s t r i b u t i o n  de 1  a  c y s t é i n e  

n ' e s t  pas homogène. En e f f e t ,  deux rég ions  p r i n c i p a l e s  du c ô t é  N- terminal  (Dl  





e t  D3) e t  du c ô t é  C- terminal  (D4, 81, 82, 83, C l ,  C2) on t  une t r è s  f o r t e  

d e n s i t é  en cys té i ne .  Ces deux rég ions  sont  séparées par  un l ong  segment q u i  en 

e s t  presque dépourvu ( F i g .  5 p. 20) .  

Par séquençage de p ro té i ne ,  1  'emplacement de 12 N- e t  10 

O-glycannes a é t é  déterminé ( T i t a n i  e t  a l . ,  1986). A i n s i  su r  l e s  13 s i t e s  

p o t e n t i e l s  t r ouvés  sur  l a  sous-un i té  mature, 2  ne sont  pas u t i l i s é s  e t  une Asn 

p lacée dans une séquence non usuel  l e  de g l ycosy l  a t i o n  (Asn - Ser - Cys) es t ,  

par  con t re ,  g l ycosy lée  ( F i  g. 5 ) .  Les N-glycannes qu i  c o n s t i t u e n t  env i ron  70 % 

de l a  copule g lycannique du vWF (Samor e t  a l . ,  1982), sont p r inc ipa lement  

composés ( 60 % )  du b i  antenné monosi a l y l  é de t ype  N-acéty l  -1 actosami n i  que 

(Debei re  e t  a l . ,  1983). De p lus ,  Samor e t  al.,  (19861, on t  i s o l é  du vWF un 

glycanne t e t r aan tenné  de t ype  N-acé ty l - lac tosamin ique  e t  un O glycanne majeur 

r ep résen tan t  80 % des s t r u c t u r e s  O glycanniques (Samor e t  a l . ,  1987). Ces 

t r o i s  s t r u c t u r e s  g lycanniques du vWF sont  représentées su r  l a  f i g u r e  8. 





I V  - TECHNIQUES D'ETUDE DU vWF 

A. DOSAGES IMMUNOLOGIQUES 

* La techn ique  E I A  de Laure l1  a  é t é  adaptée au dosage de 

1  ' an t i gène  du vWF (Zimmerman e t  a l  ., 1971). Sa s e n s i b i l i t é  e s t  cependant 

l i m i t é e  ( 0.1 U/ml) e t  e l  l e  ne permet pas une bonne e s t i m a t i o n  de 1  ' an t i gène  

du vWF des malades ayant une r é p a r t i t i o n  mu l t imér ique  anormale. 

* La techn ique  RIA (Paul ssen e t  a l  ., 1975) basée sur  1  a  r é v é l  a t i o n  

de l ' a n t i g è n e  du vWF par  un an t i co rps  p o l y c l o n a l  radiomarqué e s t  i n t é r e s s a n t e  

par  sa s e n s i b i l i t é  mais a  l e  désavantage de 1  ' u t i l i s a t i o n  de p r o d u i t s  

r a d i o a c t i f s .  

* La techn ique  sandwich t y p e  ELISA ( B a r l e t t  e t  al., 1976) permet de 

doser 1  ' an t i gène  du vWF (vWF:Ag). Ce t te  techn ique  (Mazur ier  e t  a1 ., 1977) e s t  

e n v i r o n  65 f o i s  p l u s  s e n s i b l e  que l a  techn ique  EIA c l ass ique  e t  permet de 

déce le r  j usqu 'à  0.0015 U/ml de vWF:Ag chez l e s  p a t i e n t s  vWD. 

B. DOSAGES DU COFACTEUR DE LA RISTOCETINE 

C ' e s t  Howard e t  F i r k i n  (1971) qu i  l e s  premiers  on t  cons ta té  qu 'en  

présence de r i  s tocé t i ne ,  un a n t i b i o t i q u e  p r o s c r i t  pour son e f f e t  

thrombopéni ant ,  l e s  p l a q u e t t e s  d 'un  p l  asma r i c h e  en p l aque t t es  (PRP) de su j e t  

normal s ' a g g l u t i n e n t  a l o r s  que chez un s u j e t  vWD 1  ' a g g l u t i n a t i o n  en présence 

de r i s t o c é t i n e  (RIPA) e s t  diminuée ou n u l l e ,  c e t t e  anomalie é t a n t  c o r r i g é e  par  

a d j o n c t i o n  de vWF exogène. 

A i n s i ,  en u t i l i s a n t  d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  de plasma pauvre en 

p l a q u e t t e s  (PPP) de s u j e t  normal, on peut  é t a b l i r  des va leu rs  d '  a g g l u t i n a t i o n  

qu i  son t  f o n c t i o n  du t a u x  de vWF e t  permet tent  un dosage pseudofonct ionnel  du 

vWF. Ce dosage, de ce q u ' i l  e s t  convenu d ' a p p e l e r  l e  " co fac teu r  de l a  

r i s t o c é t i n e " ,  e s t  basé su r  l e  c a l c u l  de l a  v é l o c i t é  d ' a g g l u t i n a t i o n  (Weiss e t  

a l  ., 1973). La s e n s i b i l i t é  de ce dosage e s t  de 1  ' o r d r e  de 0.1 U / m l .  Ce t t e  

a c t i v i t é  semble dépendante du degré de po l ymér i sa t i on  du vWF. Cependant, on 

observe que dans c e r t a i n s  cas de l a  malad ie  de W i  l l eb rand ,  i 1  n ' y  a  pas de 

c o r r é l a t i o n  e n t r e  Cofac teur  de l a  r i s t o c é t i n e  e t  temps de saignement. 



C.  REPARTITION MULTIMERIOUE DU vWF 

L ' é l e c t r o p h o r è s e  en ge l  d 'agarose en présence de SDS avec 

r é v é l  a t i  on en au to rad i  ographi  e  après c o n t a c t  avec des a n t i c o r p s  r a d i  omarqués 

d i r i g é s  c o n t r e  l e  vWF a  permis de séparer e t  de v i s u a l i s e r  l e s  d i f f é r e n t s  

mul t imères du vWF (Hoyer e t  Shainof f ,  1980, Ruggeri e t  Zimmerman, 1981). Ce t t e  

techn ique  a  con f i rmé  l a  d i s t r i b u t i o n  mu l t imér ique  hétérogène du vWF e t  a  

permis de d i f f é r e n c i e r  l e s  d i f f é r e n t s  t ypes  de l a  maladie de Wi l lebrand.  

D ' a u t r e s  techniques é lec t ropho ré t i ques  me t ten t  en évidence 

1 ' ex i s t ence  de vWF normal p ro téo l ysé  (Chopek e t  a l  ., 1986, Zimmerman e t  a l .  

1986) i n d i q u a n t  que l a  sous-un i té  du vWF p lasmat ique n ' e s t  pas homogène. 

D. FIXATION DU vWF AUX PLAOUETTES 

La f i x a t i o n  du vWF aux p laque t t es  e s t  une étape impor tan te  de 

1  'hémostase p r i m a i r e .  Il e s t  p o s s i b l e  d ' é t u d i e r  " i n  v i t r o "  c e t t e  é tape en 

présence d ' agen ts  i n d u c t e u r s  comme pa r  exemple, l a  r i s t o c é t i n e  e t  l a  

thrombi  ne. 

La r i s t o c é t i n e  provoque l a  f i x a t i o n  du vWF sur  l e s  p l aque t t es  

(Zucker e t  a l  ., 1977, Mor i sa to  e t  Gra ln ick ,  1980). Ce t te  f i x a t i o n  qu i  peut  

s ' e x p l i q u e r  pa r  un phénomène é l e c t r o s t a t i q u e  (Col  l e r  e t  Gralnick., 1977) e s t  

indépendante du métabolisme p l a q u e t t a i r e  e t  des i o n s  ca lc ium,  e t  peut donc se 

f a i r e  avec des p l a q u e t t e s  formolées. Par con t re ,  l a  f i x a t i o n  du vWF aux 

p laque t t es  en présence de thrombine e s t  dépendante du métabolisme de l a  

p l a q u e t t e  e t  des i o n s  ca lc ium.  

Ces expér iences de f i x a t i o n  du vWF aux p laque t t es  sont  souvent 

appelées "b i nd ing "  e t  peuvent se f a i r e  avec du vWF p lasmat ique ( " b i n d i n g "  

f r o i d )  ou du vWF p u r i f i é  radiomarqué ( " b i n d i n g "  chaud). Le "b i nd ing "  chaud qu i  

u t i l i s e  en généra l  du vWF p u r i f i é  normal ou m o d i f i é  e s t  u t i l i s é  dans 1  ' é t ude  

des mécanismes de l a  f i x a t i o n  du vWF aux p laque t tes ,  e t  dans 1  'é tude  des 

p a t i e n t s  s o u f f r a n t  de thrombopathies.  Par con t re ,  l e  b i n d i n g  f r o i d  e s t  mieux 

adapté à l ' é t u d e  du vWF des malades vWD. 

E. LE SYSTEME DE PERFUSION I N  VITRO : 

Le système " i n  v i t r o "  qu i  permet 1  'é tude  de 1  'hémostase p r i m a i r e  

dans des c o n d i t i o n s  r e l a t i v e m e n t  proches de c e l l e s  e x i s t a n t  " i n  v i vo "  e s t  



cer ta inement  l e  système de p e r f u s i o n  en chambre a n n u l a i r e  de Baumgartner e t  

a1.,(1972) puisque ce système respec te  l e s  c o n d i t i o n s  hémodynamiques de l a  

c i r c u l a t i o n  sanguine. Ce système e s t  d é t a i l l é  page 6. D 'au t res  systèmes de 

per fus ion  dé r i vés  de ce1 u i  de Baumgartner e t  a l  ., ( 1972) on t  é t é  développés 

pour é t u d i e r  1  'adhésion des p l aque t t es  à des composants p u r i f i é s  du 

sous-endothél i um ou su r  des m a t r i  ces ex t ra -ce1  1  u l  a i  r e s  ( Sakar i  assen e t  a l  . 
1983). 

Ces systèmes de p e r f u s i o n  permet ten t  une bonne approche du r ô l e  

b i o l o g i q u e  du vWF dans 1  'hémostase p r i m a i r e  e t  on t  donc permis de mieux 

comprendre l e s  mécanismes de l 'hémostase p r i m a i r e .  

B ien que t o u t e s  l e s  f o n c t i o n s  du vWF qu i  sont  impl iquées dans 

1  ' adhésion p l  a q u e t t a i r e  s o i e n t  évaluées dans ce système, d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  

comme 1  ' u t i  1  i s a t i o n  d '  an t i coagu l  ant ,  l e  1  avage e t  l e  marquage des p l aque t t es  

peuvent i n f l u e n c e r  l ' a d h é s i o n  des p laque t tes  e t  f o n t  que ce système peut 

encore ê t r e  amél i o r é  pour mi eux rep rodu i re  1 es c o n d i t i o n s  de 1 ' hémostase 

p r ima i re .  

V - DOMAINES FONCTIONNELS DU vWF 

L 'é tude  des p r o p r i é t é s  b i o l og iques  des f ragments de p r o t é o l y s e  e t  

d ' h y d r o l y s e  chimique (CNBr) du f a c t e u r  Wi l leb rand  e t  de l ' e f f e t  de d i f f é r e n t s  

a n t i c o r p s  monoclonaux a  permis d '  i d e n t i f i e r  d i f f é r e n t s  domaines f o n c t i o n n e l s  

du vWF (F ig .5  p. 20).  

* Le s i t e  de f i x a t i o n  du vWF sur  l a  p l a q u e t t e  en présence de 

r i s t o c é t i n e  se s i t u e  su r  un fragment t r y p s i q u e  de 116 kDa. Après réduc t i on ,  ce 

fragment donne un doub le t  de 53-55 kDa e t  f ragment de 14 kDa ( S i  xma e t  a l .  

1984 b )  . Le doub le t  53-55 kDa e s t  encore reconnu par  un an t i co rps  monoclonal 

i n h i b i t e u r  de l a  f i x a t i o n  du vWF à l a  GpIb p l a q u e t t a i r e  en présence de 

r i s t o c é t i n e  e t  de p l u s  se f i x e  aux p l aque t t es  en présence de r i s t o c é t i n e .  

Après hydro lyse  enzymatique de sa p a r t i e  g lycann i  que, on o b t i e n t  un fragment 

de 46 kDa qu i  e s t  l o c a l i s é  e n t r e  l e s  r é s i d u s  449 e t  728 du vWF mature 

(Fu j imura  e t  al, 1986). Sur ce fragment on a  l o c a l i s é  également l e  domaine de 

f i x a t i o n  du c o l  lagène e t  de 1  'hépar ine  (Houdi j k  e t  a l  ., 1986b1, ces deux 

domaines é t a n t  d i f f é r e n t s  du domaine de f i x a t i o n  à l a  GpIb. L ' hyd ro l yse  du vWF 

pa r  l a  p ro téase  V8 de Staphylococcus aureus (StV8)  con f i rme  que l e  domaine 

reconnu par  l a  GpIb se s i  t u e  à 1  ' e x t r é m i t é  NH2t sur  une p a r t i e  de 170 Kd 

(Girma e t  a1 ., 1986 a, Girma e t  a1 .)1986 b ) .  



* Des s i t e s  de f i x a t i o n  du vWF au co l l agène  se s i t u e n t  donc su r  l e  

f ragment de 46 kDa vu c i -dessus.  Un deuxième s i t e  c o l  lagëne a é t é  i d e n t i f i é  

su r  un fragment t r y p s i q u e  de 48 kDa, e t  également su r  l e  f ragment S P I  obtenu 

par  hydro lyse  du vWF par  l a  StV8. Il se s i t u e  donc e n t r e  l e s  r é s i d u s  911 e t  

1365 ( K a l i f a t i s  e t  a l  ., 1986). 

* Le s i t e  de f i x a t i o n  du vWF aux p laque t t es  en présence de 

thrombine, donc sur  l e  complexe GpI Ib  I I I a ,  e s t  d i f f é r e n t  du s i t e  de f i x a t i o n  

en présence de r i s t o c é t i n e  (Houdi j k  e t  a l . ,  i n  p ress) .  En e f f e t ,  après 24 h 

d ' hyd ro l yse  t r yps ique ,  4 bandes (200, 155, 116, 85 kDa) sont immunopréci p i  t ées  

par  un a n t i c o r p s  monoclonal (vWF-9) i n h i b i t e u r  de l a  f i x a t i o n  du vWF aux 

p laque t t es  en présence de thrombine. Le fragment 116 kDa obtenu donne après 

r é d u c t i o n  4 bandes de 54, 45, 30 e t  21 kDa montrant  a i n s i  q u ' i  1 e s t  d i f f é r e n t  

du 116 Kd imp l i qué  dans l a  f i x a t i o n  des p l aque t t es  en présence de r i s t o c é t i n e  

(Houdi j k  e t  a l . ,  1986b, Girma e t  a l . ,  1986a). Girma e t  a l . ,  1986b o n t  a i n s i  pu 

montrer que l e  domaine de f i x a t i o n  à l a  GpI Ib  I I I a  se t r o u v a i t  su r  un fragment 

de 42 kDa du c ô t é  COOH t e r m i n a l .  La séquence Arg-Gly-Asp (R-G-D) s i t u é e  e n t r e  

l e s  ac ides aminés 1743 e t  1747 p o u r r a i t  ê t r e  imp l iquée  dans l e  s i t e  de 

f i x a t i o n  du vWF à l a  Gp I I b  I I I a  puisque c e t t e  f i x a t i o n  e s t  i n h i b é e  par  des 

pep t ides  syn thé t iques  qu i  con t iennent  c e t t e  séquence RGD commune à d ' a u t r e s  

g l ycop ro té i nes  ( f i  b r i  nogène e t  f i  b ronec t i  ne)  q u i  se f i x e n t  également su r  1 a 

GpI Ib  I I I a  (Have rs t i c k  e t  a l . ,  1985). 

Dernièrement N i i y a  e t  a l  ., (1987) on t  i d e n t i f i é  un fragment de 

40 kDa i s s u  de 1 ' h y d r o l y s e  t r y p s i q u e  du fragment S p I I  e t  i n h i b i t e u r  de l a  

f i x a t i o n  du vWF su r  l e s  p l aque t t es  s t imu lées  à l a  thrombine. Il n ' a  pas é t é  

montré que ce fragment de 40 kDa dont l e  NH2t e s t  p o s i t i o n n é  sur  l ' a c i d e  aminé 

1366, c o n t e n a i t  1 a séquence RGDS (correspondant aux ac ides  aminés 1744 à 1747) 

dans sa p a r t i e  C- terminale.  En e f f e t ,  ce fragment,  d ' ap rès  sa l o c a l i s a t i o n ,  

p o u r r a i t  cer ta inement  c o n t e n i r  4 N-glycannes e t  1 O-glycanne e t  il semble donc 

peu probable,  vu sa masse, que son COOH t e r m i n a l  s o i t  p o s i t i o n n é  après l ' a c i d e  

aminé 1744. 

* Le f a c t e u r  V I  II (Fos te r  e t  a l . ,  1987) e t  1 'hépar ine  ( F r e t t o  e t  

a l  . , 1987) se f i x e n t  s u r  1 a p a r t i e  N-termi n a l e  du vWF ce qu i  correspond aux 

domaine D'D3 ( f i g  5 ) .  Ceci a é t é  con f i rmé par  des t r avaux  de Jo r i eux  e t  a l . ,  

(1987).  Takahashi e t  a l . ,  (1987) montrent que l e  s i t e  p r i n c i p a l  du vWF 

permet tant  l a  f i x a t i o n  du F V I I I  se s i t u e  sur  l e s  272 premiers  ac ides aminés du 

vWF correspondant à un fragment de 35 kDa. 



V I  - INTERACTION DU vWF AVEC LES PLAQUETTES 

La r i s t o c é t i n e  i n d u i t  l ' a g g l u t i n a t i o n  de p l aque t t es  d ' un  plasma 

r i c h e  en p l aque t t es  de s u j e t  normal. Par con t re ,  c e t t e  a g g l u t i n a t i o n  n ' e s t  pas 

observée chez un malade a t t e i n t  de malad ie de W i  1  leb rand  sévère (Howard e t  

F i  rk in ,  1971 ) n i  a t t e i n t  de 1  a  thrombopathie de Bernard-Sou1 i e r  (Howard e t  a l  . 
1973 b, Ruggeri e t  al., 1983). Ce t te  a g g l u t i n a t i o n  e s t  dépendante du t aux  de 

f a c t e u r  W i l l eb rand  p lasmat ique puisque ce f a c t e u r  se f i x e  aux p l aque t t es  en 

présence de r i  s t o c é t i  ne (Zucker  e t  a1 .,1977). 

Deux hypothèses tendent  à e x p l i q u e r  l ' a c t i o n  de l a  r i s t o c é t i n e  : 

- l e  vWF e t  l e s  p l a q u e t t e s  sont  chargés négat ivement e t  donc se repoussent 

mutuel lement.  En présence de r i s t o c é t i n e  chargée pos i t i vement ,  c e t  e f f e t  de 

charge s 'annu le ,  ce  qu i  permet l ' i n t e r a c t i o n  du vWF avec l e s  p l aque t t es  

( C o l l e r  e t  G ra ln i ck ,  1977). 

- l a  deuxième hypothèse repose su r  l a  f i x a t i o n  de l a  r i s t o c é t i n e  su r  un 

récep teu r  p l a q u e t t a i r e  (GpIb)  d 'une  p a r t ,  e t  su r  l e  vWF d ' a u t r e  p a r t  (Kao e t  

a l .  1979, Mo r i sa to  e t  Gra ln ick ,  1980). 

La f i x a t i o n  du vWF aux p laque t t es  en présence de r i  s t o c é t i n e  e s t  

indépendante des i o n s  d i v a l e n t s  (Kao e t  a l  .) 1979) e t  du métabolisme 

p l a q u e t t a i r e .  E l l e  peut  donc se f a i r e  avec des p l aque t t es  f i x é e s  au 

forma1 dehyde ou au g l  u t a r a l  dehyde ( A l  1  a i n  e t  a l  .) 1975). 

On cons ta te  que l e s  mul t imères de haut  po ids  m o l é c u l a i r e  (HPM) du 

vWF se f i x e n t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  aux p l aque t t es  en présence de r i s t o c é t i n e  

(Doucet de B ru i  ne e t  a1 .) 1978) e t  i ndui  sent  une a g g l u t i n a t i o n  p l  aque t t a i  r e  en 

présence de r i s t o c é t i n e  fo r tement  supér ieure  à c e l l e  obtenue avec des 

mu1 t imè res  de p l u s  f a i b l e  po ids  mo lécu la i r e .  Ces observa t ions  son t  conf i rmées 

par  1  ' é t ude  de c e r t a i n s  v a r i a n t s  de l a  malad ie  de W i  1  lebrand,  qu i  se 

c a r a c t é r i s e n t  par  un temps de saignement f o r t  augmenté, un t aux  d ' a n t i g è n e  du 

vWF ( vWF: Ag) 1  égèrement d im i  nué e t  une a g g l u t i n a t i o n  des p l aque t t es  en 

présence de r i s t o c é t i n e  presque n u l l e .  En e f f e t ,  l ' a n a l y s e  des mu l t imères  du 

vWF de ces malades r é v è l e  1  ' absence des mul t imères de HPM. L ' ag réga t i on  des 

p l a q u e t t e s  en présence de r i s t o c é t i n e  peut  donc, dans c e r t a i n s  cas, ê t r e  

d i  rectement  c o r r g l  ée avec 1  e  temps de saignement . 

* L ' e x i s t e n c e  d ' u n  récep teur  p l a q u e t t a i r e  s p é c i f i q u e  du vWF e s t  



mis en évidence par  l ' é t u d e  de p laque t t es  de malades a t t e i n t s  du syndrome de 

Bernard-Sou l ie r  qu i  e s t  une thrombopathie de t r ansm iss ion  autosomale 

récess ive .  Les p l a q u e t t e s  de ces malades n 'agrègent  pas en présence de 

r i s t o c é t i n e  e t  de vWF mais se comportent normalement en présence de thrombine 

(Ruggeri  e t  a1 ., 1983, Howard e t  a l  ., 1973 a)  p u i s q u ' e l  l e s  on t  un d é f i c i t  en 

g l y c o p r o t é i n e  membranaire appelé GpIb (Clemetson e t  a l  ., 1982) qu i  e s t  l e  

r écep teu r  du vWF sur  l a  p l a q u e t t e  en présence de r i s t o c é t i n e .  Chez c e r t a i n s  de 

ces mal ades t r a i t é s  avec des concentrés p l  aque t t a i  r e s ,  i 1 appa ra î t  des 

a n t i c o r p s  a n t i - p l a q u e t t a i r e s  q u i  i n h i b e n t  l ' a g g l u t i n a t i o n  des p l aque t t es  

normales en présence de r i  s t o c é t i n e  (Tobelem e t  a l  ., 1976).  Ce t te  i n h i b i t i o n  

e s t  également obtenue en présence d ' a n t i c o r p s  monoclonaux d i r i g é s  c o n t r e  l a  

GpIb. 

D 'au t res  études se son t  por tées sur  l e s  s t r u c t u r e s  du vWF e t  de l a  

GpIb nécessai res à c e t t e  i n t e r a c t i o n  en présence de r i s t o c é t i n e .  A i n s i  des 

t r avaux  o n t  pu montrer  qu ' en  présence de r i s t o c é t i n e ,  l a  GpIb f i x a i t  l e  dimère 

de 440 000 d a l t o n s  a i n s i  que l e  f ragment de 285 000 d a l t o n s  obtenu après 

hyd ro l yse  enzymatique par  1  a  StV8 (Bockenstedt e t  a l  ., 1986). 

D ' a u t r e  p a r t ,  un fragment p r o t é o l y t i q u e  de l a  GpIb, l a  g l y c o c a l i c i n e  se f i x e  

encore su r  l e  vWF en présence de r i s t o c é t i n e .  Par con t re ,  s i  on l i b è r e  l e s  

ac ides  s i  a l  i ques t e r m i  naux, 1  e  ga l  actose e t  1  a  Nacéty l  g l  ucosami ne de 1  a  

g l y c o c a l i c i n e ,  l a  f i x a t i o n  e s t  diminuée d ' e n v i r o n  50 % (Michelson e t  a l .  

1986). 

L ' é tude  d 'une  a u t r e  malad ie hémorragique autosomale récess ive ,  1  a  

thrombasthénie de Glanzmann a  permis  de m e t t r e  en évidence un a u t r e  récep teu r  

du vWF. Chez ces malades on observe une agréga t ion  p l a q u e t t a i r e  per tu rbée  en 

présence d ' i n d u c t e u r  de l ' a g r é g a t i o n  comme l a  thrombine, I'ADP, l e  co l lagène,  

1  ' ép inéph r i ne  mais pas l a  r i s t o c é t i n e  (Tobelem e t  a l  ., 1976). On cons ta te  

également que l e u r s  p l a q u e t t e s  ne f i x e n t  pas l e  vWF en présence de thrombine 

(Ruggeri  e t  a l  ., 1982). C e t t e  anomal i e  e s t  1 i é e  à 1  'absence ou à 1 ' i n c a p a c i t é  

de se complexer des g l ycop ro té i nes  I I b  e t  I I I a .  

La malad ie appelée pseudo-vWD ou " p l  a t e l  e t - t y p e  vWD" cor respond à 

une anomal i e p l  aque t t a i  r e  i n t r i  nsëque h é r é d i t a i r e  qu i  se t r a d u i t  par  une 

ag réga t i on  des p l a q u e t t e s  i n d u i t e  par  l e  vWF n a t i f  en absence de r i s t o c é t i n e  

e t  une adso rp t i on  des mu l t imères  de masse m o l é c u l a i r e  é levée du vWF. En 

conséquence, dans l e  plasma de ces malades on n o t e  une absence des HPM du vWF 

assoc iée à une augmentat ion de 1  ' a g g l u t i n a t i o n  des p l aque t t es  en présence de 

f a i b l e s  q u a n t i t é s  de r i s t o c é t i n e  (RIPA). 



Récemment Peterson e t  a l  ., (Peterson e t  a l  ., 1987) o n t  montré que 

1  ' agréga t ion  des p l a q u e t t e s  d '  un PRP normal é t a i t  poss ib l e  en absence 

d '  i nduc teu r  de 1  ' a g r é g a t i o n  en augmentant simplement 1  a  f o r c e  de c i  sa i  1  lement 

(180 dyne/cm ) . Ce t te  ag réga t i on  es t ,  e l  l e  auss i ,  dépendante du vWF e t  des 

g l ycop ro té i nes  de membrane p l a q u e t t a i r e  GpIb e t  GpI Ib  e t  I I I a .  

VI1 - FIXATION DU vWF AU COLLAGENE 

De nombreux t r avaux  on t  démontré que l e s  c o l  lagènes f i x a i e n t  l e  

vWF (Santoro e t  a l  ., 1983, S c o t t  e t  a l  ., 1981 ) . Ce t te  p r o p r i é t é  s  ' app l ique  auss i  

b i e n  aux co l lagènes  i n t e r s t i t i e l s  de t ype  1  e t  III (Legrand e t  a l  ., 1978, 

Nyman, 1980) ( l e  t y p e  III é t a n t  l e  p l u s  r é a c t i f ) ,  qu 'aux  co l lagènes  de l a  

membrane basale de t y p e  I V  e t  V (Santoro, 1981). 

La n a t u r e  de c e t t e  i n t e r a c t i o n  n ' e s t  pas encore b i e n  connue ; 

cependant, récemment, Bockenstedt e t  al. (1986) on t  montré que l e  vWF f o r m a i t  
l 

en présence de f a c t e u r  X I I 1  a c t i v é ,  une l i a i s o n  cova len te  avec l e  co l lagène.  ~ 
Comme nous 1  'avons vu p. 9, l a  f i b r e  de c o l  lagène e s t  composée de 

l ' a s s o c i a t i o n  de monomères hautement ordonnés, mais il semble que seul i 
l ' a s s o c i a t i o n  de quelques monomères s o i t  s u f f i s a n t e  pour permet t re  l a  f i x a t i o n  1 

du vWF au co l l agène  (Mor ton e t  al., 1983). Par con t re ,  l ' a c t i o n  d ' agen ts  

dénaturants  sur  l e  co l lagène,  l u i  f a i t  pe rd re  ses p r o p r i é t é s  de f i x a t i o n  au 1 
vWF. i 

L ' e x i s t e n c e  de deux s i t e s  de f i x a t i o n  du c o l  lagène su r  l e  vWF a  

é t é  démontrée. L ' u n  e s t  l o c a l i s é  sur  l e  domaine A l  du vWF e n t r e  l e s  r é s i d u s  

567-621 (Houdi j k  e t  a l  ., 1986b) a l o r s  que 1 ' a u t r e  a  é t é  montré p l u s  récemment 

sur  l e  domaine A3 (Roth e t  a l  ., 1986) e n t r e  l e s  r é s i d u s  969-992. Ces deux 

domaines montrent  des homologies de séquence. 

La s t r u c t u r e  même du vWF i n t e r v i e n t  également dans sa f i x a t i o n  au 

co l lagène puisque c e r t a i n s  au teurs  on t  montré que l e s  mul t imères de HPM du vWF 

se f i x a i e n t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  au co l lagène (Santoro 1983, Kess le r  e t  a l .  

1984, Brown e t  a l  ., 1986). D ' a u t r e  p a r t ,  l e  dimère du vWF a i n s i  que l e s  

fragments p r o t é o l y t i q u e s  obtenus après hyd ro l yse  par  l a  StV8, n ' e n t r e n t  pas en 

compé t i t i on  avec l e  vWF dans sa f i x a t i o n  au c o l  lagène, (Bockenstedt e t  a l .  

1986) ce qu i  con f i rme l ' i m p o r t a n c e  de l a  s t r u c t u r e  mu l t imér ique  du vWF. 



VI11 - ROLE DU vWF DANS L'ADHESION PLAOUETTAIRE 

A. ROLE DU vWF PLASMATIQUE 

1  ) Adhésion des p l aque t t es  au c o l  1  agène 

L 'adhés ion  des p l aque t t es  au co l l agène  p u r i f i é  obtenue en présence 

d ' un  plasma de W i l l eb rand  sévère, e s t  normale pour des v i t e s s e s  de 
- 1  c i  sa i  1  lement i n f é r i e u r e s  à 500 sec (Houki j k  e t  a l  ., 1985a). Au dessus de 

c e t t e  va leur ,  con t ra i r emen t  aux va leurs  obtenues avec un p l  asma normal, 

l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  n'augmente pas p ropo r t i onne l l emen t  au f l u x  sanguin.  

A i n s i  à 1  000 sec -' , 1 'adhésion des p l aque t t es  obtenue en présence d ' u n  

plasma sans vWF e s t  e n v i r o n  3 f o i s  i n f é r i e u r e  à ce1 l e  obtenue avec un plasma 

normal. Le vWF p l  asmatique joue  un r ô l e  en se f i x a n t  su r  l e  c o l  1  agène pu i  sque 

en p ré incubant  l e s  1  amel l e s  recouver tes  de c o l  1  agène avec du vWF p u r i f i é ,  1  a  

p e r f u s i o n  d ' u n  sang dépourvu de vWF donne une adhésion p l  a q u e t t a i r e  normale 

(Houdi j k  e t  a l  ., 1985 a ) .  

2 )  Adhésion des p l  aquet tes au sous-endothél ium 

L 'adhés ion  des p l aque t t es  au sous-endothél ium e s t  dépendante du 

t aux  de vWF p lasmat ique pour des v i t e s s e s  de c i s a i  1  lement supér ieures  à 
- 1  600 sec (Sakar iassen e t  a1 .) 1980). Chez l e  vWD sévère 1  'adhésion des 

p l aque t t es  e s t  f o r t emen t  diminuée à haute f o r c e  de c i s a i l l e m e n t  (Tschopp e t  

a l  ., 1974, Weiss e t  a1 ., 1978 a ) .  

Dans l e  système de pe r fus ion  se lon  Baumgartner, où l ' a r t è r e  e s t  

une a r t è r e  de l a p i n  normal, on cons ta te  que l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  r é s u l t a n t e  

de l a  p e r f u s i o n  avec un sang de W i l l eb rand  sévère n ' e s t  que f a i b l emen t  

diminuée puisque l e  sous-endothél ium c o n t i e n t  du vWF. 

L ' é tude  de l ' a d h é s i o n  des p l aque t t es  au sous-endothél ium en 

présence de vWF radiomarqué à 1  ' i ode  125, a  permis de montrer que 1  e  vWF se 

f i x e  au sous-endothél ium essen t i e l l emen t  pendant l e s  deux premières minutes de 

pe r fus ion .  Pendant l a  première minute, l e  nombre de p l aque t t es  f i x é e s  au 

sous-endothél ium e s t  s im i  1  a i r e  quelque s o i t  l e  t a u x  de vWF p l  asmatique. 

Cependant, l ' augmen ta t i on  de l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  après 2  à 5  minutes ne se 

p r o d u i t  qu 'en  présence de vWF. On peut a l o r s  d i r e  que l a  f i x a t i o n  du vWF au 

sous-endothél ium précède l ' augmenta t ion  de l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  ( B o l h u i s  e t  

al.,  1981). 



En pe r fusan t  du sang de vWD, on observe une augmentation des 

p l aque t t es  " con tac t "  e t  une n e t t e  d i m i n u t i o n  des p l aque t t es  é ta l ées  e t  des 

thrombi (Bo lhu i s  e t  al., 1981). Cependant c e t t e  augmentation des p laque t tes  

con tac t  e s t  r e l a t i v e  pu isque chez l e  s u j e t  normal, l e s  p l aque t t es  con tac t  

s ' a c t i v e n t  e t  s ' é t a l e n t  avant  de former  des agrégats.  

D 'au t res  t r avaux  o n t  accordé au vWF un r ô l e  e s s e n t i e l  dans l a  

phase i n i t i a l e  d 'a t tachement  ( T u r i t t o  e t  a l  :, 1983). Ces t r avaux  ne sont  pas 

nécessairement c o n t r a d i c t o i r e s .  En e f f e t ,  il e s t  p o s s i b l e  que l e  vWF s o i t  

imp l i qué  dans l a  phase i n i t i a l e  d 'a t tachement  en c r é a n t  un l i e n  s o l i d e  e n t r e  

l a  p l a q u e t t e  e t  l e  sous-endothélium, ce qu i  p e r m e t t r a i t  à l a  p l aque t t e  de 

pouvo i r  u l t é r i eu remen t  s ' é t a l e r .  En absence de vWF, l a  p l a q u e t t e  con tac t  

r i s q u e  au bout d ' u n  c e r t a i n  temps d ' ê t r e  détachée par  l e  f l u x  sanguin. 

De l ' ensemble  de ces t ravaux,  on peut  conc lu re  que l e  vWF 

p lasmat ique e s t  nécessa i re  à 1 ' adhésion des p l  aque t tes  au sous-endothél  i um 

s u r t o u t  à haute v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t .  

B. ROLE DU vWF DU SOUS-ENDOTHELIUM 

Le vWF du sous-endothél ium a é t é  mis en évidence par  une techn ique  

d '  immunof luorescence. S t e l  e t  al. ( 1985) o n t  montré que 1 'adhésion p l  a q u e t t a i r e  

é t a i t  fo r tement  diminuée à des v i t e s s e s  de c i s a i l l e m e n t  supér ieures à 
- 1 500 sec l o r sque  1 e sous-endothél i um é t a i t  p réa l  ab1 ement incubé  avec un 

a n t i c o r p s  monoclonal d i r i g é  c o n t r e  l e  vWF ayant un e f f e t  i n h i b i t e u r  su r  l a  

f i x a t i o n  du vWF aux p l a q u e t t e s  en présence de r i s t o c é t i n e  a i n s i  que sur  

1 ' agréga t ion  p l  a q u e t t a i  r e  i n d u i t e  par  1 a r i  s t o c é t i  ne. Ces au teurs  on t  donc 

montré que 1 ' adhésion des p l aque t t es  au sous-endothél i um à hau te  v i t e s s e  de 

c i s a i  1 lement é t a i t  dépendante à l a  f o i s  du vWF p lasmat ique e t  

sous-endothél i a l  . 

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

PLAQUETTAIRE 

La s t r u c t u r e  mu l t imé r i que  du vWF i n f l u e n c e  son r ô l e  dans 

l ' a d h é s i o n  des p l aque t t es  au sous-endothélium, a i n s i  que dans l a  c o r r e c t i o n  du 

temps de saignement chez l e s  vWD. Il a é t é  montré que l e s  concentrés 

thérapeut iques  r i c h e s  en FVI 1 I/vWF mais dont  l e s  formes mu1 t imé r i ques  du vWF 

de HPM sont  absentes, ne c o r r i g e n t  pas l e  temps de saignement chez l e s  vWD 

( B l  a t t  e t  a1 .) 1976, Green e t  Potter, 1976). Aussi, dans l e  système de chambre 



de per fus ion ,  ces concentrés ne c o r r i g e n t  pas l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  b i e n  que 

l e s  t aux  de co fac teur  de l a  r i s t o c é t i n e  s o i t  é levé.  On observe également chez 

l e s  v a r i a n t s  de l a  malad ie  de W i  1  leb rand  qui  on t  une absence des HPM du vWF, 

une augmentation du temps de s a i  gnement e t  une adhési on p l  a q u e t t a i  r e  d imi  nuée 

dans l e  systëme de pe r fus ion .  A  p a r t i r  de ces observa t ions ,  il semble b i e n  que 

l e s  mul t imëres de masse m o l é c u l a i r e  é levée du vWF a i e n t  un r ô l e  impo r tan t  

dans 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e .  De p lus ,  ces mu1 t imë res  sont  p l u s  f a c i  lernent 

adsorbés sur  l e s  p l aque t t es  en présence de r i s t o c é t i n e  ou de co l lagëne (Doucet 

de B r u i  ne e t  a l  ., 1978, Santoro,  1983). Par con t re ,  A i  ha ra  e t  a l  . ( 1986) on t  

montré que l e s  mul t imères de f a i b l e  masse mo lécu la i r e  du vWF sont  imp l iqués  

dans 1  ' i n t e r a c t i o n  i n i t i a l e  e n t r e  l e s  p l aque t t es  e t  l e s  b i l l e s  de v e r r e  

recouver tes  de co l lagène,  mais ce systëme d ' é tude  e s t  cependant é l o i gné  des 

systèmes de per fus ions.  Néanmoins, 1  ' importance de 1  a  s t r u c t u r e  mu1 t i m é r i q u e  

dans l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  e s t  cont roversée.  En e f f e t ,  l o r sque  l ' o n  sépare 

en t r o i s  l e  volume mort  d ' une  co lonne de ge l  f i l t r a t i o n  après i n j e c t i o n  de 

vWF, l e s  t r o i s  f r a c t i o n s  q u i  con t i ennen t  des mu1 t imë res  de masse mo lécu la i r e  

d i f f é r e n t e  ( 6  à 14, 4  à 9, 3  à 7.5 x  10 kDa) c o r r i g e n t  de l a  mëme facon  

1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  (Sixma e t  a l  ., 1984 a ) .  De p l u s  l e s  mêmes au teurs  

montrent  qu 'en présence de 3  mM de d i t h i o e r y t h r i t o l  (DTE), l e s  mul t imères du 

vWF, b i e n  qu 'ayan t  une masse de 0.5 à 1.5 10 kDa e t  un co fac teu r  de l a  

r i  s t o c é t i n e  f o r t emen t  diminué, c o r r i  gent  t o u j o u r s  1  'adhésion p l  aque t t a i r e .  Il 

f a u t  néanmoins s o u l i g n e r  q u ' à  5 rnM de DTE l e s  mu l t imëres  du vWF on t  t o u j o u r s  

une masse m o l é c u l a i r e  de 0.5 à 1.5 10 kDa, mais ne c o r r i g e n t  p l u s  1  'adhésion 

p l a q u e t t a i r e .  De p lus ,  l e  f ragment S p I I I  du vWF obtenu après hydro lyse  par  l a  

StV8, c o r r i g e  1  'adhésion p l  a q u e t t a i r e  au c o l  1  agëne d 'une  façon  équ i va len te  au 

vWF n a t i f ,  montrant  que l a  s t r u c t u r e  mu l t imér ique  n ' e s t  pas nécessai re  à 

1  ' adhésion p l  a q u e t t a i  r e  (Saka r i  assen e t  a l  ., 1986 a ) .  Mal g ré  t o u t ,  dans c e t t e  

expér ience,  l e  f ragment S p I I I  e s t  incubé avec l e  c o l  lagëne e t  non pas 

i n t r o d u i t  dans l e  pe r f usa t .  On peut  donc se demander s i  1 a f i x a t i o n  du SpI  II 

au c o l  lagène, dans ces c o n d i t i o n s  e t  non en f l u x  con t i nu ,  ne p e r m e t t r a i t  pas 

une pseudo-mu1 t i m é r i  s a t i o n  du vWF capable d ' i n d u i r e  une adhésion p l  a q u e t t a i r e  

normal e  . 

I X  - ROLE BIOLOGIQUE DE LA FRACTION GLYCANNIOUE DU vWF 

A. ETUDE DE CAS PATHOLOGIQUES 

Des t r avaux  semblent montrer  q u ' i l  p o u r r a i t  y a v o i r  une anomalie 

de l a  compos i t ion  en monosaccharides du vWD chez c e r t a i n s  malades vWD. 



A i n s i ,  G r a l n i c k  a  montré un dé fau t  de c o l o r a t i o n  de S c h i f f  à 

1  ' ac i de  per iod ique ,  du vWF i s o l é  à p a r t i r  de 5  s u j e t s  a t t e i n t s  de l a  malad ie 

de W i  1  leb rand  (Gra ln i ck  e t  a l . ,  1976). Par con t re ,  une étude s im i  l a i r e  f a i t e  

par  Zimmerman chez 15 mal ades (Zimmerman e t  a l . ,  1979) r é f u t e  c e t t e  hypothèse. 

Cependant, l e s  f a i b l e s  t a u x  de vWF chez l e s  malades a t t e i n t s  de vWD f o n t  que 

c e t t e  méthode semble peu adaptée à l a  d é t e c t i o n  d 'une  é v e n t u e l l e  anomalie du 

t a u x  de sucres du vWF dans l a  vWD. 

L ' u t i  1  i s a t i o n  de l e c t i n e s  marquées à 1  ' i ode  125 ( ConA s p é c i f i q u e  

du Mannose e t  du Glucose) montre que l e  vWF d ' u n  malade vWD a  une a f f i n i t é  

d i  mi nuée pour 1  a  lZ5 1 ConA, ce q u i  p o u r r a i t  cor respondre à une anomalie des 

glycannes (Howard e t  a l . ,  1979). De même, une technique de 

radio-immunoélectrophorèse montre que l e  vWF de c e r t a i n s  mal ades vWD se f i x e  

moins b i e n  su r  l a  ConA que l e  vWF normal (Howard e t  a l . ,  1981). Pour Mikani  e t  

a l . ,  (1983),  i 1  y a  une é t r o i t e  correspondance e n t r e  l a  d i m i n u t i o n  de 

l ' a f f i n i t é  de l a  l e c t i n e  RCA 1  ( s p é c i f i q u e  du ga lac tose )  pour l e  vWF de malade 

de vWD de t y p e  I I A  e t ,  ce1 l e  de mul t imères de vWF normal de f a i b l e  masse 

mo lécu la i r e .  De p lus ,  l e  t aux  de ga lactose des mul t imères de f a i b l e  po ids  

m o l é c u l a i r e  s e r a i t  moins impo r tan t  que c e l u i  des au t res  mul t imères.  

Une étude de G r a l n i c k  e t  al.,  (1976) semble montrer  que l e s  t aux  

d ' a c i d e  s i a l i q u e ,  de ga lac tose  e t  de N-acétylglucosamine l i b é r é s  par a c t i o n  

d 'exog lycos idases  sur  l e  vWF d ' u n  malade vWD s e r a i e n t  i n f é r i e u r s  à ceux 

obtenus à p a r t i r  de vWF de s u j e t s  normaux. Cependant, i 1  f a u t  cons idére r  ces 

r é s u l t a t s  avec beaucoup de prudence vu l e s  t r è s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  de vWF 

u t i  1  i sées. De Marco e t  a l . ,  ( 1985b) on t  également montré que l e .  vWF d ' u n  

W i l l eb rand  t y p e  11% i n d u i s a i t  de l a  même façon  que l e  vWF d é s i a l y l é ,  une 

agréga t ion  du PRP, suggèrant que l e  vWF de ces malades p o u r r a i t  ê t r e  

d é s i a l y l é .  Cependant, des t r avaux  récen ts  du même auteur  (De Marco e t  a l . ,  

1987) e f f e c t u é s  sur  4 malades vWD de t ype  I I b  i s s u s  de 3 fami  1  l e s  d i f f é r e n t e s  

e t  chez 4 s u j e t s  normaux, tendent  à montrer que l e  t aux  d ' a c i d e  s i a l i q u e  n ' e s t  

pas s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t  e n t r e  l e s  malades e t  l e s  s u j e t s  normaux. 

B. UTILISATION DE GLYCOSIDASES 

L 'é tude  du r ô l e  de l a  copule g lycannique du vWF peut  se f a i r e  en 

u t i l i s a n t  des g lycos idases.  On compare a l o r s  l e s  p r o p r i é t é s  du vWF m o d i f i é  par 

ces enzymes avec c e l l e s  du vWF n a t i f .  



1  1 Utilisation des neoraminidases 

L ' a c i d e  s i  a l i q u e  représen te  30 % des sucres du vWF. Les deux 

p r i  n c i  pa l  es neuramini  dases u t i  1  i sées dans 1  a  1  i t t é r a t u r e  sont  ce1 l e s  de 

C l o s t r i d i u m  p e r f r i n g e n s  e t  V i b r i o  cho le rae  généralement u t i l i s é e s  à pH acide. 

E l  l e s  l i b è r e n t  l a  presque t o t a l i t é  de 1  'AS du vWF permet tan t  d ' o b t e n i r  

1  ' a s i a l o  vWF ou (Neulase vWF, ( F e d e r i c i  e t  al., 1984). 

Le (Neu)ase vWF a  l a  p r o p r i é t é  p a r t i c u l i è r e  d ' i n d u i r e  l ' a g r é g a t i o n  1 des p l aque t t es  d 'un  PRP en absence de t o u t  i nduc teu r  de 1  ' a g r é g a t i o n  (Vermylen 

e t  a l  ., 1973, Vermylen e t  a l  ., 1974, Vermylen e t  a l  ., 1976, K i r b y  e t  Fli 1  l s ,  1975, 

G r a l n i c k  e t  a l  ., 1985, De Marco e t  Shapiro, 1981, De Marco e t  a l  ., 1985 a ) .  

Cependant, c e t t e  p r o p r i é t é  n ' e s t  p o s s i b l e  qu 'en PRP c i t r a t é ,  e t  e s t  i n h i b é e  

par  1  ' EDTA (Vermyl en e t  a l  ., 1974, K i  r b y  e t  M i  11 s, 1975, De Marco e t  Shapi ro, 

1981 ) . E l  1  e  e s t  également d im i  nuée lo rsque  1  'on  u t i  1  i se des p l  aquet tes 1  avées 

ou formolées, ou un PRP provenant d ' u n  malade ayant une thrombopathie de 

Bernard-Sou l ie r  (De Marco e t  Shapiro, 1981 ) .  Le s i t e  de f i x a t i o n  du Neu(ase) 

vWF sur  l a  p l a q u e t t e  semble ê t r e  l a  g l ycop ro té i ne  GpIb e t  l e  complexe 

G p I I b / I I I a  puisque sa f i x a t i o n  e s t  fo r tement  diminuée en présence d ' u n  

a n t i c o r p s  d i r i g é  c o n t r e  l a  GpIb e t  diminuée d ' e n v i r o n  1/3 en présence d ' u n  

a n t i c o r p s  a n t i - G p I I b  I I I a  ( G r a l n i c k  e t  a1 ., 1985, De Marco e t  a l  ., 1985 a ) .  

L ' a f f i n i t é  du (Neulase vWF pour l a  p l a q u e t t e  a  é t é  a t t r i b u é e  à l a  

p e r t e  de ses charges négat i ves .  Sa f i x a t i o n  sur  l a  GpIb e n t r a i n e r a i t  

1  'express ion  des s i  t e s  récep teu rs  du complexe G p I I b / I I  I a  su r  l esque l s  se 

f i x e r a i t  l e  (Neu)ase vWF e t  l e  f i b r i nogène ,  i n d u i s a n t  a i n s i  1  ' ag réga t i on  

p l  a q u e t t a i r e .  

En ou t re ,  l e  (Neulase vWF se f i x e  au c o l  lagène t ype  1  d 'une  façon  

s im i  l a i r e  au vWF n a t i f  (Kess le r  e t  a1 ., 1983). 

Pour c e r t a i n s  auteurs ,  1  ' ag réga t i on  des p l  aque t tes  i n d u i t e  par  1 a  

r i s t o c é t i n e  en présence de vWF n ' e s t  pas m o d i f i é e  après d é s i a l y l a t i o n  du vWF 

( F e d e r i c i  e t  a1 ., 1984, De Marco e t  a1 ., 1985a, G ra ln i ck  e t  a l  ., 1982) a l o r s  que 

pour d ' a u t r e s  e l  l e  s e r a i t  d iminuée de 50 â 74 %. Cependant, i 1  e s t  t o u j o u r s  

d i f f i c i  l e  d ' a p p r é c i e r  ce  t y p e  d ' a g r é g a t i o n  puisque l e  (Neulase vWF i n d u i t  à 

l u i  seu l  l ' a g r é g a t i o n  des p l aque t t es  d ' u n  PRP e t  peut  donc m o d i f i e r  

1  ' ag réga t i on  en présence de r i  s t o c é t i  ne. Aussi , c e t t e  d i m i n u t i o n  e s t  souvent 



associée à une m o d i f i c a t i o n  de l a  d i s t r i b u t i o n  des formes mu l t imér iques  du vWF 

(Feder i  c i  e t  a l  ., 1984, Goudemand e t  a l  ., 1985). 

Toujours  en présence de r i s t o c é t i n e ,  l e  (Neu)ase vWF se f i x e  aux 

p l aque t t es  d 'une  façon  s i m i l a i r e  au vWF n a t i f  (Goudemand e t  al, 1985). 

La durée de v i e  du (Neu)ase vWF e s t  t r è s  i n f é r i e u r e  à c e l l e  du vWF 

n a t i f  (Sodetz e t  a l  ., 1977) puisque l e  (Neu)ase vWF comme d ' a u t r e s  

g l ycop ro té i nes  dés i  a l y l  ées, se f i x e  sur  un récep teur  hépat ique s p é c i f i q u e  des 

r é s i d u s  de ga lac tose  (Hudgin e t  a l  ., 1974). 

2 )  A c t i o n  d 'une  B-gal  ac tos idase  su r  l e  vWF 

L ' u t i  1  i s a t i o n  d ' une  B-gal ac tos idase  sur  l e  vWF n a t i f  permet de 

r e t i r e r  19 ( G r a l n i c k  e t  a l  ., 1983) à 20 % (Goudemand e t  al., 1985) des r é s i d u s  

de ga lactose.  En présence de r i  s tocé t i ne ,  l e  vWF p a r t i e l  lement dégal a c t o s y l é  

permet 1  ' agréga t ion  des p l  aque t tes  1  avées ou formol  ées. 

Au l a b o r a t o i r e ,  nous avons montré que l a  f i x a t i o n  du vWF, m o d i f i é  

par  une B-ga l  actos idase,  aux p l  aquet tes en présence de r i  s t o c é t i  ne e s t  

fo r tement  diminuée, a l o r s  q u ' e l l e  ne 1  ' e s t  pas en présence de thrombine 

(Goudemand e t  a l  ., 1985) e t  que l a  composi t ion mu l t imé r i que  du vWF 

déga lac tosy lé  p a r t i e l l e m e n t  montre une p e r t e  des formes mu l t imér iques  de masse 

m o l é c u l a i r e  é levée (Goudemand e t  a l  :, 1985). Cependant pour G r a l n i c k  e t  a l .  

( 1983) c e t t e  compos i t ion  n  ' e s t  pas mod i f iée .  

3 )  A c t i o n  d 'une 6-ga lactos idase su r  l e  (Neu)ase vWF 

L ' a c t i o n  d 'une B -ga lac tos idase  sur  l e  (Neu)ase vWF l i b è r e  un t aux  

de ga lac tose  de 48 à 60 % pour c e r t a i n s  au teurs  (Goudemand e t  a l  ., 1985) ou de 

83 % pour d ' a u t r e s  au teurs  ( G r a l n i c k  e t  a l  ., 1983). C e t t e  d i f f é r e n c e  pouvant 

s ' e x p l i q u e r  par  des c o n d i t i o n s  d ' hyd ro l yse  d i f f é r e n t e s .  

M i  se à p a r t  l e s  t r avaux  de F e d e r i c i  e t  a l  ., ( 1984) 1  a  p l u p a r t  des 

a r t i c l e s  se r a p p o r t a n t  aux p r o p r i é t é s  du (Neu)ase vWF m o d i f i é  par une 

B-ga l  a c t o s i  dase sont  concordants : 1  ' agréga t ion  des p l a q u e t t e s  en présence de 

r i s t o c é t i n e  é t a n t  diminuéede 75 à 90 % en f o n c t i o n  du t a u x  de ga lac tose  l i b é r é  

(G ra ln i ck .  1978, G r a l n i c k  e t  a l  ., 1983, Kao e t  a l  ., 1980, Mor i sa to  e t  G r a l n i c k  

1980). Pour F e d e r i c i ,  c e t t e  ag réga t i on  e s t  diminuée de 40 % s i  1  ' on  n ' u t i l i s e  

pas d ' i n h i b i t e u r  de protéases,  a l o r s  qu 'en présence d ' i n h i b i t e u r  de protéases 



(benzamidine, leupept ine ,  a p r o t i  n i  ne),  i 1 n ' y  a  pas de d i m i n u t i o n  ( F e d e r i c i  e t  

a l  ., 1984). 

En présence de r i s t o c é t i n e ,  l a  f i x a t i o n  aux p l aque t t es  du (Neu)ase 

vWF t r a i t é  par  une B-ga l  ac tos idase  e s t  fo r tement  d im i  nuée (Mori  sa to  e t  

Gral  n i c k  1980, Goudemand e t  a1 .> 1985) a l o r s  qu 'en  présence de thrombine e l  l e  

n ' e s t  pas m o d i f i é e  (Goudemand e t  a1 ., 1985). 

Pour l a  p l u p a r t  des auteurs ,  l ' é t u d e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  du (Neu)ase 

vWF m o d i f i é  par  une B-ga lac tos idase ,  montre une p e r t e  des HPM du vWF ( G r a l n i c k  

e t  a1 ., 1983, Goudemand e t  a l  ., 1985). Par con t re ,  F e d e r i c i  e t  a l .  (1984) en 

présence d ' i n h i b i t e u r  de protéases n 'observen t  pas de d i s p a r i t i o n  des HPM du 

vWF mais simplement 1  ' a p p a r i t i o n  de formes mu1 t imé r i ques  de m i g r a t i o n  p l  us 

r a p i d e  q u ' i  1s a t t r i b u e n t  à une d i m i n u t i o n  de 1  a masse m o l é c u l a i r e  consécu t i ve  

à l a  p e r t e  de 1  ' a c i d e  s i a l i q u e  e t  du ga lactose.  

4 )  U t i  1 i sation de 1 a galactose oxydase 

L ' o x y d a t i o n  des r é s i d u s  de ga lac tose  du (Neu)ase vWF, l u i  f a i t  

pe rd re  ses p r o p r i é t é s  d ' a g r é g a t i o n  du PRP (Vermylen e t  a l  ., 1973). De même, 

1  ' o x y d a t i o n  du ga lac tose  du vWF n a t i f  e t  du (Neu)ase vWF (Fukui  e t  a l  ., 1977) 

i n d u i t  une f o r t e  d i m i n u t i o n  de 1  ' ag réga t i on  des p l aque t t es  formolées en 

présence de r i  s t o c é t i n e .  La r é d u c t i o n  des rés idus  ga l  actose oxydés r e s t a u r e  

1  ' ag réga t i on  (G ra ln i ck ,  1978). 

La compos i t ion  mu1 t i m é r i q u e  du (Neu )ase vWF e s t  également mod i f i ée  

après a c t i o n  de l a  ga lac tose  oxydase, avec une p e r t e  des mul t imères de masse 

m o l é c u l a i r e  é levée  ( G r a l n i c k  e t  a1 ., 1983). 

5)  Ut i  1 i sation d'endoglycosidases 

Les N-glycannes t e l s  que l e  N-glycanne majeur du vWF, peuvent ê t r e  

1  i bérés t o ta l emen t  en u t i  1  i sant  r e s p e c t i  vement une endoglycos i  dase qu i  coupe 

1  a  1  i a i  son B- 1-4 r é u n i  ssant  1  es deux r é s i  dus N-acéty l  g l  ucosami nes se s i  t u a n t  

près du p o i n t  d ' a t t a c h e  de l a  chaîne glycannique, p u i s  une g lycopept idase  qu i  

hyd ro l yse  1 a  1  i a i  son asparagi  n y l  -N-acétyl  g l  ucosami ne. 

L ' hyd ro l yse  du vWF par  1  'endo- N-acéty l  g l  ucosami n i dase  F  (endo-F) 

e x t r a i t e  de F l  avobac te r i  um meni ngosept icum (E l  der  e t  Alexander, 1982) a  permi s  

de r é d u i r e  à 31 % l a  copule g lycannique du vWF ( F e d e r i c i  e t  a l  1984). A i n s i ,  
' I  



F e d e r i c i  e t  a l .  (1984) montrent  que 1  ' a c t i v i t é  co fac teu r  de l a  r i s t o c é t i n e  

n ' e s t  que t r è s  peu diminuée (89 % d ' a c t i v i t é  r e s t a n t e )  e t  conc luen t  que l a  

copule g lycannique du vWF n ' e s t  pas imp l iquée  dans l ' a g r é g a t i o n  des p l aque t t es  

en présence de r i s t o c é t i n e .  De même, l a  composi t ion mu l t imér ique  r e s t e  

normale, avec cependant a p p a r i t i o n  de formes de m i g r a t i o n  p l us  rap ides .  

6 )  A c t i o n  de l e c t i n e s  s u r  l e  vWF 

La concanaval ine A (conA) se f i x e  d 'une façon semblable su r  l e s  

d i f f é r e n t s  mul t imères du vWF ( F u r l a n  e t  a1 .,1980). 

La l e c t i n e  de R i c i nus  communi s  (RCA) qu i  r econna î t  spéc i f iquement  

l e  ga lactose,  se f i x e  mieux su r  l e s  chaînes pep t i d i ques  obtenues après 

r é d u c t i o n  de polymères de masse m o l é c u l a i r e  é levée  que su r  ce1 l e s  provenant 

des polymères de bas po ids  mo lécu la i re .  M a r t i n  e t  al., (1983) montrent  que l e s  

f ragments obtenus après hyd ro l yse  t r y p s i q u e  du vWF (200 000, 11 6  000, 45 000 
1 

d a l t o n s )  r éag i ssen t  t ous  l e s  t r o i s  de l a  même façon  v i s - à - v i s  de l a  l e c t i n e  

RCAII, avant ou après t r a i t e m e n t  par  l a  neuraminidase, c e c i  tendant  à prouver  

que l e  contenu en ga lac tose  de ces t r o i s  f ragments e s t  i den t i que .  

1 
i 

7 )  Au t res  e x p é r i  ences 

Hel l e r q u i s t  e t  a l .  (1985) montrent  que l e  vWF b o v i n  perd ses 

p r o p r i é t é s  a g g l u t i n a n t e s  v i s - à - v i s  des p l aque t t es  formolées d ' o r i g i n e  humaine 

après a c t i o n  d ' une  6 -ga lac tos idase  d lEsche r i ch ia  c o l i .  

Wagner e t  a l .  (1986) u t i l i s e n t  un i n h i b i t e u r  de l a  

N -g l ycosy la t i on ,  l a  tun icamycine,  e t  montrent  que l e  vWF a l o r s  s y n t h é t i s é  e s t  

monomérique e t  ne peut  se d imér ise r .  La g l y c o s y l a t i o n  du vWF p a r a î t  donc 

impo r tan te  dans l e s  processus de po lymér isa t ion .  

Des r é s u l t a t s  r écen ts  ( F e d e r i c i  e t  a1 ., 1987) montrent  que 1  ' a c t i o n  

d'enzymes p r o t é o l y t i q u e s  comme 1  a  plasmine, l a  chymotrypsine e t  1  a  t r y p s i n e ,  

i n d u i t  une d i m i n u t i o n  des HPM du vWF nettement p l u s  marquée l o r sque  l e  vWF e s t  

dés i  a l y l é  e t  p a r t i e l  lement dégal ac tosy lé .  Ces t r avaux  tendent  à con f i rme r  l e  

r ô l e  p r o t e c t e u r  des glycannes. 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  



MATERIEL ET METHODES 

1 - LE SYSTEME DE PERFUSION 

A. RAPPELS 

Comme nous l ' a v o n s  vu page 6, l e  système de p e r f u s i o n  e s t  composé 

d ' u n  r é s e r v o i r  qu i  c o n t i e n t  l e  sang, d 'une  pompe, d ' u n  en tonno i r  e t  de l a  

chambre de p e r f u s i o n  ( F i g .  3 p. 7 ) .  11 e x i s t e  deux types  de chambre de 

p e r f u s i o n  : l a  chambre r e c t a n g u l a i r e  dans laque1 l e  e s t  i nsé rée  une a r t è r e  
1 

o m b i l i c a l e  humaine, e t  l a  chambre a n n u l a i r e  dans l a q u e l l e  sont  insérées  des L 

l ame l l es  recouver tes  de co l lagène.  Après a v o i r  présenté l e s  f a c t e u r s  physiques , 
i n f l u e n ç a n t  ces deux systèmes, nous l e s  d é c r i r o n s  en d é t a i l  p u i s  présenterons 

l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  du pe r fusa t ,  de l a  pe r f us i on  avant de p résen te r  I 

l ' i n t e r p r é t a t i o n  e t  l e s  é c u e i l s  de c e t t e  technique.  
l 
l 
1 

B. FACTEURS PHYSIQUES INFLUENCANT L'ADHESION PLAQUETTAIRE 

L ' é t u d e  de 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  avec l e  système de p e r f u s i o n  se 1 
f a i t  sous l e  c o n t r ô l e  de d i f f é r e n t s  paramètres physiques comme l a  durée de 

1  'expér imenta t ion ,  1  ' i n t e r v e n t i o n  des éléments ce1 l u 1  a i r e s  du sang e t  l a  

v i t e s s e  de f l u x .  

1  ) I n f  1 uence du t e m ~ s  de De r fus ion  

L '  adhésion p l  aque t t a i  r e  augmente en f o n c t i o n  du temps de p e r f u s i o n  

(Sakar iassen e t  a l . ,  1980).  Ce t te  augmentation v a r i e  s u i v a n t  l a  n a t u r e  du 
l 
1 

c o n s t i t u a n t  thrombogène u t i l i s é .  

Sur c o l  lagène t ype  1  ou sur  sous-endothél ium de l a p i n ,  on observe 

une augmentat ion de l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  dans l e s  5 premières minutes de 

per fus ion,  avant  a p p a r i t i o n  d ' un  p la teau .  Par con t re ,  en présence de c o l  1  agène 

t y p e  III , l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  augmente régu l iè rement  j u s q u ' à  des temps 

supér ieurs  à 10 minutes.  Ce t t e  augmentation e s t  essen t i e l l emen t  due â 

1  ' a p p a r i t i o n  de thrombus p l a q u e t t a i r e  e t  c ' e s t  pour c e t t e  r a i s o n  que l e s  

temps de p e r f u s i o n s  u t i  1  i sés pour 1  'é tude  de 1  ' adhési on p l  aque t t a i  r e  sont 

1  i m i t é s  en généra l  de 3 à 5 minutes. 



2)  I n f l u e n c e  des c o n s t i t u a n t s  ce1 1  u l  a i r e s  du sang 

L '  adhési on p l  a q u e t t a i  r e  augmente avec 1  e  nombre des p l  aquet tes 

sanguines lo rsque  l e u r  concen t ra t i on  v a r i e  de 25 à 300 10 par  l i t r e  de 

p l  asma (Sakar i  assen e t  a l  . , 1980). 

L '  adhésion des p l  aquet tes dépend également de 1  'hématocr i te  ( T u r i  t t o  

e t  Baumgartner, 1975 ; T u r i t t o  e t  Weiss, 1980). C e t t e  dépendance a  t o u t  

d ' abo rd  é t é  exp l iquée  pa r  l a  l i b é r a t i o n  d'ADP provenant des g lobu les  rouges 

endommagés (Born e t  Wehmeyer, 1979). Cependant, 1  a  s u b s t i t u t i o n  des g l obu les  

rouges par  des membranes de g lobu les  rouges (dépourvus d '  ADP) n ' i n d u i t  pas de 

m o d i f i c a t i o n  de l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  (Sakar iassen e t  a l . ,  1983). D ' a u t r e  

p a r t ,  Aar tT e t  a l  (1983) o n t  montré que 1 'adhésion p l a q u e t t a i r e  é t a i t  

dépendante de 1  a  t a i  1  l e  des g l obu les  a i n s i  que de l e u r  déformabi 1  i t é  ( A a r t  e t  

a l  . , 1984b). Tous ces t r avaux  montrent  que 1  es g l obu les  rouges on t  un r ô l e  

hémodynamique dans 1  ' adhésion p l  aque t t a i r e .  

3 )  I n f l u e n c e  de l a  v i t e s s e  du f l u x  

La v i t e s s e  de f l u x  e s t  d i rec tement  p r o p o r t i o n n e l  l e  à l a  v i t e s s e  de 

c i  s a i  1  lement qu i  e s t  un paramètre e s s e n t i e l  de 1  'adhésion p l  a q u e t t a i r e .  Pour 

d é f i n i r  l a  f o r ce  de c i  s a i  1 lement, il f a u t  cons idé re r  deux couches f l u i d e s  en 

mouvement, séparées pa r  une d i s t a n c e  i n f i n i t é s i m a l e  dx. La f o r c e  exercée e n t r e  

ces deux f l u i d e s  se d é f i n i t  comme l a  f o r c e  de c i s a i l l e m e n t  ( .c l  usuel lement  

exprimée en mPa. Le g r a d i e n t  de v i t e s s e  e n t r e  ces deux couches (dV/dx) se 

d é f i n i t  comme l a  v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  (y ) ,  exprimée en sec-1. y e s t  donc 

p ropo r t i onne l  à l a  v i t e s s e  du f l u x  e t  inversement p ropo r t i onne l  à l a  d i s t a n c e  

dx. A ins i ,  au n iveau des p e t i t e s  a r të res ,  l a  v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  sera 

souvent beaucoup p lus  é l evée  que dans l e s  ve ines  e t  l e s  grosses a r t è r e s .  Les 

v i t e s s e s  de c i s a i l  lement au n iveau  des ve ines e t  grosses a r t è r e s  sont  de 10 

sec-1 à 100 sec-1, au n i veau  des p e t i t e s  a r t è r e s  de 100 sec-1 à 1  000 sec-1, 

e t  dans l a  m i c r o c i r c u l a t i o n  de 1 000 sec-1 à 10 000 sec-1. 

Le c a l c u l  t h é o r i q u e  de l a  v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  dans l a  chambre de 

per fus ion  s ' a p p l i q u e  f a c i l e m e n t  à des l i q u i d e s  d i t  Newtonien, c ' e s t - à - d i r e  que 

l a  v i s c o s i t é  ( p  = ~ / y )  du f l u i d e  ne v a r i e  pas avec l a  f o r c e  exercée sur  

ce1 u i  - c i  . 

Ce t te  p r o p r i é t é  ne s ' a p p l i q u e  qu 'aux  f l u i d e s  composés de p e t i t e s  

molécules e t  ne peut pas s ' a p p l i q u e r  d i rec tement  au sang. En e f f e t ,  40 % du 



volume sanguin e s t  composé de grandes c e l l u l e s ,  l e s  g lobu les  rouges, qu i  

i n f l u e n c e n t  l e s  p r o p r i é t é s  hémodynamiques du sang. La v i s c o s i t é  du sang e s t  

a i n s i  dépendante de l a  déformat ion ou de 1  ' ag réga t i on  des g l obu les  rouges 

soumis à des f o r ces .  Le sang ne sera donc cons idéré  comme un l i q u i d e  Newtonien 

que sous c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s  : 

A 1  ' é t a t  s t a t i q u e  ou à de t r è s  basses v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t ,  l e s  

hématies sont  p r i n c i  pa l  ement sous forme d ' ag réga t  ce q u i  donne une v i  scos i  t é  

apparemment élevée. 

Quand on augmente l a  v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t ,  l e s  g lobu les  rouges se 

d i spe rsen t ,  e t  l a  v i s c o s i t é  diminue puisque l e s  g l obu les  rouges o n t  l a  

p r o p r i é t é  de se déformer . 
Quand l a  v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  a t t e i n t  100 sec-1, l a  v i s c o s i t é  du sang r e s t e  

cons tan te  e t  dans ces c o n d i t i o n s ,  l e  sang peut  ê t r e  cons idéré  comme un l i q u i d e  

Newtonien ( M e r r i l ,  1969). Il f a u t  également a j o u t e r  que, dans l e  système de 

p e r f u s i o n  en chambre annu la i r e ,  ces c o n d i t i o n s  seron t  respectées s i  l ' a r t è r e  

u t i l i s é e  e s t  d ' une  épa isseur  f i n e  e t  un i forme sur  t o u t  l e  segment i n s é r é  dans 

l a  chambre ( A a r t  e t  a l . ,  1984a). 

C. DESCRIPTION DU SYSTEME 

La pompe p é r i s t a l t i q u e  e s t  une pompe VERDER VRX 200 munie d ' un  t uyau  

de pompe s i l i c o n e  de 1.6 mm d 'épa i sseu r  e t  de 3.2 mm de d iamètre i n t é r i e u r .  

L ' e n t o n n o i r  e s t  en ma t i  è r e  p l  as t ique .  Sa p a r t i e  d 'écoulement i n f é r i e u r e  d o i t  

a v o i r  un d iamètre de 3.5 mm. Le r é s e r v o i r  du p e r f u s a t  e s t  un tube p l a s t i q u e  de 

30 m l ,  sa forme conique d iminue l e s  r i sques  d ' i n t r o d u i r e  des b u l l e s  d ' a i r  dans 

l e  système. Du tuyau  s i l i c o n e  de 1  mm d 'épa i sseu r  e t  de 3.2 mm de d iamèt re  

i n t é r i e u r  r é u n i t  l e s  d i f f é r e n t e s  p ièces de système. L'ensemble e s t  maintenu à 

38°C au b a i n  mar ie .  

1 ) La chambre de perfusion annul a i r e  

a)  D e s c r i p t i o n  - Ca lcu l  de l a  v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  

La chambre de p e r f u s i o n  annu la i r e  e s t  schématisée sur  l a  f i g u r e  9. 

L ' a r t è r e  o m b i l i c a l e  re tournée  en d o i g t  de gan t  e s t  e n f i l é e  sur  l a  

t i g e  c e n t r a l e  de l a  chambre, en con tac t  avec l e  f l u x  sanguin. La v i t e s s e  de 

c i s a i l l e m e n t  ( Y )  e s t  inversement  p ropo r t i onne l  l e  à l a  d i s t ance  a  = Ro-RI 

séparant l e  sous-endothél ium de l a  pa ro i  i n t e r n e  de 1  a  chambre e t  e s t  donnée 





par  l a  fo rmu le  généra le  : 

dans n o t r e  chambre de p e r f u s i o n  : Ro = 0.306 cm 

e t  sachant que : R I  = 0.185cm (0.17 rayon  de l a  t i g e  

c e n t r a l e  t 0.015 épaisseur  

de l ' a r t è r e )  

e t  sachant que : 

R 1 

k - -- e t  Q e s t  l e  d é b i t  en ml/sec. 

Ro 

a l o r s  = 2 9 1 . 6 x Q  

A i n s i  pour un d é b i t  de pompe généralement u t i l i s é  de 2.8 ml/sec , 
- 1 l a  v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  sera  de 816 sec . 

b )  P r é ~ a r a t i o n  de l ' a r t è r e  o m b i l i c a l e  

Le cordon ombi 1 i c a l  humain e s t  p ré levé  j u s t e  après 1 'accouchement e t  

conservé dans l ' e a u  phys io l og ique  contenant des a n t i b i o t i q u e s  (200 U/ml 

p é n i c i  11 i ne ; 0.2 mg/ml s t rep tomyc ine) .  Le cordon ombi 1 i c a l  comporte 2 a r t è r e s  

e t  1 ve ine.  Les 2 a r t è r e s  sont  e x t r a i t e s  dé l i ca tement  du cordon o m b i l i c a l ,  

p u i s  son t  lavées  e t  conservées pendant au p l u s  72 heures dans 1 'eau 

phys io log ique  contenant  l e s  a n t i b i o t i q u e s .  Avant l e u r  u t i l i s a t i o n  dans l e  

système de pe r fus ion ,  l e s  a r t è r e s  sont  mises en tampon HEPES 10 mM, NaCl 

150 mM pH 7.4 contenant  200 U/ml de p é n i c i  1 l i n e  e t  0.1 mM d ' a s p i r i n e .  L ' a r t è r e  

e s t  e n s u i t e  e n f i l é e  sur  une sonde m é t a l l i q u e  de 1.5 mm de d iamèt re  e t  l ' e x c è s  

de t i s s u  c o n j o n c t i f  e s t  r e t i r é  de façon  à ce que l ' é p a i s s e u r  de l ' a r t è r e  s o i t  

uni forme sur  t o u t e  sa longueur ,  p u i s  l ' a r t è r e  e s t  r e tou rnée  en d o i g t  de gant .  

La s imp le  e x p o s i t i o n  de 1 'endo thé l ium à 1 ' a i r  ambiant pendant c e t t e  é tape  

assure l a  d é e n d o t h é l i a l i s a t i o n .  Des segments d ' a r t è r e  de 1.5 cm de l ong  sont  



dé l i ca tement  e n f i l é s  su r  l a  t i g e  c e n t r a l e  de l a  chambre de p e r f u s i o n  e t  

conservés avant  p e r f u s i o n  ( 1  à 2 heures maximum) dans un tampon HEPES 10 mM, 

NaCl 150 mM, pH 7.4. 

2 )  La chambre de p e r f u s i o n  r e c t a n g u l a i r e  

a )  D e s c r i p t i o n  - Calcu l  de l a  v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  

La chambre de p e r f u s i o n  r e c t a n g u l a i r e  e s t  schématisée su r  l a  f i g u r e  

10. Notre chambre comporte deux bouchons su r  l esque l s  sont  placées l e s  

l ame l l es  recouver tes  de co l lagène,  ce qu i  nous permet de f a i r e  l e s  mesures en 

d u p l i c a t e .  La v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  ( Y )  e s t  inversement p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  

profondeur  de l a  gorge c e n t r a l e  e t  e s t  donnée par  l a  f o rmu le  : 

1.03 x 6  Q - 1 
Y = sec 

abL 

où : Q = d é b i t  en ml/sec 

a  = longueur  de l a  gorge en cm 

b  = profondeur  de l a  gorge en cm 

Pour n o t r e  chambre de p e r f u s i o n  : a  = 1  e t  b  = 0.1 ce qu i  donne 

Y= 618 x  Q. A i n s i ,  pour un d é b i t  de pompe de 2.8 ml/sec, l a  v i t e s s e  de 
- 1 c i s a i  1  lement sera  de 1  730 sec . Nous voyons que, pour un même d é b i t ,  l a  

v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  obtenue avec ce t y p e  de chambre r e c t a n g u l a i r e  e s t  

e n v i r o n  2 f o i s  supér ieure  à c e l l e  de l a  chambre annu la i r e .  

b )  P répa ra t i on  des l ame l l es  recouver tes  de co l l agène  

* P r é ~ a r a t i o n  du c o l  1  aaène 

Le co l l agène  e s t  i s o l é  à p a r t i r  d ' a r t è r e s  o m b i l i c a l e s .  Comme nous 

1  'avons vu dans l e  c h a p i t r e  sur  l ' adhés ion  p l a q u e t t a i r e  p. 9, l e s  a r t è r e s  

comportent des f i b r e s  de c o l  lagène e s s e n t i e l  lement du t y p e  1  e t  I I I .  

Les c o l  1 agènes de t y p e  1  e t  I I I  sont p u r i f i é s  d ' ap rès  l a  techn ique  de 

Chandra-Rajan ( 1978) basée su r  1  a  r e n a t u r a t i o n  des f i b r e s  de c o l  1 agène après 

hyd ro l yse  pa r  1  a  pepsine. En conséquence, nous t r a v a i  11 erons avec du c o l  1  agène 

de t y p e  1  e t  de t ype  I I I .  Pour n o t r e  t r a v a i l ,  nous avons u t i l i s é  un mélange de 
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co l lagène de t ype  1  e t  de t y p e  III qu i  i n d u i t  une bonne adhésion p l a q u e t t a i r e .  

Le co l lagène non f i b r i l l a i r e  ( co l l agène  1, III nF) s ' o b t i e n t  par  d i a l y s e  des 

f i b r e s  de c o l  1  agène ( 1  mg/ml) c o n t r e  une s o l u t i o n  d ' a c i d e  acé t ique  50 mM 

pendant 15 j o u r s  à + 4  O C .  Le co l l agène  obtenu e s t  conservé à + 4 O C  e t  garde 

ses capac i t és  à i n d u i r e  1  ' adhésion p l  a q u e t t a i r e  pendant au moins 2  mois. La 

concen t ra t i on  de l a  s o l u t i o n  de co l lagène e s t  est imée en m u l t i p l i a n t  par  7.64 

(Szymanowicz e t  a l . ,  1982) l e  t aux  d ' h y d r o x y p r o l i n e  t r o u v é  dans l a  s o l u t i o n  

(Hypronost icon, Organon t e k n i c a ) .  L ' ana l yse  en ge l  de p o l y a c r y l  amide montre 1  a  

présence de bandes à 115 e t  129 kDa correspondant respect ivement  aux chaines 

a11  e t  a21, a1111. 

* P r é ~ a r a t i o n  des l ame l l es  

Les 1  amel l e s  de microscope ( 18 x18 mm) sont  1  avées par  trempage pendant 

une n u i t  dans de l ' e t h a n o l  p u i s  r i n c é e s  à l ' e a u  d i s t i l l é e .  

Le co l l agène  1, III nF e s t  p u l v é r i s é  uniformément su r  l e s  l ame l l es  avec 

un a i rographe sous une p ress ion  d ' a z o t e  de 1  atmosphère. La q u a n t i t é  f i n a l e  de 

30 p g  par  cm a  é t é  détermi  née dans un premier  temps par  pesée, pu i  s  1  a  

méthode e s t  s tandard isée  sachant que 80 % de l a  q u a n t i t é  t o t a l e  de dépar t  e s t  

r e t r ouvée  su r  l e s  l ame l l es .  

L ' u t i  1  i s a t i o n  du c o l  1  agène non f i  b r i  11 a i r e  permet de d iminuer  

1  ' a c t i v a t i o n  p l  a q u e t t a i  r e  e t  donc de r é d u i r e  1  a  f o r m a t i o n  d '  agrégats 

p l a q u e t t a i r e s .  Les lame1 l e s  sont  conservées à température ambiante e t  

u t i  1  i sées  dans l e s  deux heures qu i  su i ven t  l a  p u l v é r i s a t i o n .  

D. PREPARATION DES PERFUSATS 

Quelque s o i t  l e  t y p e  de chambre de p e r f u s i o n  u t i l i s é ,  l e s  étapes de 

p répa ra t i on  des p e r f u s a t s  sont  i den t i ques .  

Une poche de sang de 400 ml d ' u n  donneur de sang n ' a y a n t  pas p r i s  

d ' a s p i r i n e  depuis  au moins une semaine e s t  p ré levée  su r  40 ml (1 /10  en volume) 

de c i t r a t e  t r i s o d i q u e  à 3.1 %. Le sang e s t  t o u t  d ' abo rd  r é p a r t i  en tubes 

coniques de 30 m l ,  c e n t r i f u g é  e t  t r a i t é  se lon  l e  p r o t o c o l e  de l a  f i g u r e  11 

pour i s o l e r  l e  plasma, l e s  p l aque t t es  e t  l e s  g lobu les  rouges. 

Les p l a q u e t t e s  sont  t r a i t é e s  par  l ' a s p i r i n e  (p .  17) e t  ensu i t e  

radiomarquées par  l ' o x i n e  d ' I nd ium 111, pu is ,  après é l i m i n a t i o n  de l ' I n d i u m  



400 m l  d e  sang 
1 3.1 % t r i -Na  c i t r a t e  
l 

I sang 

c e n t r i f u g a t i o n  
200 g  
10 min 
temp. ambiante 
sans  f r e i n  

< / l J  
surnageant  c u l o t  

plasma r i c h e  en p l aque t t e s  PRP 

1 volume P R P  
+ 1 volume Krebs Ringer,  pH 5  
+ 10 pM a s p i r i n e  

Agiter  doucement 
Attendre 5  à 10 min -. 

surnageant 

c e n t r i f u g a t i o n  

pl a q u e t t e s  

550 g  
10 min. 
temp. ambiante 

marquage r a d i o a c t i f  

1 

Globules rouges l 

+ plasma pauvre en p l aque t t e s  P P P  i 

c u l o t  
1 vo l .  g lobules  rouges 
1 vo l .  + H O physiologique 

+ a6-glucose 0.9 g/ l  

c e n t r i f u g a t i o n  

2 O00 g  
5 min 
temp. ambiante 

2 O00 g  
10 min 

C 
c u l o t  H20 physiologique 

+ globules  blancs 

1 vo l .  g lobules  rouges 
1 vol .  + Hz0 physiologique 

+ aD glucose 0.9 g / l  

2 O00 g  
5  min 
temp. ambiante 

c u l o t  
1 vo l .  g lobule  rouge 

H O physiologique 2 
1 vo l .  + Hz0 physiologique 

+ aD glucose 0 .9  g/l  

2 O00 g  
20 min 

<A;emp .  ambi an t e  

H20 physiologique 
+ globules  blancs 



Agi t a t  i on douce 

p u i  s  

i n c u b a t i o n  10 m in  

- 
- Element r a d i o a c t i f  Ox ine d ' i n d i u m  11 1 

( 4 0  m i c r o  c u r i e s )  

- T r i s  0.25 M 1 /10 du volume d ' o x i n e  d ' i n d i u m  a j o u t é  

- Ox ine dans l ' é t h a n o l  ( s o l u t i o n  1  m g l m l )  110 pl 

- Pool de p l a q u e t t e s  ( 20 m l  ) 
i. 

1  volume du p o o l  p l a q u e t t a i r e  
2  volumes KR', pH 6 + ' D g lucose  0.9 g / l  
550 g  
10 min 
temp ambi a n t e  

( c a l c u l  de 1  a  r a d i o a c t i v i t é )  c u l o t  p l a q u e t t e s  
s p é c i f i q u e  + plasma ou 

+ a l  bumine 4 % ou 
+ plasma sans vWF 

su rnagean t  
p o o l  de p l a q u e t t e s  

c e n t r i f u g a t i o n  

- 
S c u l o t  p l  a q u e t t e s  

Ox ine d ' I n d i u m  l i b r e  t KR 6 D g l u c o s e  15 ml 

550 g  
10 m in  
temp. ambi a n t e  

comptage des p l a q u e t t e s  
comptage de l a  r a d i o a c t i v i t é  

r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  - lcpm14 000 p l a q u e t t e s  

F i g u r e  12 : Marquage r a d i o a c t i f  des p l a q u e t t e s  

(KR : tampon de K r e b s - R i n g e r )  



111 l i b r e ,  on compte l a  r a d i o a c t i v i t é  assoc iée aux p l aque t t es  de façon  à 

c a l c u l e r  l a  r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  (F ig .  12) .  

Le p e r f u s a t  e s t  composé de : 

- 40 % de g l obu les  rouges ( 6  m l  ) l 
1 

- 60 % de plasma ( 9  m l  ) (pool  de 20 plasmas normaux, 11 mM t r i  Na 
l 

c i t r a t e )  ou d'une s o l u t i o n  d 'a lbumine a 4 %, contenant  320 000 p laque t t es  par  

m i c r o l i t r e .  
1 

- Vol ume t o t a l  : 15 ml. 

E. LA PERFUSION 

1  ) Mode opératoire 

Le p r i n c i p e  de 1  a  pe r fus i on  e s t  l e  même quelque s o i t  l e  t y p e  de 

chambre u t i l i s é .  En e f f e t ,  après a v o i r  i n t r o d u i t  1  ' a r t è r e  ou l e s  lamel l e s  de 

co l l agène  dans l a  chambre de per fus ion ,  on r i n c e  l e  système avec 30 ml de 

tampon HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4. Puis,  l e  p e r f u s a t  incubé  5  min  à 

38 O C  e s t  a s p i r é  du r é c i p i e n t  (bas)  ve rs  1  ' en tonno i r  ( h a u t )  par  l a  pompe 

p é r i s t a l t i q u e  ; l e  sang c o u l e  a l o r s  par  g r a v i t é  de 1  ' en tonno i r  ( h a u t )  qu i  s e r t  

à r é g u l e r  l e  f l u x  ve rs  1  a  chambre de p e r f u s i o n  (bas)  pour r e v e n i r  ensui  t e  dans 

l e  r é s e r v o i r  de dépa r t .  Le passage de sang à t r a v e r s  l a  chambre de p e r f u s i o n  

se f a i t  en général  pendant 3 à 5  minutes en c i r c u i t  fermé. A l a  f i n  de l a  

pe r f us i on ,  l a  chambre e s t  de nouveau r i n c é e  par  30 ml de tampon HEPES. E n f i n ,  

1  ' a r t è r e  ou l a  lamel l e  de microscope e s t  r e t i r é e  de l a  chambre de p e r f u s i o n  

p u i s  r i n c é e  avec l e  tampon HEPES. 

2)  Calcul du nombre de plaquettes f ixées 

Le nombre t o t a l  de p l aque t t es  radiomarquées f i x é e s  e s t  éva lué par  

comptage de 1  a  r a d i o a c t i v i t é .  

a)  Chambre annul a i r e  * 

Les e x t r é m i t é s  de l ' a r t è r e  son t  coupées symétriquement de façon  à 

ce que l e  segment c e n t r a l  a i t  une longueur de 1 cm. Le segment de l ' a r t è r e  e s t  

a l o r s  p l acé  dans un t ube  p l a s t i q u e  pu i s  l e  nombre des p l aque t t es  f i x é e s  su r  

l ' a r t è r e  e s t  c a l c u l é  en comptant l a  r a d i o a c t i v i t é  au compteur gamma. 
2 Les r é s u l t a t s  sont  exprimées en 10 p l aque t t es  par cm , 



2 sachant qu 'un segment d ' a r t è r e  de 1 cm de l ong  a une su r f ace  de 1.16 cm . 

'> 
nombre de cpm x r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

nombre de p l  aquettes/cmL = 

b )  Chambre r e c t a n g u l a i r e  

Les l a m e l l e s  de microscope sont  cassées e t  placées dans des tubes  

dont  on mesure e n s u i t e  l a  r a d i o a c t i v i t é  au compteur gamma. La sur face  sur  
2 1 aquel l e  adhèrent 1 es p l  aque t tes  e s t  de 1.8 cm . 

nombre de cpm x r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

nombre de plaquettes/cm2 = 

3)  Ca lcu l  du pourcentage d 'adhésion 

Le c a l c u l  du pourcentage d 'adhésion a é t é  e f f e c t u é  de 2 façons  

d i f f é r e n t e s  : 

- l o r s q u ' i l  s ' a g i t  d 'une  c o r r e c t i o n  de 1 'adhésion p l a q u e t t a i r e  avec du vWF, 

100 % représen te  1 a v a l e u r  obtenue avec l e  p l  asma normal e t  O % 1 a v a l e u r  

obtenue avec l e  plasma de vWD (PvWD). A i n s i  l e  pourcentage d ' un  é c h a n t i l l o n  X 

e s t  c a l c u l é  se lon  1 a f o r m u l e  : 

(Adhésion é c h a n t i l l o n  X) - (Adhésion PvWD) 

Pourcentage d '  adhésion = x 100 

(Adhésion p l  asma normal ) - (Adhésion PvWD) 

Par con t re ,  l o r s q u '  i 1 s ' a g i t  d 'une  i n h i b i t i o n  de 1 'adhésion 

p l a q u e t t a i r e ,  l e  pourcentage de f i x a t i o n  e s t  donné par  s imple r a p p o r t  de l a  

va leu r  d 'adhésion de 1 ' é c h a n t i  1 l o n  X su r  l a  v a l e u r  d 'adhésion du p l  asma 

normal : 

Adhésion é c h a n t i l l o n  X 

Pourcentage d 'adhés ion  = 

Adhési on p l  asma normal 

Ce mode de c a l c u l  dans ce cas e s t  p r é f é r a b l e  pu isque 1 'adhésion 

des p l aque t t es  au sous-endothél ium n ' e s t  que peu diminuée avec un plasma de 

vWD, a l o r s  q u ' e l l e  1 ' e s t  fo r tement  en présence de c e r t a i n s  a n t i c o r p s  



monoclonaux (p .  35) .  

4)  Ca l cu l  du pourcentage de f i x a t i o n  du vWF radiomarqué au 

c o l  1 agène ou au sous-endothél ium dans l e  système de p e r f u s i o n  

A r b i t r a i r e m e n t ,  nous avons f i x é  100 % l a  va leu r  obtenue avec l e  

vWF n a t i f .  Le pourcentage d 'une p répa ra t i on  X e s t  c a l c u l é  en f a i s a n t  l e  

r a p p o r t  de l a  v a l e u r  de l a  p répa ra t i on  X su r  l a  va leu r  du vWF n a t i f .  

5 )  Ca l cu l  s t a t i s t i q u e  

Nos r é s u l t a t s  sont  exprimés en moyennes I 1  é c a r t  t ype .  n  

représen te  l e  nombre de passages dans l e  système de p e r f u s i o n  pour une 

expér ience. Lorsque n  n ' e s t  pas p réc isé ,  il e s t  éga l  à 3. 

N représen te  l e  nombre d 'expér iences .  Lorsque l e  nombre 

d ' expé r i ence  n ' e s t  pas i n d i q u é  c ' e s t  qu 'une seu le  expér ience, s o i t  n  passages, 

a  é t é  e f f ec tuée .  

No t re  t e s t  de s i g n i f i c a t i v i t é  s ' appu ie  sur  l e  t e s t  de Student 

pour une d i f f é r e n c e  de moyenne. p  représen te  l e  r i s q u e  d ' e r r e u r  à n-2 degré de 

1  i b e r t é .  

F. CAUSES D'ERREURS 

1  ) L i ées  au système de ~ e r f u s i o n  

La l y s e  des g l obu les  rouges par  l a  pompe à g a l e t s  peut  e n t r a î n e r  une 

l i b é r a t i o n  d '  ADP qu i  i n d u i t  1  ' ag réga t i on  des p laque t tes .  Il e s t  donc 

nécessa i re  de v é r i f i e r  en f i n  de p e r f u s i o n  l e  t a u x  d'hémoglobine l i b r e  q u i  ne 

d o i t  pas excéder 300 pg/ml. Dans l e  cas c o n t r a i r e ,  il e s t  nécessa i re  de r é g l e r  

1  ' é t r i e r  de l a  pompe de façon  à augmenter l a  d i s t a n c e  e n t r e  l e s  g a l e t s  e t  l e  

tuyau  dont  l ' é p a i s s e u r  d o i t  nécessairement ê t r e  de 1.6 mm pour assurer  une 

bonne r i g i d i t é .  

La p e r t e  de cha leu r  due à ce qu'une p a r t i e  du systême (en tonno i r ,  

t uyau )  se t r o u v e  à l a  température ambiante, d o i t  ê t r e  compensée par  une 

température i n i t i a l e  légèrement supér ieure  à 37 O C  ( 38  OC), e t  impose une 

longueur  de tuyau  c a l c u l é e  de façon à ne pas a v o i r  d 'excédents  e t  des temps de 

pe r fus ions  r e l a t i v e m e n t  c o u r t s  ( env i r on  5 m inu tes ) .  

La présence de b u l l e s  d ' a i r  dans l e  système de per fus ion  l o r s  de 



l ' e x p é r i m e n t a t i o n  i n d u i t  une v a r i a t i o n  du nombre des p l aque t t es  f i x é e s .  

Ces d i f f é r e n t e s  causes d ' e r r e u r s  1  i ées au système de p e r f u s i o n  

s ' a p p l i q u e n t  aussi  b i e n  au système en chambre annu la i r e ,  qu 'en chambre 

rec tangu l  a i r e ,  b i e n  que 1  es études morphométriques s o i e n t  e s s e n t i e l  lement 

adaptées au sous-endothélium. 

2 )  Liées à l a  techniaue de l a  chambre annulaire 

Les p r i n c i p a l e s  causes d ' e r r e u r s  son t  b i e n  sû r  l i é e s  à 1  ' a r t è r e  

ombi 1  i c a l e  e l  le-même. En e f f e t ,  1  a  d i s s e c t i o n  de 1  ' a r t è r e  ombi 1  i c a l e  e s t  une 

techn ique  d é l i c a t e  qu i  d o i t  a b o u t i r  à une a r t è r e  uni forme, dépourvue de t i s s u  

c o n j o n c t i f  e t  sans l é s i o n  du sous-endothélium. 

Aux e x t r é m i t é s  de l ' a r t è r e ,  l e  f l u x  n ' e s t  p l u s  l am ina i re ,  e t  

1  ' adhésion p l  a q u e t t a i r e  dans c e t t e  r é g i o n  e s t  augmentée. C 'es t  pourquoi,  i 1  

e s t  impo r tan t  d ' é l i m i n e r  l e s  deux ex t rém i tés  (2.5 mm) pour a v o i r  mesurer 

l ' a d h é s i o n  sur  un segment un i forme.  

Une a u t r e  cause d ' e r r e u r ,  r é s i d e  dans 1  ' i m p r é c i s i o n  de l a  mesure 

de l a  longueur du segment d ' a r t è r e ,  avant comptage de l a  r a d i o a c t i v i t é ,  due à 

l ' é l a s t i c i t é  de l ' a r t è r e .  

3 )  Liées à l a  technique en chambre rectangulaire 

Lorsque 1  ' on t r a v a i  1  1  e avec des p l  aque t tes  r a d i  omarquées , 1  a  

techn ique  en chambre r e c t a n g u l a i r e  semble p l u s  r e p r o d u c t i b l e .  En e f f e t ,  dans 

ce système, l a  m a t r i c e  de f i x a t i o n  des p l aque t t es  (pa r  exemple l e  co l l agène )  

e s t  1  a  même pour chaque expér imenta t ion .  Cependant, dans c e t t e  technique,  1  a  

p a r t i e  dé1 i c a t e  de mani pu1 a t i  on e s t  1  a  pu1 v é r i  s a t i  on du c o l  1  agène sur  1  es 

lame l les ,  qu i  d o i t  se f a i r e  uniformément. 

D ' a u t r e  p a r t ,  nous avons remarqué que l e  f l u x  de sang à 

1  ' i n t é r i e u r  de 1  a  chambre pouva i t  p a r f o i s  déborder de l a  gorge c e n t r a l e  de 1  a  

chambre de p e r f u s i o n  e t  de ce f a i t  i n d u i r e  une e r r e u r .  

II - F I X A T I O N  DU vWF AUX F IBRES DE COLLAGENE ( "B INDING"  COLLAGENE) 

A. COLLAGENE FIBRILLAIRE 

La f o rma t i on  des f i b r e s  de c o l  lagène e s t  assurée en d i a l y s a n t  l e  

c o l  lagëne non f i  b r i  1  l a i r e  de t ype  1, III (en s o l u t i o n  à 1  mg/ml ) c o n t r e  un 



tampon NA HP0 0.02 M pendant 48 h à + 4OC. 

B. LA TECHNIQUE DU "BINDING COLLAGEN" 

1 )  50 m i c r o l  . de chaque d i l u t i o n  de c o l  lagène (1,  1/2, 1/4, 1/8, 

1/16) 

+ 250 m i  c r o l  . de p l  asma normal ( B i  n d i  ng f r o i d )  

ou 99 % de p l  asma normal + 1 % vWF radiomarqué (B ind ing  chaud) 

vWF marqué = 7  x  10 cpm/mg 

+ 10 m i c r o l .  de l i q u i d e  d ' a s c i t e  

2 )  I ncuba t i on  à 37 O C  pendant 10 min. 

3 )  F i n  de r é a c t i o n  par  c e n t r i f u g a t i o n  des f i b r e s  de co l l agène  à 

10 000 g pendant 5  min. 

4)  Ca lcu l  du pourcentage de vWF f i x é  

B ind ing  f r o i d  : pa r  dosage du vWF:Ag p résen t  dans l e  surnageant, e t  

sachant 1  a  q u a n t i t é  de vWF:Ag dans l e  p l  asma normal, on en d é d u i t  1  a  q u a n t i  t é  

f i x é  aux f i b r e s  de co l lagène.  

B ind ing  chaud : après a v o i r  v é r i f i é  pa r  dosage du vWF:Ag en ELISA du 

vWF p lasmat ique que l e  vWF radiomarqué a l a  même a f f i n i t é  pour l e  co l l agène  

que l e  vWF plasmatique, on peut cons idé re r  que l e  pourcentage de r a d i o a c t i v i t é  

dans l e  c u l o t  de c e n t r i f u g a t i o n  correspond au pourcentage de vWF p lasmat ique 

f i x é  aux f i b r e s  de c o l  1  agène. 

1  II - AUTRES TECHNIQUES 

A. Ca lcu l  du pourcentage des mul t imères de haut  po ids  mo lécu la i r e  (HPM) 

du vWF 

L 'en reg i s t r emen t  des p r o f i l s  mu l t imér iques  e s t  obtenu à p a r t i r  des g e l s  à 

2.5 % d 'agarose en présence de SDS, analysés au moyen d ' u n  "HELENA PZ4 

scanner" . Le pourcentage de HPM du vWF e s t  a r b i t r a i r e m e n t  d é f i n i  comme l a  

p r o p o r t i o n  des p i c s  correspondant  aux mu l t imers  supér ieurs  ou égaux à l a  bande 

numérotée 5 (F ig .13) .  





R E S U L T A T S  P E R S O N N E L S  

Notre t r a v a i l  a é té  mené selon t r o i s  axes de recherche qui seront 

abordes successivement en rapportant  d'abord l e s  pub l ica t ions correspondantes 

e t  l es  expérimentations compleimntaires. Chacune des t r o i s  par t ies  de ce 

t r a v a i l  sera discutee séparemnent. 

1 - ETUûE W ROLE DE LA COPULE GiYCANNIQUE W VW ûANS L '  AûHESION PLAQUETTAIRE 

Notre 1 aboratoi re t r a v a i  1 l e  depuis de riombreuses années sur l e  vWF e t  
en p a r t i c u l i e r  sur sa copule glycannique. Ainsi  des travaux antér ieurs f a i t s  

au labora to i re  ont  montré que 1 'hydrolyse de 1 'ac ide s i a l  ique e t  d'une p a r t i e  

du galactose du vWF i n d u i s a i t  une diminut ion de l a  f i x a t i o n  du vWF aux 

plaquettes en présence de r i s t o c é t i n e  associée 8 une per te  des HPM du vWF. 

Cependant, on peut se demander quel 1 e est  1 ' incidence de ces modi f icat ions 

dans un syst2lme physiologique. Il nous a donc semblé nécessaire d 'é tud ie r  les  

propr ié tes  de ce vblF modi f ié  en u t i l i s a n t  l e  système de p 

par Sakari assen. 

Certains travaux ont  é té  f a i t s  en co l labora t ion  avec l ' équ ipe  du 

Professeur Sixma a Utrecht e t  sont réun is  dans 1 ' a r t i c l e  (accepté par l a  revue 

Blood) que nous prCsentons. D '  autres résu l t a t s  complémentaires seront 

présentes à l a  s u i t e  de ce t  a r t i c l e .  
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Abbreviations used in this paper: 

vWF - von Willebrand Factor 
C H O  - carbohydrate 
CHO-vWF - carbohydrate modified vWF 
Native-vWF = glycoprotein with al1 the C H O  
[Neul-ase-vWF - vWF treated with neuraminidese 
[Neu-C3all-ase-vWF vWF sequentially treated with neuraminidase and 

beta-galectosidase 
[Neu-(381-eFl-ase-vWF - vWF sequentially treated with neuraminidase, 

beta-gelactosidase and endoglycosidese F 
TBS - tris buffered saline 



ABSTRACT 

In this cooperative study we have explored the rote of the 

carbohydrate moiety [CHO] o f  von Willebrand factor in supporting platelet 

adhesion. Because o f  previous discrepant results, al1 purifications steps 

and CHO modifications by various enzymes were cr i t ica l ly  evaluated. 

Under Our conditions CHO-modified vWF preparations contained less than 

5% of the in i t ia l  sialic acid ( (Neul-ase-vWF 1 and less than 45% ( (Neu- 

ballase-vWF 1 or 21 % 1 [Neu-Gel-eF1-ase-vWF 1 o f  the D-galactose. These 

preperations usuelly showed increased electrophoretic mobi l i ty but no 

significant loss o f  high molecular weight multimers when proteolysis had 

been prevented. Some degree o f  proteolysis was seen in some carbohydrate- 

modified vWFs but the dègree of degradation observed did not correlate 

w i th  the removal o f  D-galactose p e r  se. Platelet adhesion t o ~ v a r i o u s  

matrices increesed af ter  removal o f  the terminal sialic acid 1 [Neul-ase- 

vWF 1 and about 45% o f  the D-galactose 1 [Neu-Oall-ase-vWF 1, but returned 

t o  normal values when more then 70% of  the tota l  carbohydrate had been 

removed by endoglycosidasa F 1 [Neu-Gel-eFl-ose-vWF / . These changes 

in react iv i ty were also reflected in the spontaneous aggregation i n  normal 

platelet r i ch  plasma af ter  CHO removal. 



INTRODUCTION 

Von Willebrand Factor [vWFI is a mult imeric plasme glycoprotein 

which plays an important rote in the early stages of hemostasis by promoting 

platelet adhesion to  the subendothelium, especially e t  high shear rates 

(1-51. The carbohydrate moiety [CHO] composes ebout 15% of the total  

vWF mess [6-81 and is distributed on twenty two possible glycosylation 

sites that have been identif ied by cDNA t9.101 and by direct aminoacid 

sequencing (1 11. Cr i t i ca l  roles for some sugers i n  the structure end function 

o f  vWF heve been proposed by several authors 112-181, Some o f  us heve 

found that D-galactose removal causes a loss o f  larger vWF multimers 

and a defect in  the ristocetin-induced blnding OP vWF to  plateleta (171. 

Others of us have found that removal o f  O-galactose did not af fect  the 

mult imeric structure although it made vWF much more sensitive to 

proteolysis (181. Furthermore, although there is information ebout platelet- 

vWF interactions f rom studies wi th purif ied vWF wi th  different mult imeric 

compositions and CHO contents (15-171, there are only few data about 

the relationship between CHO content and the ebi l i ty o f  vWF to  promote 

platelet edhesion [ 191. 

In this multicenter study. vWF preparations wi th ,different 

modifications o f  CHO-side chains were prepared as previously describedt17- 

181 by two groups [Milano and Lille]. vWF wes treated wi th [Neul-ese. 

[Neu-(3all-ase and [Neu-Gel-eF1-ase. The amounts o f  sugar removed. the 

mult imeric patterns end the sponteneous eggregation when they were 

added to  platelet r i ch  plasma [PRPI were measured. The role of O-galactose 

was especially carefully investigated, since several groups heve proposed 

e c r i t i ca l  rote for  this sugar in the structure and function o f  vWF (12-171. 

Platelet edhesion t o  various subendothelial matrices in the presence of 

each vWF forrn was tested. 



MATERIAL AND METHODS 

Puri f icat ion and Characterizetion o f  the Native vWF 

vWF was purif ied f rom therepeutic cryoprecipitetes by two 

different techniques in  Milan and in Lille. as previously described [17, 

181. For native puri f ied vWF, the protein concentration, vWF antigen 

[vWF:AgI. [meesured by electroimmunoassay [EIAI or enzyme-linked 

immunosorbent assay [ELISA) petternsl. Ristocetin cofactor [Ricofl. SDS- 

Polyacrylamide slab gel electrophoretic [PAGE) and SDS-agarose gel 

electrophoretic patterns of structures o f  the reduced and unreduced sample 

Were determined [17,181. Mi lan vWF hed a protein concentration of 0.5- 

2.5 mg/ml, with a specific ac t iv i ty  o f  100-126 U/mg o f  Ricof  and 101- 

120 U/mg o f  vWF:Ag. L i l le  vWF hed e protein concentration of 0.5-3.0 

mg/ml, w i t h  specific act iv i ty  o f  86-89 U/mg o f  Ricof and 90-108 U/mg 

o f  vWF:Ag. Native puri f ied vWFs f rom both laboretories showed a major 

subunit o f  225 KDa in the 5% PAGE when the semples were reduced and 

the complete set o f  multimers w i th  the typical " tr iplet pattern" when 

the samples were run in  SDS-egarose gel electrophoresis techniques used 

in both laboretories [18,20l.To compare the mult imeric structureg of the 

different CHO-vWFs determined in the two dif ferent laboretories by quite 

di f ferent techniques. eutorediogrephs were scanned wi th e Ultrascan-Laser 

Densitomer LKB equipped w i t h  en HP 3303 A integretor [LKB, Milan, 

Italyl. Large multimers were erbri trer i ly defined as the lest 0 peeks or 

es the peeks comprising 30% of  the length o f  the gel stert ing from the 

cethodel origin. The underlying erea was computed and expressed as a 

percentage o f  the to te l  erea o f  the gel, 



Carbohydrate Modification and Analysis 

Sialic acid was removed f rom native vWF in both laboratories 

as previously published [17.181. Neuraminidase 1 [Neulase ( f rom Vibrio 

Cholerae [Calbiochem-Behring, Co l  was used in Milan, [Neulase from 

Clostridium perfrigens [Sigma Chemical, Co. type X I  in L i l l e  to  prepare 

[Neul-ase-vWF. O-galactose was removed f rom [Neul-ase-vWF by beta- 

C3alactosidese 1 [13alJase 1 f rom Streptococcus pneumoniae Ig i f t  o f  Dr. 

Gilbert Ashwell. National lnstitute o f  Health. Bethesda. MOI in both 

Iaboratories. although wi th  different batches o f  the purif ied enzyme. 

~ n d o ~ l ~ c o s i d a s e  F 1 [eFlase 1 f rom Flavobacterium meningosepticum was 

obtained from New England Nuclear, Boston, MA and used in  Mi lan as 

previously described [ 181. 

A f te r  incubation w i th  the enzymes. vWF was passed through 

chrornatographic columns [Sepharose 481 equilibrated w i th  physiological 

buffers: void volume fractions were pooled and immediately analyzed 

for  protein concentration, carbohydrate content, rnultimeric structure, 

spontaneous aggregating act iv i ty  in normal platelet r ich plasma [PRPI 

and adhesion properties. 

In Mi lan reaidual aielic acid wea rnaeauced et'tcrr hydrolyeia 

fo r  60 min  o f  vWF in  0.02 M H2SOq e t  HO0 C, using N-acetylneurerninic 

acid as a standard (211. D-galactose was determined efter hydrolysis for 

2 hours in 1 M hydrochloric acid e t  100°CO by an enzymatic assey using 

galactose-dehydrogenase [221. Total hexose content o f  the vWF wes 

meeaured by the phenol aulfuric method of Ouboii et el, (231, uaing a mixture 

1:l of  rnannose and galactose es reference standard. In Lille, the sialic 

acid released was measured by the Warren rnlcromethod [21Ia D-gslactore 

was determined by the same enzymatic assey as above (221. Residual sielic 

ecid and 0-galactose were also measured by ges-liquid chromatography, 

as described by Zanetta e t  a l  [2Y1. 



Aggregation Studies 

Blood was collected into 1:g volume of 3.1 % sodium c i t rate 

and centrifuged e t  250 g for 10 m in  a t  room temperature t o  obtain platelet 

r i ch  plasma [PRPI. Aggregation studies were carried out e t  a f inal platelet 

. concentration o f  3 x 1 0 ~  platelets per m l  in normal PRP in a duel channel 

Lumiaggregometer [Chronolog, C o l  in a 0.5 ml volume. The following 

concentrations o f  vWFs were tested in these aggregetion studies: 5-65 

ug/ml for  [Neul-ese-vWF. 10-80 ug/ml for  [Neu-Qell-esevWF and 5-1 00 

ug/mI for native control-vWF and (Neu-QaI-eF1-ase-vWF. Lag phases 

end rates o f  aggregation were celculated by measuring the distance in 

m m  between the baseline and the eggregation line 10 minutes af ter  the 

addition of the different CHO-vWFs. Results were expressed as percent, 

w i th  100% being the aggregetion induced by ADP. 

Adhesion Studies 

Platelet interactions w i th  collegen and extracellular matrices 

in flowing blood were studied in a rectangular perfusion chamber (251. 

5-10 ug/ml of the different native and CHO-vWF were edded to pletelets 

isolated and weshed as described before (41 and resuspended either in  

human albumin solution or in the plasma o f  e patient w i th  a severe von 

Willebrand's disease. Red blood cells were weshed three times by 5 m M  

glucose. Prior to  each perfusion run. the perfusete (15 ml1 was reconstituted 

by adding weshed and pecked red cells t o  the resuspended platelets 

thematocrit 0.4: platelet count 1.14 x 10~/rnl, f inal concentration]. 

The following subendotheliel matrices were used: non-fibriller 

type 1 collagen,humen smooth muscle cel l  matrices and humen endotheliel 

ce11 matrices obtained as previously published (251. In the experiments 



wi th  human endothelial cells, matrices were preincubated for one hour 

e t  room temperature w i th  enti-vWF monoclonal antibodies completely 

blocking the interactions between vWF and platelet glycoprotein lb [CLB- 

RAg 35, see reference 51. The coverslips were then inserted into the 

perfusion chamber end rinsed w i th  25 m l  10 m M  HEPEÇ- buffered saline, 

p H  7.4. The perfusate (15 ml1 wes prewarmed for  5 min  e t  37OC and 

recirculated through the perfusion chember under nonpulsatile steady 

f low t281. The perfusions were performed for 5 min e t  a wall  sheer rate 

o f  1300 sec. 'l. After  each perfusion. the system was rinsed wi th  HEPES- 

saline and f ixed in glutereldehyde as previously described (251. The platelet 

adhesion on the extracellular matrices was evaluated by l ight microscopy, 

ef ter  f ixat ion w i th  gluteraldehyde and staining w i th  May-Grunwald-Giemsa. 

Platelet adhesion' was expressed as the percentage o f  the surface covered 

by platelets: this was evaluated by "en face" l ight microscopy e t  1000 

times magnificetion I251. The l ight microscope was interfaced wi th  an 

image analyzer [Quantimet 720, Imanco.Royston, U.K.1: for every coverslip 

10 fields, each consisting o f  500,000 image points [0.020 mm2 were selected 

e t  random and evaluated. 

In some studies Indium - labeled platelets were used to 

investigate the adhesion t o  collagen. The techniques used for the procedure 

have been described previously (25.271. 

Cross Experiments to  Test The Rote o f  The Psnultimate O-Qalactose 

In order t o  prevent eny poe~lb ls  bien end mleunderstending, 

cross experiments were organized in Utrecht  es follows. Purif ied native 

vWF prepared in Milan and in L i l l e  were treated by [Neulase and [Qallase 

under the conditions usually followed by each laboratory. Native controls, 



[Neul-ase-vWFs Milano/Milano and Li l le/Li l le [the f i rst  name indicating 

the source of the material. the second the procedurel and four different 

[Neu-Oall-ase-vWFs, indicated as Milano/Mi lano, Milano/Li l le, Lille/Milano 

and Lil le/Lil le. were investigated for O-galactose removal, percentage 

o f  HMW multimers. aggregation properties in PRP and platelet adhesion 

to  various matrices. 

. Statistics 

The stat ist ical  significance o f  differences between meens 

was evaluated by the Student - t test for non-paired data. Al1 p,values less 

than 0.05 were accepted as statistically significant. 



RESULTS 

Structure and Function of the CH.0-vWFs 

Both leborerories were able to  remove more than 95% of the 

to ta l  sialic acid with their  eula las es. The [Oallases f rom the same source 

employed by the two laboratories removed dif ferent amounts o f  

D-galactose. Because of the di f ferent batches of the enzymes, residual 

D-galactose was 42-55% in  Milan and 5047% in Lil le, meaning that no 

more than 58% of this Suger could be removed w i th  [Gellase under our 

conditions. The addition of [eFlase [Milanl alllowed further removal o f  

about 25% o f  the D-galactose [Table 11. 

A typical mult imeric pattern from Milan in an SDS-1.4% LOT- 

agarose gel electrophoresis is shown In Figure I: al1 native and CHO-vWFs 

typically showed the complets set o f  multimers, but CHO-vWF had faster 

electrophoretic mobi l i ty than the nat ive vWF because o f  removal o f  sugars, 

as is easily observed in the bands which compose the "tr iplet" in  such 

a system. When the percentages o f  high molecular weight [HMWI multimers 

were calculated for the di f ferent preparations in Milan, no significant 

differences between native and CHO-vWFs were observed. In the, L i l l e  

laboratory. neither the removal o f  the sialic acid nor the subsequent removal 

of galactose induced eny marked change in the mult imeric pattern, but 

the percentage of HMW multimers was significantly lower in [Neu-Gall- 

ase-vWF than in native vWF (Table 11. 

The aggregating properties of the di f ferent CHO-vWFs were 

tested in normal PRP within 5 hours a f te r  chrometography. No eggregetion 

appeared wi th in 20 minutes when up t o  100 ug/ml o f  netive or [Neu-Qel- 

eFl-ese-vWF were added t o  the PRP suspension [Table 1 and Figure 2. 

A and Dl. On the other hend, eggregation eppeared after the addition 

o f  5-85 ug/ml of [Neul-ase-vWF and 20-88 ug/ml o f  [Neu-Qall-ase-vWF, 

w i th  the different aggregation rates and lag phases shown in Table 1 and 

Figures 2, B and C. 



Adhesive Properties o f  the CHO-vWFs 

The adhesive properties o f  the different CHO-vWFs. expressed 

as percent surface coverage. are summarized in Table 1 and Figure 3. 

In Lille. platelets lebeled w i th  l l l ln were used and the results are expressed 

as number of platelets x 105/cm2. The coverage obteined after 

reconstitution w i th  [Neul-ase-vWF was significantly higher than after 

the addition o f  the native control  in both Milan and L i l l e  [p < 0.0011. 

Addition o f  [eFlase was able to  remove more D-galactose, but about 25% 

of  this sugar s t i l l  remained. With the [Neu-Qat-eF1-ase-vWF so obteined 

the percentage of surface coverage was very close to that w i th  the native 

control [Table 11. 

When three different matrices [non-fibriller type I collagen. 

smooth muscle cel l  matrices and endotheliel ce11 matrices precoated w i th  

anti-vWF monoclonal antibodiesl were tested in the perfusion system. 

al1 three showed increased adhesion in the presence o f  [Neuj-ase-vWF. 

However. differences emong the preparations could be observed more 

clearly in the presence of smooth muscle cel l  matrices [Figure 31. 

Cross Experiments 

The results of the cross experiments performed for the two 

leboratories i n  Utrecht  t o  test for  the rote o f  the penultimate D-galactose 

on vWF structure and function are summarized in Teble 1. No differences 

between native and [Neul-ase-vWF prepared under the conditions of Milan 

or L i l l e  were found. When the 4 di f ferent [Neu-Oell-ase-vWF were assayed 

for CHO content. smaller amounts o f  D-galactose had been removed wi th 

the procedures followed by L i l l e  then w i th  those followsd by Milan for 

both the preparations f rom Milen and L i l l e  [MI/MI end Lt/MI versus MI/LI 

and LI/LIl. The percentages of the HMW multimers apd residual 0-galactose 

were similar in LI/MI to  those usuelly obteined in L i l le  for [Neu-(3alkase- 

vWF. On the other hand. the residual 0-galactose was higher than usuel 

for the Ll / t l  preperation. The mult imeric patterns o f  the di f ferent native 

end CHO-vWF are shown in Figure 4. 



Aggregating and adhesive properties of these two semples 

were consistent w i th  the results obtained in Lille. Preperations by Milan 

showed significant degradation as measured by the reduced percentage 

o f  the HMW mult imers tFig.41. However. the loss of HMW forms d id not 

correlete w i th  the removal of 0-galectose per  se since there wes 

degradet ion in  both the MI/MI and MI/LI [Neu-Oall-ase-vWF semples 

conteining di f ferent percents o f  rernaining Suger. On the other hand. similer 

emounts o f  HMW mult imers were observed in both LI/LI end LI/MI samples . 
where di f ferent concentrations o f  D-galactose remeined. Interestingly. 

the eggregating properties and the increesed edhesion in prepareretion 

' MI/LI hed been cornpletely abolished or  were signif icantly lower then 

usuel in preparation MI/MI [Table 11. 



1 
I DISCUSSION 

1 Human vWFs is a rnultivalent protein cornposed o f  identical ~ 
1 

1 
l 

subunits [BI. CHO residues have been identif ied i n  these subunits (6-01 

l 
1 

and the structures o f  sorne CHO chains have been published (28-301. The 

l airn of this study was ta  investigete the rote of the penultirnate O-galactose 
1 

l in the structure and funtion o f  vWF. Previously. sorne o f  us found that 
1 
1 

rernoval o f  0-galactose d id not a f fec t  the rnultirneric structure. elthough 
l 
l it made vWF rnuch more sensitive t o  proteolysis (181. wherees others of 
1 

1 

I us found that  D-galactose rernoval caused loss o f  the larger rnultlrners 
1 

i , and a defect in ristocetin induced binding o f  vWF t o  platelets~l71. ln  order 

l 
l 

t o  solve these discrepancies. cross experirnents were organized in Utrecht. 

in which CHO content. rnultirneric anelysis. spontaneous aggregating 

properties in normal PRP and adhesion properties o f  the different CHOvWFs 

preparations were joint ly and sirnultaneously tested. The results o f  these 

cross experiments were cornpared wi th  those obtained separately in each 

laboratory [Table 11. 

During the cross experirnents. investigetors frorn Mi lan and 

L i l l e  freshly prepared CHO-vWFs frorn the two dif ferent native purified 

vWFs by enzyrnatic treetrnent according to  their own protocols. Sarnples 

were exchanged for anelysis of CHO content and multirners qnd tested 

wi th in 4 hours for aggregating end adhesive properties with the same 

normal platelets. While sialic acid rernoval was almost always cornplete. 

the rernoval o f  D-galactose was not the serne under the conditions used 

in the two laboratories. even though the sarne kind o f  [13allese wes ernployed 

[Table ICI. Apparently the batch frorn Milan was more effective. The less 

ef f ic ient  rernoval o f  0-galactose in sarnplee MI/LI and LI/LI can be 

explained by the partial inactivation o f  the 1C3allase used by L i l le  i n  Utrecht. 

In fact. Mi lan and L i l l e  had almost the same O-galactose rernoval when 

the [Neu-Oall-ase-vWF were prepared in Milan and L i l l e  (Table 1. a-bl. 

Interestingly. no more than 55% of O-galactose could be rernoved. as 



$ 
previously reported for [Oallase from enother source 1171: the persistence 

o f  O-galactose residues can be explained by the beta 1-3 linked galactose 

in O-glycen (301. Our date seem to  be in contrast w i th  those published 

by Gralnick (141, who removed more than 80% o f  O-galactose w i th  [Gellase 

from the same source as ours. In Our han&. this degree o f  removal could 

be obtained only by using [Gallese and [eFlase [Il31 together. 

Except for  an increased electrophoretic mobi l i ty o f  each 

multimer. non significant changes were observed in the HMW multimers 

i n  most o f  the [Neu-Qall-ase-vWF and [Neu-Gel-eFl-ase-vWF preparations, 

whether 33 or 78% o f  D-galactose had been removed [f igure 1 and Table 

la]. However in some preparations o f  [Neu-Gall-ase-vWF f rom L i l le  [Table 

Ib l  end in MI/MI as wel l  as in MI/LI during the cross experiments [Table 

1 cl. the amount o f  the HMW multimers appeered to  be reduced [Figure 

41. Some degradation may have occurred in these cages. However the 

loss of the HMW multimers wes not correlated wi th the removal o f  the 

O-galactose per  se, since most CHO-vWFS. whatever the amount of sugar 

removed. had mult imeric patterns almost identical t o  their native controls 

[Table 1 a. cl. 

A possible explanetion for the loss o f  HMW multimers in  such 

cases could be that there were proteases present during the preparation 

o f  native and CHO-vWFs. Some o f  us have recently shown that degradation 

o f  the HMW forms may occur during CHO modification for  two main 

reasons: the presence o f  trace amounts o f  proteases. either in the vWF 

preparations or in the enzyme mixture used for the removal of the CHO 

[la.  351 or  changes in buffers [presence o f  calcium ions and basic PHSI 

or storage [temperature end freezlng and thewingl conditions (321. These 

consideretions should be borne in mind when structure-function relationship 

studies are performed for CHO-vWFs. A normal mult imeric structure 



is necessary for the interactions of the CHO-vWFs wi th  platelets and 

subendothelium: i n  fact. when there was a significent degredetion o f  the 

HMW multimers i n  [Neu-(3all-ase-vWF. as in MI/MI and MI/LI [Table 1 

cl. the spontaneous aggregation typically observed wi th  [Neul-ase-vWF 

disappeared and the concornitantly increased adhesion returned to  values 

equal t o  or lower than those o f  the native vWF. 

The functions o f  the different CHO-vWFs was investigated. 

by studying aggregation in normal PRP and platelet adhesion to di f ferent 

subendothelial matrices. When possible. the platelets in the PRP and in 

the perfusates were f rom the same normal donor. For the eggregating 

p r ~ p e r t i e s  in  normal PRP. the maximal spontaneous aggregation of [Neul- 

ase-vWF was similar to  that shown by De Marco and Shapiro [311. [Neu- 

C3all-ase-vWF st i l 1  retained this spontaneous aggregation. though delayed 

and less intensive white [Nsu-Oal-eFl-ase-vWF. containing 21% o f  the 

D-galactose and about 30% of  the tota l  Suger. behaved l ike the nat ive 

control vWF [Figure 21. These data can be explained by changes in charge 

af ter  the sequential removal of sialic acid [ two galactose exposedl. o f  

about 50% of the 0-galactose by [Gallese [one 0-galactose and one N- 

acetyl-glucosamine exposedl and af ter  the removal o f  the N-linked CHO 

chains by the addition o f  [eFlase [one L-fucose and one 

N-acety 1-glucosamine exposedl. However. conformational modi f k a t  ions 

o f  the receptor's sites on the CHO chain af ter  removal o f  CHO can not 

be excluded: these conformational changes rnight elso be responsible for 

the greater sensitivity to  proteases and the lower solubility o f  the CHO- 

vWFs (321. lnstead o f  Ristocet in cofactor we preferred t o  use aggregating 

properties because they could be releted much easfer w i th  pletelet edhesion 

by using platslets from the seme sources, In f sc t  [Neul-ese-vWF shows 

usually the same Ristocetin cofactor act iv i ty  [Ricof l  as native control  

i n  spite o f  i ts sponteneous aggregation in normal PRP (10. 311. Nevertheless. 

Ricof  was compared wi th  vWF antigen [vWF:Agl by some o f  us in the 

di f ferent CHO-vWFs. but no significant changes were observed between 

net ive and [Neu-i3a1-eF1-ase-vWF [ 10. 321. 



The adhesive properties o f  the CHO-VWFS were tested in the 

f le t  perfusion chamber devised by Sakariassen (251. This system is 

particularly useful for reconstituted blood used w i t h  different matrices. 

Non f ibr i l lar collegen and several subendothelial matrices were tested 

to  f ind out the ideal conditions for  the analysis o f  the CHO-vWF forms. 

The sheer ra te  o f  1300 sec-' was chosen for these experiments because 

platelet edhesion to  the used matrices is dependent on vWF et  this sheer 

ra te  (31. Adhesion was greater w i th  [Neul-ese-vWF than wi th  i ts  native 

control [Table 11. Recently Lawrence and Grelnick suggested that asialo- 

vWF has en inhibitory e f fec t  on pletelet adhesion (331 but Ordines e t  al. 

found increased adhesion in the presence o f  asielo-vWF. similar t o  that 

w e  observed w i th  our [Neul-ase-vWF preparations (341. Adhesion was 

increased in our hands when [Neu-Gall-ase-vWF wi th 50% o f  the 

O-galactose removed was edded t o  the perfusate. On the other hand, the 

adhesion in the presence o f  [Neu-Gel-eFl-ase-vWF was very sirnilar to 

that induced by i ts  native control [Table 11. 

Among the di f ferent subendothelial matrices tested. smooth 

muscle cel l  matrices gave clearer results than collegen or endothelial 

cel l  matrices precoated w i th  anti-vWF monoclonel antibodies . Therefore 

it may be better to  use smooth muscle cells for studies w i th  purif ied vWF, 

since there is usually no vWF in  smooth muscle cells and no precoating 

w i th  monoclonal antibodies is required. and the surface is more adhesive 

than sprayed non f ibr i l lar collegen [f igure 31. 

In summary. our cooperative study hes demonstrated that 

the exposure o f  the penultimete O-galactose is importent for the appeerance 

o f  in v i t ro  aggregating properties end for the enhancernent OR adhesion 

o f  vWF. Subsequent r&moval of galactose residues cen reduce both these 

aggregating and adhesive properties but efter further modif lcation o f  

the CHO chains by [eFlase, functions similar t o  those o f  native vWF return. 

Therefore. we conclude that the rernoval o f  some sugars. w i th  the 

consequent exposure o f  others, can concomitantly modify both vWF platelet 

interactions and platelet edhesion t o  the subendothelium. 
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FIQURE LEQENDS 

Figure 1 

SDS-gel electrophoresis i n  1.4% low gelling temperature [LOTI agarose. 

The samples shown f rom the le f t  t o  the r ight  are netive vWF [Al. (Neul- 

ase-vWF [BI, [Neu-Gall-ase-vWF [ C l  and [Neu-Gel-eFl-ase-vWF [Dl. The 

arrow a t  the top indicates the interface between stacking and running 

gel: marker bars denote the "tr iplet pattern" o f  the di f ferent purif ied 

VWFs w i th  or without CHO. Note the increased mobi l i ty proportional 

to  the amount slf sugar removed. 

Figure 2 

Aggregation curves obtained in normal c i t rated (3.1 %1 platelet r i ch  plasma 

[PRPI w i th  di f ferent vWF preparetions. A f te r  30 seconds o f  baseline i n  

the aggregometer, 10-100 ug of di f ferent CHO-vWF were added t o  250 

u l  of normal PRP [platelet concentration 3 x 10~/ml l .  lncreased l ight 

transmission was evaluated unt i l  the second wave o f  aggregation ended 

or within 10 minutes i f  no aggregation appeared. Concetrations o f  the 

di f ferent CHO-VWFS were also crit ical: 2-20 ug/ml o f  [Neul-ese-vWF 

was able t o  induce 85% of  maximal aggregation [BI while 20-80 ug/ml 

of [Neu-Qell-ase-vWF [C l  produced 55% of  maximal aggregation. There 

was no aggregetion in the presence o f  native control vWF (100 ug im l l  

[ A l  or [Neu-(381-eF1-ose-vWF. 



Figure 3 

Summary o f  the edhesion properties o f  the different CHO-vWF. expressed 

as percentege o f  surface coverege w i th  di f ferent subendothelial matrices. 

The three di f ferent groups o f  histograrns represent the three matrices 

tested. From le f t  to  right: non-fibrillar collagen type I [Co 1 NF].. humen 

smooth muscle cel l  metrices [SMC M a l  end humen endotheliel cel l  matrices 

precoeted w i th  monoclonal entibodies egainst vWF [EC Mal. In eech 

histogram, di f ferent symbols are used t o  differentiate the CHO-vWF added 

t o  the perfusete. From le f t  to  right: normal plasma [empty square]. severe 

von Willebrand's disease plesme or  human albumin solutlon [hatched linesl. 

netive control vWF added t o  the severe vWd plasma [vert ical  linesl [Neul- 

ese-vWF added t o  severe vWd plasma [dutted bar1 end [Neu-Oell-ase-vWF 

edded to  severe vWd [cross-hetchedl. Mean velues 2 standard deviation 

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

Figure 4 

SDS-gel electrophoresis in 1.4% LOT agarose [see legend t o  fig. 11. The 

semple shown f rom le f t  to  r ight  were obtained during cross experiments 

end are es Follows: native vWF MI/MI (11. [Neu-[3albase-vWF LI/LI [21. 

[Neu-Gall-ase-vWF M I R 1  (31. native vWF LI/LI  (91. [Neu-Qalhase-vWF 

MI/MI [51. [Neu-Gall-ase-vWF LI/MI 031. 

Percents HMW multimers were evaluated f rom this gel by densitometric 

scenning end date are reported in Table 1. 



SUMMARY OF RESULTS (MEAN + S.O.1 ON THE STRUCTURE 
ANO FUNCTION OF DIFFERENT CHO-VWFS 

vWF Forms Residual High Mol. Weight lnduced aqgregation in normal PRP Surface 
tested ln] 0-galactose mut tirners Rate Lag phase Concentration coverage 

[ X I  [ X I  [ X I  [sec.] iug/m Il 

In Milano. [al [ X I  

-Nat ive I O  100 43.08+5.6 O > 1200 5-100 15.4+2.6 - [Neu. ]-as= 10 98.6+ - 1 .Y 44.05T9.3 - 78.5+8.7* - 1 228 5-85 23.6T3.2"' - - INeu-Gall - 
- ase 8 43.2+3,2*** - 39.14.7 - 37.8+6.9 - 132+45 - 20-80 19.7+2.9 - - [ N e f f i a l  
eF!,-ase 3 25.7+3.8**0 - 40.2+5.2 - O > 1200 5-100 13.5+2.2 - 

In Lille [bl 

- Native 5 100 50.2+6 O > 1200 30 17.9+3 I 

- [Neul- ase 5 100 .45.0:7 - 80.0 4 '* 30 27 -33  - 17+ 14 - - - [Neu-Gall - 
- ase 5 57.3+8.7*** - 31.Q+10°* - 70.014.8 30 27.2+5.6 - - 178+4 1 - 

- Native MI/MI 
-Nat ive LIAI 
- ( N e ~ l - ~ ~ e  MI/MI - [Neul-sse LIAI - [Neu-ûell - - 

- ase - MlRvll - MI/Ll 
- LIAI - LI/MI 



Figure 1 

SDS-gel electrophoresis i n  1.4% low gelling tempereture [LOTI egerose, 

The semples shown f rom the l e f t  to  the r ight  are netive vWF [Al, [Neul- 

ese-vWF (BI. [Neu-(3ell-ese-vWF [ C l  end [Neu-Oel-eFl-ese-vWF [Dl. The 

errow e t  the top indicates the interface between stecklng end running 

gel: merker bers denote the "tr iplet pattern" o f  the dif ferent puri f ied 

VWFs wi th  or without CHO. Note the increesed mobi l i ty proportionel 

t o  the emount a f  sugar removed. 
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Figure 2 

Aggregation curves obteined in normal ci trated [3.1%1 pletelet r ich plesme 

[PRPI wi th different vWF preperetions. Af ter  30 seconds of beseline in 

the aggregometer. 10-100 ug of  different CHO-vWF were edded to  250 

ul of  normal PRP [pletelet concentration 3 x 10~/rnll. lncreased light 

transmission wes eveluated unt il the second weve o f  aggregation ended 

or within 10 minutes i f  no aggregetion appeered. Concetretions o f  the 

dif  ferent CHO-VWFS were elso criticel: 2-20 ug/ml o f  [Neul-ese-vWF 

wes able to induce 85% of  meximel eggregetion (61 white 20-80 ug/ml 

of  [Neu-Gall-ese-vWF [Cl  produced 55% of  maximal eggregetion. There 

was no eggregetion in the presence of native control vWF [IO0 ug/mll 

[Al  or [Neu-Gel-eFI-ese-vWF. 



Co l NF SMC Ma EC Ma 

Figure 3 

Summery o f  the adhesion properties o f  the di f ferent CHO-vWF, expressed 

as percentage o f  surface coverage w i t h  d i f ferent  subendothelial metrices. 

The three di f ferent groups o f  histogrems represent the three matrices 

tested. From le f t  to  right: non-fibrillar collagen type 1 [Co 1 .NF]., human 

smooth muscle cel l  matr ices [SMC M a l  and human endothellal cel l  matrices 
1 

precoated w i th  monoclonal antibodies against vWF [EC Mal. In each 

histogram, di f ferent symbols are used to  di f ferent iate the CHO-vWF edded 

t o  the perfusate. From l e f t  to  right: normal plasma [empty square]. severe 

von Willebrand's dlseese plasma or  humen albumin solution [hatched lines), 

native control  vWF edded t o  the severe vWd plasma [vert ical  linesl [Neul- 

ase-vWF edded t o  severe vWd plasma [dotted bar1 and [Neu-Gall-ase-vWF 

edded t o  severe vWd [cross-hatched), Mean values - + standard deviation 



Figure 4 

SDS-gel electrophoresis in 1.4% LQT egarose [see legend to fig. 11. The 

sample shown f rom l e f t  to  r igh t  were obtained during cross experiments 

and are as follows: nat ive vWF MI/MI [Il. [Neu-Qell-ase-vWF LI/LI (21, 

[Neu-Gall-ase-vWF MI/LI  131. nat ive vWF LI/L 1 [41. [Neu-Oall-ese-vWF 

MI/MI [51. [Neu-Gall-ose-vWF LI/MI (61. 

Percents HMW mult imers were evaluated f rom this gel by densitometric 

scannlng end deta are reported in Table 1. 



B. RESULTATS COMPLEMENTAIRES 

1) L ien  avec l e s  r é s u l t a t s  an té r i eu rs  du l a b o r a t o i r e  

Dans 1  ' a r t i c l e  c i  -dessus, nous montrons que 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  

e s t  augmentée lorsque l e  vWF n a t i f  e s t  d é s i a l y l é [  (Neu-ase)] vWF ou d é s i a l y l é  

pu i  s p a r t i e l  1  ement dégal ac tosy l  é [ da eu-d al )ase l  VWF par  1  a  bêtagal ac tos i  dase 

de Streptococcus pneumoniae en présence d ' i n h i b i t e u r  de protéases. 

Comme nous 1  'avons d é j à  d i t  en début de ce chap i t re ,  d ' au t res  

t ravaux an té r i eu rs  f a i t s  au l a b o r a t o i r e  on t  montré que l e  (Neu-Ga1 )ase vWF 

obtenu après a c t i o n  d 'une bêtagal actosidase de Jack Bean ou dlAspergi 1  l u s  

N i  ger a v a i t  une f i  xa t  i on aux p l  aquettes dimi nuée en présence de r i  s t o c é t i  ne e t  

une f i  x a t i  on normale en présence de thrombine (Goudemand e t  a l  . , 1985). 

De façon à s a v o i r  s i  l e s  préparat ions qu i  i ndu i sen t  1  'augmentation 

de l ' adhés ion  p l a q u e t t a i r e  on t  l e s  mêmes p r o p r i é t é s  de f i x a t i o n  aux p laquet tes  

que c e l l e s  observées sur  des préparat ions antér ieures,  nous avons, après a v o i r  

radiomarqué l e s  d i f f é r e n t e s  préparat ions de vWF n a t i f  e t  modi f ié ,  e f f e c t u é  

simultanément ces expériences d '  adhésion p l  a q u e t t a i r e  e t  de f i x a t i o n  aux 

p l  aquettes. 

Les r é s u l t a t s  obtenus (Tableau 1 )  conf i rment  t o u t  d 'abord que 

l ' adhés ion  p l a q u e t t a i r e  e s t  augmentée avec l e  (Neu-ase) vWF e t  l e  (Neu-Ga1)ase 

vWF e t  que l ' a g r é g a t i o n  du (Neu-Ga1)ase vWF e s t  mod i f iée  v i s - à - v i s  du 

(Neu-ase)vWF (F ig . l 4 ) ,  comme nous venons de l e  montrer dans l ' a r t i c l e  p. 70. 

Il semble de p lus  que l a  f i x a t i o n  du (Neu-ase)vWF au c o l  lagène dans l e  système 

de pe r fus ion  s o i t  légèrement augmentée comme nous avons pu l e  v é r i f i e r  

u l té r ieurement  sur un p l u s  grand nombre d ' é c h a n t i l l o n  (134 % $: 33 con t re  

100 I 27 pour l e  vWF n a t i f ,  n  = 12, (p<0.05) a l o r s  que ce1 l e  du (Neu-Ga1 lase  

vWF e s t  1  égèrement d i  m i  nuée. 

D 'au t re  pa r t ,  l e s  r é s u l t a t s  de f i x a t i o n  des prépara t ions  de vWF aux 

p laquet tes  conf irment l e s  t ravaux an té r i eu rs  (Goudemand e t  a l . ,  1985) à savo i r  

que : 

- l a  f i x a t i o n  du (Neu-ase) vWF en présence de r i s t o c é t i n e  n ' e s t  pas modif iée, 

- l a  f i x a t i o n  du (Neu-ase) vWF en présence de thrombine e s t  augmentée, 

- 1  a  f i x a t i o n  du (Neu-Ga1 )ase vWF en présence de r i  s t o c é t i n e  es t  diminuée. 
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Néanmoins l a  d i m i n u t i o n  observée e s t  moins impor tan te  (47  % )  que c e l l e  t rouvée  

antér ieurement  (90  % ) .  

Par c o n t r e  nos r é s u l t a t s  ne concordent pas au s u j e t  de l a  f i x a t i o n  

du (Neu-Ga1 )ase vWF en présence de thrombine, puisque nous trouvons une 

augmentation de c e t t e  f i x a t i o n  a l o r s  que l e s  t r avaux  a n t é r i e u r s  ava ien t  montré 

une l égè re  d im inu t i on .  Le c o f a c t e u r  de l a  r i s t o c é t i n e  du Neu ase vWF n ' e s t  pas 

changé par  r a p p o r t  à c e l u i  du vWF n a t i f  a l o r s  q u ' i l  e s t  fo r tement  diminué pour 

l e  (Neu-Gallase vWF. 

2)  U t i l i s a t i o n  d 'une  B-aalactos idase d ' o r i a i n e  d i f f é r e n t e  

En complément des expér iences d 'adhésion p l  a q u e t t a i r e  f a i t e s  en 

u t i l i s a n t  l a  f3 -ga lac tos idase  de Streptococcus pneumoniae, nous avons vou lu  

f a i r e  des expér iences complémentaires avec d ' a u t r e s  enzymes e t  en p a r t i c u l i e r  

avec c e l l e  de B i f i d o b a c t e r i u m  b i f i d i u m  ( p u r i f i é e  par  S. Bouquelet  e t  u t i l i s é  à 

37.5 mu par  mg de vWF 3 h à 37°C). 

L' adhési on p l  a q u e t t a i  r e  obtenue en présence du ( Neu-Ga1 )ase vWF 

a i n s i  préparé e s t  supér ieure  à ce1 l e  du vWF n a t i f  mais diminuée par  r a p p o r t  à 

c e l l e  du Neu ase vWF (Tableau II). Aussi, l ' a g r é g a t i o n  de ce (Neu-Gallase vWF 

e s t  p l u s  for tement  modif i ée qu' avec 1 'enzyme de St reptococcus pneumoni ae. En 

e f f e t ,  on observe en p l u s  de 1 'augmentat ion du temps de l a t e n c e  (242 sec. 1, 
une p l u s  f o r t e  d i m i n u t i o n  de l ' i n t e n s i t é  qu i  se s i t u e  e n t r e  87 e t  11 % s u i v a n t  

l a  p r é p a r a t i o n  ( F i g .  14).  

Le pourcentage de ga lac tose  l i b é r é  à p a r t i r  du Neu ase vWF e s t  de 

43 % * 8.9 ( n  = 7 ) .  En ce  qu i  concerne l e s  mul t imères du vWF, on observe une 

d i m i n u t i o n  des HPM après a c t i o n  de l a  ga lactos idase,  puisque l e  pourcentage de 

HPM supér ieur  ou égal  à l a  bande 5 passe de 58.9 à 38.2 (F ig .15) .  Ce t t e  

d i m i n u t i o n  des HPM e s t  v é r i f i é e  à chaque hydro lyse,  ce  qu i  n ' e s t  pas l e  cas 

l o r sque  1 'on u t i  1 i se 1 a B -ga l  actos idase de Streptococcus pneumoni ae avec 

l a q u e l l e  l e s  r é s u l t a t s  des mul t imères sont f o r t  v a r i a b l e s  comme nous pouvons 

l e  v o i r  sur  l e s  f i g u r e s  16 e t  17. De p lus,  i 1 ne semble pas que c e t t e  

d i f f é r e n c e  s o i t  due à l a  d i f f é r e n c e  du taux  de ga lac tose  l i b é r é  p u i s q u ' i  1 e s t  

de 46 % pour 1 ' expé r i  ence présentée sur1 a f i g u r e  15 e t  de 48 % pour ce1 1 e de 

l a  f i g u r e  17. 

3 )  U t i  1 i s a t i o n  d ' une  ga lac tose  oxydase 

L ' é tude  du r ô l e  du ga lac tose  du vWF e t  du (Neu-ase)vWF a é t é  



I I 
1 1 % adhés ion p I aquetta i re 

7 
1 1 

I 
I 

i vWF n a t i f  j 69.5 + 25 i 

1 %libération 
1 galactose I 

A : moyenne de 4 expériences différentes 
B : moyenne de 3 expériences différentes 
C : moyenne des 7 expériences différentes 

Tableau I I  : Adhésion des plaquettes au collagène 1 ,  I I I  non fibrillaire humain en présence de vWF natif ou modifié par des 
exogl ycos i dases (Y = 1 300 SEC" , t = 3 min) 
(Neu-ase : V i br i o cho l erae, Ga l -ase : B i fi do bacter i un)) 



temps (min) 

Neu-ase vWF streptococcus P t = l h w  

., . 
B i f i d o  bacter ium 

t = l h  

F igure  14 : COURBES D '  AGREGATION PLAQUETTAIRE I N D U I T E  PAR DIFFERENTES PREPARATIONS DE vWF MODIFIE. 

10 microgrammes de chaque prépara t ion  sont a joutés à 0.35 m l  de plasma r i c h e  en p laquet tes.  



vWF n a t i f  

vWF V. cho le rae  

% HPM n), 5 

60.2 % 

HPM n )/ 

58.9 % 

, a  

." % ga l  

l i b é r é  : 54 % i 

F i g u r e  15 : ENREGISTREMENT DENSITOMETRIQUE DES MULTIMERES DU vWF 

ANALYSES EN ELECTROPHORESE 2.5 % D'AGAROSE EN PRESENCE 

DE SDS. 
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Neu-ase vWF 

V .  cho le rae  

( Neu-Ga1 ) ase vWF 

S t  - pneumoniae 

% HPPl n), 5 

65.5 % 

% HPM n )/ 5 

59.7 % 

% g a l  

1 i b é r é  : 46 % 

F i g u r e  16 : ENREGISTREMENT DENSITOMETRIQUE DES MULTIMERES DU vWF 

ANALYSES EN ELECTROPHORESE 2 .5  % D'AGAROSE EN PRESENCE 

DE SDS. 



Neu-ase vWF 

V.  cho le rae  

3 

( Neu-Ga1 ) ase vWF 
i: 

St-pneumoni ae 1: 

i: 

i d  

t: 
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% HPM n)/ 5 

64.5 % 

% HPM n)/  5 

29.7 % 

% g a l  

l i b é r é  : 48 % 

F i g u r e  17 : ENREGISTREMENT DENSITOMETRIQUE DES HULTIMERES DU VWF 

ANALYSES EN ELECTROPHORESE 2.5 % D'AGAROSE EN PRESENCE 

DE SDS. 



p o u r s u i v i  en u t i l i s a n t  l a  ga lac tose  oxydase de Dac ty l ium dendroides. En e f f e t ,  

c e t t e  enzyme e s t  i n t é r r e s s a n t e  p u i  squ' i 1 e s t  théor iquement poss ib l e  de r é d u i r e  

u l t é r i eu remen t  l e s  r é s i d u s  de ga lactose q u i  on t  é t é  oxydés, e t  a i n s i ,  

d ' é t u d i e r  l a  r é v e r s i b i l i t é  de l a  m o d i f i c a t i o n  du ga lactose.  Des t r avaux  au 

l a b o r a t o i r e  sur  c e t t e  enzyme o n t  montré q u ' i l  é t a i t  p o s s i b l e  d 'oxyder  27 % du 

ga lac tose  du vWF n a t i f  e t  75  % à p a r t i r  du (Neu-ase) vWF ( r é s u l t a t s  obtenus 

par  dosage du ga lac tose  oxydé en chromatographie de phase gazeuse). La 

r é d u c t i o n  avec 10 mM de BH K ne r é d u i t  que 75 % du ga lac tose  oxydé. Pour 

c e t t e  r a i son ,  nous avons vou lu  augmenter l a  c o n c e n t r a t i o n  de BH K (100 mM) 

ce qu i  a  provoqué une déna tu ra t i on  du vWF v i s u a l i s é  par l a  p e r t e  de l a  

s t r u c t u r e  mu l t imér ique  en é lect rophorèse.  I l  nous f aud ra  donc r é é t u d i e r  l e s  

c o n d i t i o n s  de r é d u c t i o n  du ga lac tose  oxydé pour t i r e r  l e  maximum de 

renseignements de l ' u t i l i s a t i o n  de l a  ga lac tose  oxydase. 

Cependant, ces expér iences nous on t  t o u t  de même montré que l ' o x y d a t i o n  du 

ga lac tose  du vWF n a t i f  n ' i n d u i t  qu'une t r è s  f a i b l e  d i m i n u t i o n  de 1  'adhésion 

p l a q u e t t a i r e  au c o l  lagène a l o r s  que l e  co fac teu r  de l a  r i s t o c é t i n e  e s t  diminué 

de 61 % (Tableau I I I ) .  

De même, nous avons é t u d i é  1  ' i n f  1 uence de 1  a  ga lac tose  oxydase sur  

l'AS-vWF (Tableau I I I ) .  

L '  adhésion p l  a q u e t t a i r e  e s t  diminuée v i  s -à-v i  s  de ce1 1  e  obtenue avec 

(Neu-ase) vWF ( p e r t e  de 28 % e n v i r o n )  e t  r e s t e  légèrement supér ieure  au témoin 

vWF n a t i f .  L 'ana lyse  mu l t imé r i que  de c e t  AS-vWF oxydé ( F i g .  18) met en évidence 

une p e r t e  des HPM du vWF (53.6 % de HPM pour (Neu-ase) vWF c o n t r e  28.1 % de 

HPM pour (Neu-ase) vWF oxydé) semblable à ce1 l e  obtenue en présence de l a  

ga lac tos idase  de B i f i dobac te r i um.  Cependant, l o r s  des quelques expér iences que 

nous avons f a i t e s ,  nous n 'avons pas eu assez de (Neu-ase) vWF oxydé pour 

é t u d i e r  l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  e t  l e  co fac teu r  de l a  r i s t o c é t i n e .  

Nous observons également que l e  pourcentage d ' a g r é g a t i o n  i n d u i t  par 

(Neu-ase)vWF oxydé (65 % )  e s t  diminué v i s - à - v i s  du (Neu-ase) vWF (100 % )  ( F i g .  

14). Cependant l e s  temps de l a t e n c e  appara issent  peu d i f f é r e n t s .  



1 1 vWF 1 ( Neu-ase )vWF 
Térno i n 

I 
I I I 

I 
-- I 

I I -- -7 1 I 
i i i norrna I i oxydé i normù I I oxydé I 
1 I 1 I 1 I I 
1 - -1 1 N=2 1 N=2 ( n=6 IF=-( 

--- 

1 % Adhésion 1 100 1 65 + 13 1 56 $I 1 1 156 +: 22 1 113 r 7.7 
1 plaquettaire " 1 

I 
I I I I 1 

I I I 1 I 1 
1 N=2 

I 
1 7 -  I I 

1 Cofacteur U/m9 1 nd 1 36 I 8 1 13 5 3 1 1 1 
I 

nd 
1 

nd 
I 

Tableau I I I  : Adhésion des plaquettes au collagène 1 I I I  non fibrillaire, et cofacteur de la ristocétine induit par le vWF et le 
( Neu-ase) vWF, normaux ou oxydés par une ga 1 actose oxydase (Dact y l i um dendro i des) 

Y = 1 300 sec - 1 
tps = 3 min 

N : nombre d'expériences différentes 
n : nombre d'échantillons testés 

* : page 53 
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DISCUSSION 

Vu l a  d im inu t i on  de r é a c t i v i t é  du (Neu-Gall-ase vWF observée 

v i s - à - v i s  de 1  a  p laque t te  en présence de r i s t o c é t i n e ,  on pouva i t  s ' a t t end re  à 

une d im inu t i on  de 1  ' adhési on p l  aquet ta i  r e  avec l e  (Neu-Ga1 ) -ase vWF, puisque 

d ' a u t r e s  équipes ont  montré que ces p rop r ié tés  é t a i e n t  t ou tes  deux inhibées 

par des an t i co rps  monoclonaux i n h i b i t e u r s  de 1  'agrégat ion des p laquet tes  en 

présence de r i s t o c é t i n e .  

A ins i  , après a v o i r  montré par de nombreuses expériences que 1  ' adhésion 

p l  aque t ta i re  é t a i t  augmentée avec 1  e  ( Neu-Ga1 ) -ase vWF, i 1 sembl a i t  

i ndi  spensabl e  de v é r i f i e r  avec 1  es préparat ions mêmes qu i  i ndui sent  une 

augmentation de 1  'adhésion p l  aquet ta i re ,  que 1  a  f i x a t i o n  aux p laquet tes  en 

présence de r i s t o c é t i n e  é t a i t  diminuée. 

Nous avons donc radiomarqué ces préparat ions de vWF n a t i f  e t  

m o d i f i é  par  des exoglycosidases, p u i s  nous avons simultanément é t u d i é  - l a  

f i x a t i o n  de ces prépara t ions  aux p laquet tes  en présence de r i  s tocé t i ne  e t  de 

thrombine, - 1  ' adhési on des p laquet tes  au c o l  1  agène, - 1 a  f i x a t i o n  du vWF au 

col lagène dans l e  système de per fus ion ,  a i n s i  que - l e  co fac teur  de l a  

r i  s tocét ine .  

Par c e t t e  expérience, nous avons conf i rmé que l a  même prépara t ion  

de ( Neu-Ga1 ) -ase vWF i ndui s a i t  b ien  une augmentati on de 1  ' adhésion 

p l  aquet ta i  r e  mai s  p e r d a i t  ses capac i té  de f i x a t i o n  aux p l  aquettes en présence 

de r i s t o c é t i n e .  Cependant, c e t t e  d im inu t i on  de l ' o r d r e  de 50 % es t  i n f é r i e u r e  

à c e l l e  t rouvée l o r s  de t ravaux antér ieurs .  D 'au t re  pa r t ,  l e  co fac teur  de l a  

r i  s tocé t i ne  appara i t  1  u i  aussi for tement  diminué. Aussi, i 1 appara i t  qu'avec 

deux systèmes d'études f a i  sant apparemment i nterven i  r l e s  mêmes domaines du 

vWF, on puisse o b t e n i r  des r é s u l t a t s  c o n t r a d i c t o i r e s ,  e t  on peut se demander 

que l l es  se ra ien t  l e s  conséquences de ces mod i f i ca t i ons  enzymatiques " i n  v ivo" .  

L ' e x p l i c a t i o n  de ces r é s u l t a t s  r é s i d e  certainement dans l e  f a i t  

que, même s i  1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  e t  l a  f i x a t i o n  du vWF en présence de 

r i s t o c é t i n e  f o n t  i n t e r v e n i r  l e  même s i t e  f onc t i onne l ,  c e t t e  i n t e r a c t i o n  ne se 

f a i t  pas dans l e s  mêmes cond i t ions .  En e f f e t ,  l a  f i x a t i o n  du vWF aux 

p laquet tes  en présence de r i s t o c é t i n e  se f a i t  certainement par  un e f f e t  de 

charge qui e s t  p lus  ou moins important  su ivant  l a  conformation de l a  

molécule ; par  contre,  1  'adhésion p l  a q u e t t a i r e  e s t  un phénomène p lus complexe 

qu i  f a i t  i n t e r v e n i r  l e  s i t e  de f i x a t i o n  du vWF aux c o n s t i t u a n t s  du 



sous-endothél ium a i n s i  q u ' à  l a  GpIby mais aussi  au complexe GpI Ib  I I I a  

p l  a q u e t t a i r e .  

Il fa1 l a i t  auss i  v é r i f i e r  que c e t t e  augmentation de 1 'adhésion 

p l  a q u e t t a i r e  n ' é t a i t  pas due à une f o r t e  augmentation de 1 a première étape de 

f i x a t i o n  du vWF au co l lagène.  Pour ce la ,  nous avons également montré que l a  

quan t i  t é  de ( Neu-Ga1 )ase vWF f i x é e  sur  l e  c o l  1 agène n ' é t a i t  pas augmentée par 

r a p p o r t  au vWF n a t i f .  L 'augmentat ion de 1 'adhésion p l  a q u e t t a i r e  semble donc 

ê t r e  due à une p l  us f o r t e  i n t e r a c t i o n  p l  aque t te -p l  aquet te ,  sous 1 a dépendance 

du vWF e t  du G p I I b / I I I a  p l a q u e t t a i r e .  Ce t t e  hypothèse s e r a i t  en c o r r é l a t i o n  

avec 1 'augmentat ion de l a  f i x a t i o n  du (Neu-Gall-ase vWF aux p l a q u e t t e s  en 

présence de thrombine, b i e n  que c e t t e  augmentation n ' a i e  pas é t é  t rouvée  dans 

nos expér iences an té r i eu res .  

De c e t t e  expér ience,  nous pouvons également conc lu re  que l e  c o f a c t e u r  de l a  

r i s t o c é t i n e  e t  l a  f i x a t i o n  du vWF aux p laque t t es  en présence de r i s t o c é t i n e  ne 

sont  pas en c o r r é l a t i o n  avec l ' a d h é s i o n  des p l aque t t es  au sous-endothélium. 

D 'au t res  expér iences u t i l i s a n t  l a  6 -ga lac tos idase  de B i f i d o  

b a c t e r i  um o n t  permis de con f i rme r  1 ' augmentation de 1 ' adhési on p l  a q u e t t a i r e  ~ 
l avec l e  (Neu-Ga1 )-ase vWF. 
I 

Ce t te  adhésion e s t  augmentée v i s - à - v i s  du vWF n a t i f  mais diminuée v i s - à - v i s  du 

Neu ase vWF. Il y a donc quelques d i f f é r e n c e s  e n t r e  l e s  p r o d u i t s  obtenus par 1 

l 'enzyme de B i f i d o  bac te r ium e t  ceux obtenus par  l 'enzyme de St reptococcus 1 
Pneumoniae. Ce t t e  d i f f é r e n c e  n ' e s t  pas due au t aux  de ga lac tose  l i b é r é  puisque 

ces deux enzymes 1 i bèren t  des t a u x  de ga l  ac tose  vo i  s i  ns. Mal heureusement, l e s  l 
dosages des sucres r é s i d u e l  s en chromatographie de phase gazeuse (CPG) f a i t s  I 

s u r  ces p répa ra t i ons ,  n ' o n t  pas abou t i  à des r é s u l t a t s  i n t e r p r é t a b l e s  puisque 

nous avons t r o u v é  une d i m i n u t i o n  de c e r t a i n s  sucres comme l a  galactosamine e t  1 
l a  glucosamine q u i  ne sont  pas sens ib l es  aux enzymes u t i  1 i s é s .  B ien qu'une 

con tamina t ion  de 1 a f3 -ga l  a c t o s i  dase par  d ' au t res  enzymes ne pu isse  ê t r e  

écar tée,  nous pensons néanmoins que ces r é s u l t a t s  sont  dus à des e r r e u r s  de 1 
dosage puisque, dans c e r t a i n s  cas, nous avons r e t r o u v é  c e t t e  f o r t e  d i m i n u t i o n  

l 

des galactosamines e t  des glucosamines su r  l e  vWF n a t i f  e t  su r  l e  (Neu-ase) 

vWF, c e c i  pouvant s ' e x p l  i quer par  une mauvaise N-réacéty l  a t i  on 1 o r s  du dosage 
l 

en CPG. De p lus ,  des expér iences f a i t e s  en présence ou non d ' i n h i b i t e u r s  ( 2  

acetami do 2 deoxy-D-gal ac tono l  actone)  de 1 a ga l  actosami n i  dase e t  de 1 a , 

g lucosaminidase o n t  donnés des r é s u l t a t s  i den t i ques .  l 

L ' é t ude  p a r a l l è l e  des mul t imères de ces p répa ra t i ons  montre que l a  

p e r t e  r e l a t i v e  des HPM du ( Neu-Ga1 )-ase vWF (37  % pa r  r a p p o r t  au vWF n a t i f  
1 

~ 



n ' i n d u i t  pas une d im inu t i on  de l ' adhés ion  p l a q u e t t a i r e  v i s  à v i s  du vWF n a t i f .  

On peut donc d i r e  que 1  ' adhési on p l  aquet ta i  r e  ne dépend pas uniquement de 1 a  

présence des HPM du vWF. Ces r é s u l t a t s  sont en accord avec c e r t a i n s  t ravaux 

montrant que l ' adhés ion  p l a q u e t t a i r e  e s t  indépendante de l a  s t r u c t u r e  

mul t imér ique du vWF (Sixma e t  a l . ,  1984a). 

D 'au t re  p a r t ,  l e s  r é s u l t a t s  obtenus avec l a  galactose oxydase sur 

l e  vWF n a t i f  montrent que l ' o x y d a t i o n  du galactose ne m o d i f i e  pas l e s  

capaci tés du vWF à i n d u i r e  1  'adhésion p l  aque t ta i re .  Aussi, nous confirmons que 

l ' a c t i v i t é  cofacteur  du vWF n ' e s t  pas c o r r é l é e  avec sa capac i té  à i n d u i r e  

1  'adhésion des p laquet tes  au c o l  1  agène. 

De même, l e  (Neu-ase) vWF oxydé i n d u i t  une adhésion p l a q u e t t a i r e  q u i  es t  

i n te rméd ia i re  e n t r e  l e  vWF n a t i f  e t  l e  (Neu-ase) vWF montrant que 1 'oxydat ion  

du galactose n ' a f f e c t e  pas l a  capac i té  du vWF à i n d u i r e  1  'adhésion 

p l  aquet ta i re .  L 'é tude des mu1 t imères du (Neu-ase) vWF oxydé montre une 

d im inu t i on  des HPM du vWF ( p e r t e  de 54 % par rappor t  (Neu-ase) V IF )  ( F i  g. 18) 

e t  une agrégat ion du PRP diminuée. 

Nous voyons a i n s i  que 1  ' e f f e t  d 'une galactose oxydase ( F i  g. 18) 

comme, dans c e r t a i n s  cas, 1  ' e f f e t  d 'une 8 -gal actosidase (F ig .  17) peut i n d u i r e  

une d im inu t i on  des HPM du vWF sans diminuer l a  capac i té  du vWF à i n d u i r e  

1  ' adhésion. Ces expér i  ences avec 1  a  gal  actose oxydase conf i rment  donc en 

p a r t i e  l e s  r é s u l t a t s  des expériences obtenue avec l e s  gal  actosidases. Il 

a u r a i t  été, cependant, i n té ressan t  de pouvoi r  q u a n t i f i e r  à chaque expérience 

l e  taux  de galactose oxydé de façon à c o r r é l e r  d i rectement  ces r é s u l t a t s  avec 

ceux du galactose hydro lysé.  

L'ensemble de ces expériences complémentaires conf i rment  que l ' h y d r o l y s e  de 40 

à 45 % du galactose du vWF ne per tu rbe pas l e s  p r o p r i é t é s  du vWF dans 

l ' adhés ion  p l a q u e t t a i r e  b ien  q u ' e l l e  i n d u i s e  un changement de l a  s t r u c t u r e  

mul t imér ique du vWF. Ces r é s u l t a t s  sont à rapprocher avec des r é s u l t a t s  de 

1  ' hydro lyse du galactose du vWF par 1  a  B -gal  actosidase de Streptococcus 

pneumoniae qu i  montrent que pour un taux  v o i s i n  de galactose l i b é r é ,  i 1 y  a  

s o i t  maint ien,  s o i t  d im inu t i on  des HPM du vWF, ce qu i  tend à montrer que c e t t e  

p e r t e  de HPM n ' e s t  qu'une conséquence i n d i r e c t e  de l ' h y d r o l y s e  du galactose. 

D 'au t re  p a r t ,  Feder i c i  e t  a l .  (1984) on t  montré que 1  ' a c t i o n  de 

l 'endo-F ne p e r t u r b a i t  pas l a  s t r u c t u r e  mul t imér ique du vWF a l o r s  que l a  

presque t o t a l i t é  de l a  s t r u c t u r e  des N-glycannes e s t  hydrolysée. Cependant des 

expériences s imi  1  a i r e s  f a i t e s  au l a b o r a t o i r e  on t  montré que 1  ' a c t i o n  de 



1 'endo-F sur l e  vWF l e  r e n d a i t  i nso lub le ,  ce qu i  peut se comprendre vu l e s  

p r o p r i é t é  hydrophi 1  es des glycannes. 

Nos r é s u l t a t s  sont apparemment en c o n t r a d i c t i o n  avec ceux de 

Lawrence e t  Gra ln ick  (1987) qu i  on t  récemment montré que l e  Neu ase vWF e t  l e  

(Neu-gal )ase vWF i n d u i s a i e n t  une d iminut ion  de 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  au 

sous-endothelium en i n h i b a n t  l a  f i x a t i o n  du vWF sur l a  p laquet te.  Cet te 

expér i  ence n ' e s t  t o u t  de même pas comparable à 1  a  nô t re  pu i  sque 1  ' adhésion 

p l  aquet ta i  r e  e s t  é tud iée  au sous-endothél i um, à des v i t esses  de c i  sa i  11 ement 
- 1  (2600 sec ) e t  pendant des temps ( 5  minutes) supér ieurs aux nôtres e t  de 

p lus,  l e s  prépara t ions  mod i f iées  sont ajoutées à du p l  asma normal e t  non à du 

plasma sans vWF. 

Aussi, i 1 e s t  poss ib le  que 1  'augmentation de 1  'adhésion p l  a q u e t t a i r e  que nous 

observons s o i t  due à une f i x a t i o n  rap ide  de ces prépara t ions  au col lagène, 

a i n s i  qu 'à  une f o r t e  cro issance des thrombi p l a q u e t t a i r e  mise en évidence par 

des temps de pe r fus ion  c o u r t s  ( 3  minutes).  Pour des temps p l u s  longs e t  sous 

c e r t a i n e s  cond i t i ons  de f l u x ,  i 1 se peut qu'une p a r t i e  des gros agrégats 

formés se décrochent du sous-endothélium e t  i ndu i sen t  une apparente d im inu t i on  

de 1  ' adhésion p l  aquet ta i re .  Il s e r a i t  donc nécessaire d ' é t u d i e r  1 a  f i x a t i o n  

des p laquet tes  au cours du temps e t  également de f a i r e  une étude 

morphométrique des p laquet tes  f i xées .  

Actuel 1  ement , nos expér i  ences ne nous permettent pas de conc 1  u re  

sur  l e  r ô l e  b io log ique  exac t  du gal  actose. Il semble cependant qu' i 1 s o i t  ,au 

moins indi rectement  ,impl i q u é  dans l a  mu1 t i m é r i  s a t i o n  du vWF e t  également dans 

l e  main t ien  du co fac teur  de l a  r i s t o c é t i n e .  Le galactose p o u r r a i t  par exemple 

a v o i r  un r ô l e  de p r o t e c t i o n  du vWF comme l ' o n t  montré c e r t a i n s  auteurs 

(Feder i c i  e t  Berkowitz,  1987). Par contre,  l 'ensemble de nos r é s u l t a t s  sont  en 

accord pour d i r e  que l e  galactose e t  1 'ac ide  s i a l  i que  ne sont  pas 

i n d i  spensables aux p r o p r i é t é s  du vWF dans 1  ' adhésion des p l  aquettes au 

collagëne,dans l e  système de per fus ion.  

II - EFFET INHIBITEUR DE DIFFERENTS ANTICORPS MONOCLONAUX, DIRIGES CONTRE LE 

vWF, SUR L'ADHESION PLAQUETTAIRE 

Sur l 'ensemble des an t i co rps  monoclonaux d i r i g é s  c o n t r e  l e  vWF, 

décr i tsdans l a  l i t t é r a t u r e ,  4 an t i co rps  i n h i b e n t  à au moins 80 % 1  'adhésion 

p l  a q u e t t a i r e  au sous-endothél ium (Goodall e t  Meyer, 1985), ce qu i  montre 

qu ' i 1 e x i  s t e  des s i  t es  b i e n  spéc i f iques  responsables du mécani sme 

d'adhésion. On comprend a l o r s  qu'une étude approfondie de ces an t i co rps  



monoclonaux permettent une m e i l l e u r e  compréhension du r ô l e  du vWF 

dans1 ' adhésion p laque t ta i re .  

Nous avons, dans un premier temps, c a r a c t é r i s é  un an t i co rps  

monoclonal d i r i g é  c o n t r e  l e  vWF provenant de 1  'équipe de J.P. A l l a i n  

(C.N.T.S. P a r i s ) .  Nous avons t r o u v é  c e t  an t i co rps  i n h i b i t e u r  de l ' adhés ion  

p l  a q u e t t a i r e  au co l  1  agène e t  au sous-endothél ium. Les d i f f é r e n t s  t ravaux 

p o r t a n t  sur c e t  an t i co rps  ont  é t é  pub l iés  par Thrombosis and Haemostasis. 

Dans 1  a  deuxième p a r t i e  de n o t r e  t r a v a i  1  , nous avons recherché 

systématiquement parmi 1  es a n t i c o r p s  p rodu i t s  au 1  abora to i  r e  des an t i co rps  

monoclonaux (H. B r o l y )  du C.R.T.S. de L i l l e ,  ceux qui  é t a i e n t  i n h i b i t e u r s  de 

1  ' adhésion p l  aquet ta i  r e .  Deux an t i co rps  se sont révé lés  ê t r e  i n h i b i t e u r s  de 

l ' adhés ion  des p laquet tes  au col lagène.  

A.  PUBLICATION ( c f t .  p. 105 à 109) 

L 'étude de 1  ' a n t i c o r p s  211 A6 obtenu par J.P. A l l a i n  e t  H. Lee 

(C.N.T.S., P a r i s )  après une immunisation avec du F V I I I  p u r i f i é  a  montré 

q u ' i l  e s t  en f a i t  spéc i f i que  du vWF contaminant encore l a  p répara t ion  

immunisante. Les i n v e s t i g a t i o n s  u l t é r i e u r e s  on t  montré, en outre,  que c e t  

an t i co rps  é t a i t  i n h i b i t e u r  : 

- de l a  f i x a t i o n  du vWF aux p laquet tes  en présence de 

r i  s t o c é t i  ne 

- de l ' a g g l u t i n a t i o n  des p laquet tes en présence de r i s t o c é t i n e  

- de 1  'adhésion des p laquet tes  au c o l  lagène e t  au 

sous-endothélium 

L ' e f f e t  i n h i b i t e u r  de 1  'adhésion des p laquet tes  a  é t é  é tud ié  à 

des v i t esses  de c i s a i l l e m e n t  re la t i vement  élevées (800 e t  1  300 sec -' ) 
puisqu'  i 1  e s t  d i t  dans 1 a  l i t t é r a t u r e  que l e  vWF i n t e r v i e n t  dans 1  'adhésion 

p l  a q u e t t a i r e  essen t i e l  lement à haute v i t esse  de c i  sa i  1  lement. Par con t re  c e t  

an t i co rps  n ' a  pas é t é  t rouvé  i n h i b i t e u r  de l a  f i x a t i o n  du vWF aux f i b r e s  de 

c o l  1  agène . 

B. RESULTATS COMPLEMENTAIRES 

Des t ravaux complémentaires à c e t t e  étude nous ont  semblé 

nécessaires. En e f f e t ,  au vu du f o r t  e f f e t  i n h i b i t e u r  de c e t  an t i co rps  sur  

1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  à haute v i t esse  de c i s a i l l e m e n t ,  i 1  nous a  paru 
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We studied a murine monoclonal antibody (211 A6) to von 
rillebrand factor (vWF) with a view to investigating structure- 
:lationship of plasma vWF. The specificity of this antibody has 
:en substantiated by ELISA tests and indirect immunofluores- 
:nce. It reacts with purified vWF. normal plasma but not with 
asma or platelets from a severe von Willebrand's disease 
tient. Monoclonal antibody 211 A6 is a potent inhibitor of 

stocetin-induced platelet aggregation. The 1 2 5 ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  bind- 
g to platelets in presence of ristocetin is totally inhibited by low 
11 A6 concentrations. Thrombin-induced binding of vWF to 
atelets is no; affected by 21 1 A6. The ability of this antibody to 
hibit platelet adhesion to subendothelium and to collagen was 
vestigated with a perfusion mode]. 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 (FVIIIIvWF) with proco- 
gulant factor VIII. vWF is synthesised by vascular endotheiial 
41s (1) and megakaryocytes and is found in blood platelets (2,3). 
NF is composed of a series of disulfide-linked subunits or 
ultimers with estimated molecular weights from 1 to 12 x 106 
iltons (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. 
vWF is a polyfunctional molecule essential for the formation of 

:mostatic plug. It is required for platelet adhesion to suben- 
~thelium and to collagen at high wall shear rates (11, 12). 
iological activity of vWF is measured in vitro by its ability to 
,ornote 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 glycoprotein complex IIbIIIIa (GPIIbIIIIa) 

it 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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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 rnolecular 
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 

Marerial 

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 MAb against a-human 
chorionic gonadotropin (a-hCG) used as control was a generous gift of 
Immunotech. Marseilles, France. 

Cellulose acetate electrophoresis was performed on ascitic fluids and 
IgG level was estimated on the basis of corresponding scan and protein 
assay. 

MAb 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 contâin 95O/0 
homogeneous IgG by gradient polyacrylamide gel electrophoresis. 

Protein concentration was estimated by Lowry assay. 

B. Isolation of FVIIIIvWF 

Human FVIIIlvWF was purified from therapeutic cryoprecipitates 
(Centre Régional de Transfusion Sanguine, Lille. France) as described by 
Mazurier et al. (28) with some minor modifications. The cryoprecipitates 
from which most of fibrinogen was removed by precipitation with glycine 
12% (wlv), were applied to Sepharose CL-4B column (75 x 2.6 cm) 
equilibrated uith 0.15 M NaCI, 0.02 M E-aminocaproic acid. 0.05 M 
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. 

Merhods 

A. Characterisation of Monoclonal Antibody 

1. ELISA Tesrs 

a) For determining monoclonal antibody specificity. wells in micro- 
plates (Nunc Immunoplates 1, Denmark) were coated with 100 pl 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 O. 15 M NaCl. 
0.1 M phosphate buffer pH 7.4 containing 0.05% Tween ?O. 100 pl of 



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 containin; 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 (18) diluted in PBS-BSA 3% were added to each well and 
incubated for 1 h at 37" C. After washing. 100 pl of O-phenylene diamine 
dihydrochloride (0.4 mglml in 0.02 M citrate-phosphate buffer, pH 5.0) 
were added and reaction was stopped after 3 min with 100 pl 1 b1 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 FVIIIIvWF or control proteins 
(purified human fibronrctin. fibrinogen, IgG and albumin). 

b) Antibody titre was determined by an ELISA test using microplates 
coated with 100 pl of purified FVIIIIvWF diluted at 10 pglml in 0.02 h.1 
sodium phosphate buffer pH 7.2. Serial dilutions of ascitic fluids (in PBS- 
BSA 39'0) were added and incubated for 1 h at 37' C o r  overnight at il0 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 eontrol ascitic fluid. 

Ascitic tluids 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 iu~onoclonal Antibody 

Inhibition of factor VI11 coagulant activity was assessed using a one- 
stage assay (30). 

Plareler Aggregarion 

Inhibition of platelet aggregation induced by ristocetin (1.2 mg/ml 
final). thrombin (0.25 Ulm1 final). ADP (2.1 piWml final) or human 
fibrillar collagen (75 pglml final) was determined in platelet rich plasma 
(PRP). Aggregation was initiated by adding 100 pl of agonist to 300 pl of 
PRP pre-incubated at 37" C for 10 min in an aggregation cuvette with 
10 pl of ascitic fluids dilutions. Aggregation was carried out at 37" C at 
1000 rpm for 5 min. 

Biriding of FVIIllv WF ro Collagen 

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

kleasurement of the inhibition of FVIIIIvWF binding to collagen by 
XlAbs was performed according to Sixma et al. (31) with minor 
modifications. Two hundred and fifty pl of platelet-poor plasma from a 
pool of 20 donors were first incubated with 6 pl of ascitic fluid or 6 pl of 
0.02 hl sodium phosphate buffer. pH 7.4. for i h at 37' C. Fifty pl 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 5 min at 11000 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). 

Platelets were washed as described previously by-Patscheke (33) and 
used at a concentration o f 8  x 105/p1. In a first step. 0.65 pg of FVIIIlvWF 
radiolabelled with "'Iodine as previously described (34) was mixed in 
equal volumes of either various dilutions of purified monoclonal antibody 
or but'fer and incubated for 30 min. at 37" C. In a second step. "SI-FVIIY 
vWF binding assay was performed as described by Goudemand et al. (34). 

Plureler Adhesion 

In order to studv blood platelet adhesion to subendothelium, perfu- 
sions were carried out at 37' C under steady flow (35) in an annular 

plasma dilution 

Fig. 1 Specificity ELISA test for ascitic tluid 211 A6. - Normal 
plasma. A - haemophilia A plasma, O - severe vWD plasma 

perfusion chamber according to Baumgartner (36). subendothelium was 
obtained from human umbilical arteries and exposed to pertüsates made 
up from washed "'In-labelled platelets (37). 10% red cells and normal 
plasma from blood anticoagulated with 1 : 10 vol. 110 mM trisodium 
citrate. Before perfusion, reconstituted blood (16 ml) was incubated for 
20 min at 37" C with 10 pUml of various dilutions of ascitic fluids. In some 
cases reconstituted blood was made with vWF-deficient plasma (vWF 
antigen <0.01 Ulml) 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 1 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/cm2. 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 ascitelml reconstituted blood). 

The number of deposited platelets per cm2 of subendothelium or glass 
coverslips was determined after 5 min perfusion runs. 

Fig. 2 Inhibition of ristocetin-induced platelet aggregation by ascitic 
fluid 21 1 A6. Ascitic tluid 21 1 A6 is diluted in phosphate saline buffer to 
obtain 0.5. 1, 5 pg IgGIml final. Control ascite anti a-hCG is used at the 
same concentrations 



Fig. 3 Effect of anti-vWF monoclonal antibody 211 A6 on the ristocetin 
(-O-) and thrombin (-O-) induced binding of FVIIIJvWF to platelets, 
each point represents the mean of 3 experiments 

Results 

Characterisation 

MAb 211 A6 is of IgG 1 subciass as determined by double 
diffusion analysis and protein A-Sepharose chromatography. It 
reacts with normal plasma, plasma frorn 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 10'. 

MAb 211 A6 (6 mg IgGIml) does not inhibit plasma FVIII 
procoagulant activity. Imrnunodiffusion studies showed that 
211 A6 does not precipitate with purified or plasma VW 

Effect on Platelet Aggregation 

l 

W 40 80 1 6 0  320 
ascitic tluid dilution 

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 FVIIIIvWF Binding to Platelets 

The effect of 211 A6 on FVIIUvWF 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 107 platelets. Inhibition of 
ristocetin-mediated binding of l Z S I - F V I I U ~ ~ ~  to washed platelets 
by purified MAb 211 A6 was dose-dependent (Fig. 3). The 
addition of 250 ng IgG (0.5 pglml final) induced a complete 
inhibition of FVIIYvWF 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 pg IgGIml final inhibited by only 17% the thrombin-induced 
binding of '"1-FVIIUVWF observed in the absence of any 
monoclonal antibody. 

Incubation of ascitic fluid 211 A6 with normal PRP produced a 
dose-dependent inhibition of ristocetin-induced platelet aggrega- Effect on vWF Binding Collagen 
tion (Fig. 2). Ristocetin-induced platelet aggregation was almost 
completely inhibited by 1 pg 1 ~ ~ 1 m l  P R ~ - O ~  the other hand, The effect of 211 A6 on plasma vWF binding to collagen was 
aggregations induced by either thrombin, ADP or  collagen were studied using various concentrations (O to 300 pglrnl plasma) of 
not at al1 affected by 211 A6, even at high concentrations (data human fibrillar collagen type III. The increase in collagen 

'"oi 1004 ---------------- normal plasma ------------------- . .......................................................... 

:::::$::::::::::::::::cd:;:;:j:i<:iF:j:;:j:;:j:;:;<:;:;;;< 
............................ ient plasma :::::::::::.:'::.::.:::y::::::::::::::::::::: ....................................... ............................................................................. .. :../..... ............................................................ .. 

- 

15 150 300 320 
collascm ( ugl ml plasma) ascitk tluid dilution 

Fig. 4 Effect of anti-vWF monoclonal antibody 211 A6 on vWF binding Fig. 6 Inhibition of platelet adhesion to human arterial subendothelium 
to human fibrillar collagen type III. - 211 A6 ascitic fluid, A - control by anti-vWF monoclonal antibody 211 A6. The values are the means of 
ascitic Fiuid, Ci - buffer 5 experiments 



ncentration induced a progressive increase in vWF binding to 
llagen to a maximum of 90%. Addition of 211 A6 (200 pg IgGl 

did not modify the vWF binding to collagen (Fig. 4). 

on Plareler Adherion 

The effects of 211 A6 on platelet adhesion to collagen and to 
terial subendothelium in a perfusion system are shown in Fig. 5 i d 6. To study the effect of 211 A6 on platelet adhesion to 
Hagen, 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 1 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 I 1.7 x 106 plat/ 
m' (mean I S D ,  13 experiments); this value represented 100% 
latelet adhesion. The value (18%) obtained with a twenty fold . 
ilution of ascitic fluid corresponding to about 3 pg IgGIml 
xonstituted blood was located in the range of the values 
1.03 I 0.5 x 106 plat/cm2; mean I S D ,  9 experiments) obtained 
,ith a perfusate containing vWF-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 I 1.13 x 106 plat/cm' (100% platelet adhesion) 
nd 5.00 +: 1.25 x 106 plat/cm2 in presence of vWF-deficient 
lasma. Previous incubation of perfusate with varying ascitic fluid 
ilutions (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 IgGIml 
~rfusate (Fig. 6). 

iscussion 

In the present study we describe a monoclonal antibody which 
nds to the part of purified FVIIUvWF alhich is present in normal 
id in haemophilia A plasmas but absent in vWD plasma i.e. 
WF. 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 nstocetin-induced platelet aggre- 

ition but has no effect on thrombin-induced platelet aggrega- 
ln. 
b) 211 A6 totally inhibits the binding of '"1-VWF to platelets in 

e presence of ristocetin but does not interfere with '"1-VWF 
nding to thrombin-stimulated platelets. Complete inhibition is 
jtained at an IgGIvWF molecular ratio of 1 :  1 and an assumed 
olecular weight of 500 kDa for vWF. 
These results are indicative of an inhibition of the vWF domain 

nding to platelet membrane G P  Ib and of the absence of 
action with the vWF domain binding to GP IIbIIIIa complex. 
c) 211 A6 abolishes platelet adhesion to arterial suben- 

)thehum 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 cunre 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 MAb 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 MAbs 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 descnbed by Meyer et al. (21) attenuated 
ristocetin-induced platelet aggrekation 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 - VI11 : RI1 which 
totally inhibited aggregation but only 50% of platelet adhesion. 
Nevertheless, MAbs CLB-RAg 35 (20,22,31) and RFF-VIII: RI2 
(40) inhibit adhesion to subendothelium and ristocetin-mediated 
platelet aggregation to the same extent. CLB-RAg 35, like MAb 
211 A6, completely blocks ristocetin-induced platelet aggregation 
(with a final IgG concentration of 1.3 pglml). inhibits the binding 
of FVIIVvWF to platelets in the presence of ristocetin. and 
inhibits platelet adhesion to subendothelium at high shear rates 
(20, 22). 

The proteolytic fragmentation of vWF was conducted to 
localise epitopes of some MAbs on the subunit of vWF. 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-8grotease 
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 
vWF subunit. Furthermore the collagen binding site of vWF was 
localised with MAb B 203 (44) on Sp III fragment but on a 
substmcture different from those responsible for interaction with 
platelet receptor G P  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 NH2-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. 

The authors would like to thank Dr. J .  P. Allain and H. Lee for their 
generous gift of ascitic fluid 211 A6 and Dr M F Taillefer for immuno- 
fluorescence studies. 
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i n té ressan t  d ' é t u d i e r  l ' e f f e t  de c e t  an t icorps  sur  l 'adhés ion  des p laquet tes  

à basse v i t esse  de c i  sa i  11 ement . 

1)  Effet i n h i b i t e u r  de l ' a n t i c o r p s  monoclonal 211 A6 à basse 

v i t esse  de c i  sa i  11 ement : 

Nos r é s u l t a t s  montrent que l ' a n t i c o r p s  211 A6 e s t  encore 

i n h i b i t e u r  de 1  ' adhésion des p laquet tes  au co l  1  agène e t  au sous-endothél i um 

à basse v i t esse  de c i s a i  1  lement. Cependant, c e t  e f f e t  i n h i b i t e u r  es t  moins 

marqué à basse v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  p u i s q u ' i l  e s t  de 4 7 %  à 

270 sec -' con t re  86 % à 1  300 sec - au col lagène (F ig .  19) e t  de 51 % à 

300 sec -' con t re  69 % à 800 sec -' au sous-endothél ium (Fig.20, Exp.2). On 
- 1  v o i t  également que, pour une v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  de 200 sec ,cet  

e f f e t  i n h i b i t e u r  (34 % )  semble encore diminuer (Fig.20, Exp.3). A haute  

v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t ,  1  ' a d d i t i o n  de vWF exogène p u r i f i é  au per fusat  en 

présence du 21 1  A6 res tau re  1  'adhésion p l  a q u e t t a i r e  (F ig.  21 ) . 

A ins i ,  nos r é s u l t a t s  apparaissent d i f f é r e n t s  de ceux d ' a u t r e s  

équipes qu i  montrent qu 'un au t re  an t i co rps  monoclonal (CLB RAg 35) d i r i g é  

con t re  l e  vWF, également i n h i b i t e u r  des réac t i ons  du vWF avec l e s  p laquet tes  

en présence de r i s t o c é t i n e ,  n ' a  un e f f e t  i n h i b i t e u r  sur 1  'adhésion 

p l  aquet ta i  r e  qu ' à des v i tesses  de c i  s a i  11 ement supérieures à 

500 sec -' ( S t e l  e t  a l  ., 1985). Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenu avec c e t  

an t i co rps  aimablement f o u r n i  par J. Van Mourik (Centre de t r a n s f u s i o n  

d  ' Amsterdam) (Tabl  eau I V )  montrent que 1  ' e f f e t  i n h i b i t e u r  de 1 ' adhési on des 

p laquet tes  au c o l  1  agène à 1  300 sec 'l (23 % )  e s t  moins impor tan t  que ce1 u i  

rappor té  dans l a  l i t t é r a t u r e  (90 %)  (Sixma e t  a l . ,  1974b). De même, au 
- 1  sous-endothélium (Tableau V I ,  1  ' e f f e t  i n h i b i t e u r  à 850 sec e s t  de 25 % 

a l o r s  que c e l u i  vu dans l a  l i t t é r a t u r e  es t  de 45 %. Par cont re ,  à basse 

v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t ,  c e t  e f f e t  i n h i b i t e u r  au co l lagène e t  au 

sous-endothél ium d i s p a r a î t  en accord avec 1  a  1  i t t é r a t u r e  e t  contra i rement  à 

ce que 1  'on observe avec l e  211 A6. 

2) Etude d ' a u t r e s  a n t i c o r ~ s  monoclonaux d i r i a é s  con t re  l e  vWF : 

L 'é tude  de 16 an t i co rps  monoclonaux d i r i g é s  con t re  l e  vWF, du 

l a b o r a t o i r e ,  a  permis de me t t re  en évidence deux an t i co rps  (21 Al1 e t  21 

Hl21 i n h i b i t e u r  de 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  au c o l  lagène (Tableau V I ) .  



Figure  19 : INFLUENCE DE LA FORCE DE CISAILLEMENT SUR L'INHIBITION 
DE L'ADHESION PLAQUETTAIRE AU COLLAGENE 1, III HUMAIN 
PAR L'ANTICORPS MONOCLONAL ANTI-vWF 211 A6. 

Le sang perfusé ( 16 m l  ) r e c o n s t i t u é  avec du p l  asma 
normal e s t  préincubé 10 min. à 37°C avec 160 p l  de 
tampon @El : 100 % Adhési on) ou avec 160 pl de 
l i q u i d e  d ' a s c i t e  d i l u é  50 f o i s i i ) .  
(temps de pe r fus ion  : 5 minutes).  



F i g u r e  20 : ADHESION PLAQUETTAIRE AU SOUS-ENDOTHELIUM D '  ARTERE OMBILICALE 
EN PRESENCE DE L'ANTICORPS MONOCLONAL 211 A6. 

100 % d 'adhésion 

Ef d i l u t i o n  du l i q u i d e  d ' a s c i t e  au 1/80ème 10 pL/ml 
de sang. 





Vitesse de i 
1 c i sa i  l i e  n t  1 1 300 1 450 1 290 

i i i 
sec T l  

I 
I I 1 1 

I 
I 
I Témo i n 
I 

I I 
I CLBRAg 35 1 n= l  
1 7 5 p 9  IgG/ml 1 36 
I de sang I 77 % 

i Témo i n 1 49.9 + 9 1 - 
I I 100 % I 1 100 % 

j 29 .520.7  i 
1 

i 211 A6 1 6.9 + 0.7 i - i 15.6 + 3 
I 1 53 % 

i 
1 2.75 p g  IgG/ml 1 14 % 1 
I de sang 1 I I I 

Tableau I V  : Adhésion des plaquettes au collagène 1 ,  I I I  non f i b r i l l a i r e  à d i f férentes vitesses 
de c i sa i 1 1 ement en présence de p l  asma norma l préa l ab l ement i ncubé (10 mi n, 37 OC) 
avec des l iquides d'ascites (temps de perfusion : 5 m i n )  
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I 
1 Liquide d 'asc i te  pur 
l 

1 %  i n h i b i t i o n  de I 'adliésion p laque t tù i re l  
Taux I g G  1 

1 
I 

I l 
(9/1) i ~ o l  lagène 1, l l l r T i snus-endntlii. l i iim i 

1 = 1 300 sec-' 1 = 800 sec-l 1 
1 t = 3 m i n  1 t = 5 min 1 

'' : d i l u t i o n  1/10 du l i qu i de  d 'asc i te  
p : t e s t  de Student 

Tab l eau V I : Pourcentage ci' i nli i b i t ion  de I 'adhés i on p l  ùquetta i r c  au co l  l a g h e  e t  
au sous-endotlid l i iim en préserice de p l  asnia not-ma l préa l ab l enwnt 
incubé (10 min ;7 37 "C) avec des asc i  t es  corltetiant des atit icorps 
monoclonaux d i r i gés  con t re  l e  vWF. Les valeurs sont les  moyennes 
d'au moins 3 passages dans l e  système de pet-fus ion. 



La f i g u r e  22 montre que l e  pourcentage d'adhésion r é s i d u e l l e  augmente d 'une 

façon s i m i l a i r e  pour l e s  deux an t i co rps  en f o n c t i o n  des d i l u t i o n s  des 

l i q u i d e s  d ' a s c i t e .  

A ins i  pour une d i l u t i o n  au 1/10 des asc i tes ,  l e  pourcentage d ' i n h i b i t i o n  de 

1  ' adhésion des p laquet tes  au c o l  1  agène e s t  important  pui  squ ' i 1  es t  de 

l ' o r d r e  de 85 %. Par cont re ,  c e t t e  même d i l u t i o n  du 21 A l1  n ' i n d u i t  pas 

d '  i n h i b i t i o n  de 1  ' adhésion des p laquet tes  au sous-endothél i um (Tableau V I  1  1. 
Il semble pour tan t  que l e  21 Al1 e t  l e  21 H l2  u t i l i s é s  purs provoquent un 

l ége r  e f f e t  i n h i b i t e u r  (32 % )  sur 1  'adhésion des p laquet tes au 

sous-endothél i um. 

Ces deux an t i co rps  on t  par  a i l l e u r s  é t é  t rouvés i n h i b i t e u r  de l a  

f i x a t i o n  du vWF aux f i b r e s  de c o l  1  agène (B ind ing  c o l  1  agen) (F igu re  23). Nous 

avons également mesuré, en u t i l i s a n t  du vWF radiomarqué, l ' e f f e t  de ces 

an t i co rps  sur l a  première étape de 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  qu 'es t  l a  

f i x a t i o n  du vWF au co l lagène ou au sous-endothélium dans l e  système de 

per fus ion .  L ' a n t i c o r p s  21A11 ( d i l u é  au 1/10) a  un e f f e t  i n h i b i t e u r  sur l a  

f i x a t i o n  du vWF au c o l  lagène a l o r s  qu 'à  c e t t e  même concentrat ion,  l a  

f i x a t i o n  du vWF au sous-endothélium n ' e s t  pas perturbée. Malheureusement, 

nous n'avons pas pu é t u d i e r  c e t  e f f e t  avec l e  21H12 non d i l u é  (Tableau V I  1). 

Ce t te  même expérience f a i t e  avec 1  ' a s c i t e  21 1  A6 d i l u é e  au 1/10 

montre que c e t t e  d i l u t i o n  d ' a n t i c o r p s  n ' i n h i b e  pas l a  f i x a t i o n  du vWF au 

sous-endothél ium e t  au c o l  1  agène a l o r s  qu 'e l  l e  i n d u i t  une f o r t e  d im inu t i on  

de 1  'adhésion p l  a q u e t t a i r e  (Tableau VI1 ). 

DISCUSSION 

L ' e f f e t  i n h i b i t e u r  de l ' a n t i c o r p s  211A6 sur l ' adhés ion  des 

p laquet tes  à basse v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t  semble montrer que l e  vWF s e r a i t  

également imp l iqué dans 1  'adhésion des p laquet tes  à basse v i t esse  de 

c i sa i l l emen t .  Aussi, a f i n  d ' é l i m i n e r  tous r i sques  d ' e r r e u r s  dûs à n o t r e  

système d'étude, nous avons é tud ié  l ' e f f e t  i n h i b i t e u r  du CLBRAg 35 qui  a  é t é  

montré i n h i b i t e u r  de 1  ' adhésion p l  aque t ta i re  uniquement à haute v i t esse  de 

c i s a i l l e m e n t  ( S t e l  e t  a l . ,  1985). Cependant, b ien  que l e s  r é s u l t a t s  montrent 

q u ' i l  n ' y  a  pas d ' e f f e t  i n h i b i t e u r  du CLBRAg 35 à basse v i t esse  de 

c i sa i l l emen t ,  on note que l e  l o t  d ' a n t i c o r p s  que nous avons t e s t é  e s t  moins 

i n h i b i t e u r  que c e l u i  d é c r i t  dans l a  1  i t t é r a t u r e .  L ' a n t i c o r p s  21 1A6 appara î t  

néanmoi ns a v o i r  un e f f e t  i n h i b i t e u r  t r è s  impor tan t  pu i  squ' à une 







p g  IgG 

Figure 23 : Pourcentage d '  i n h i b i t i o n  de l a  f i x a t i o n  du vWF plasmatique (0.25 u )  aux 

f i b r e s  de collagène de type 1, I I I  en présence de d i f f é r e n t e s  quant i tés  

d ' a n t i c o r p s  monoclonaux 2 1  A 11 ( * )  e t  2 1  H 12 ,( ) d i r i g é s  contre l e  vWF. 



concent ra t ion  10 f o i s  i n f é r i e u r e  à c e l l e  du CLBRAg 35 u t i l i s é e  dans l a  

l i t t é r a t u r e ,  il provoque l e  même e f f e t  i n h i b i t e u r .  

A ins i  l a  f o r t e  a f f i n i t é  du 211A6 pour l e  vWF p o u r r a i t  met t re  en 

évidence un r ô l e  du vWF, dans 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  à basse v i t esse  de 

c i s a i l l e m e n t ,  non décelé avec un an t i co rps  moins puissant .  En faveur  d 'un  

r ô l e  du vWF à f a i b l e  v i t esse  de c i s a i  1  lement, i 1 e s t  également poss ib le  que 

l e  21 1  A6 reconnaisse un épitope, proche mais d i f f é r e n t  de c e l u i  du 

CLBRAg 35, qu i  s e r a i t  imp l iqué dans l ' adhés ion  des p laquet tes  à basse 

v i t esse  de c i  sa i  11 ement. De nombreuses expériences sont  encore nécessaires 

pour t e n t e r  d 'exp l  i que r  c e t  e f f e t  i n h i b i t e u r  p a r t i c u l i e r .  Il s e r a i t  par  

exemple i n té ressan t  de v o i r  s i  1  ' i n h i b i t i o n  de 1  ' adhésion des p laquet tes  au 
- 1  sous -endothé1 ium à 300 sec e s t  levée par 1  ' a d d i t i o n  de vWF p u r i f i é  

exogène e t  de comparer l e s  ép i topes  des an t i co rps  211 A6 e t  CLB RAg 35. 

A haute v i t esse  de c i s a i l l e m e n t ,  l e s  expériences u t i l i s a n t  du 

vWF radiomarqué dans l e  système de per fus ion  ont  montré, qu'en présence de 

1  ' a n t i c o r p s  211 A6, l a  f i x a t i o n  du vWF sur l e  co l lagène e s t  normale a l o r s  

que 1  'adhésion p l  a q u e t t a i r e  normalement consécut ive à c e t t e  f i x a t i o n  du vWF 

e s t  for tement  diminuée. Cet te  i n h i b i t i o n  de l ' adhés ion  p l a q u e t t a i r e  observée 

en présence de l ' a n t i c o r p s  211 A6 e s t  due à l ' i n h i b i t i o n  de l ' i n t e r a c t i o n  du 

vWF avec l a  p laquet te,  ce qu i  e s t  en accord avec l e  f a i t  que c e t  an t i co rps  

e s t  i n h i b i t e u r  de 1  ' i n t e r a c t i o n  des p laquet tes  avec l e  vWF en présence de 

r i s t o c é t i n e .  

Les t ravaux e f f e c t u é s  avec l e s  an t icorps  monoclonaux du C.R.T.S. 

de L i l l e  montrent que seuls 2  an t icorps  sur 16 t e s t é s  sont for tement  

i n h i b i t e u r s  de 1  'adhésion des p laquet tes  au c o l  lagène. Dans l e  tableau V I ,  

nous voyons que c e r t a i n s  a n t i c o r p s  apparaissent a v o i r  un l ége r  e f f e t  

i n h i b i t e u r  de l ' adhés ion  des p laquet tes  au col lagène ; cependant, ces 

an t i co rps  n ' o n t  pas é té  t rouvés  i n h i b i t e u r s  de l a  f i x a t i o n  du vWF au 

col lagène 1, III f i b r i l l a i r e .  Il semble donc que ce l é g e r  e f f e t  i n h i b i t e u r  

s o i t  non spéc i f ique.  

Par cont re ,  dans l e  système p u r i f i é  u t i l i s a n t  du c o l  lagène 1, 

III non f i b r i l l a i r e  on peut  d i r e  que l e  ZIA11 e t  l e  21H12 sont b ien  

i nh i  b i  teursde 1  ' adhésion des p l  aquettes au c o l  1  agène. En e f f e t ,  en présence 

de ces an t icorps ,  1  'adhésion des p laquet tes  au co l lagène e s t  diminuée à 

haute f o r c e  de c i s a i l l e m e n t ,  a l o r s  que l ' adhés ion  des p laquet tes  au 

sous-endothélium n ' e s t  que t r è s  légèrement diminuée. Cet e f f e t  i n h i b i t e u r  de 



1  ' adhési on p l  aquet ta i  r e  au c o l  1  agène e s t  encore b ien  observé 1  orsque 1  ' on 

d i l u e  l e s  l i q u i d e s  d ' a s c i t e  au 1/10 e t  au 1/20, montrant une bonne a f f i n i t é  

e t  une bonne s p é c i f i c i t é  de ces an t i co rps  pour l e  vWF. L ' e f f e t  i n h i b i t e u r  de 

c e r t a i n s  an t icorps  sur l ' adhés ion  des p laquet tes au sous-endothélium ne 

semble pas s i g n i f i c a t i f  ( p  < 0.1). Ces ant icorps  n ' o n t  d ' a i l l e u r s  pas é t é  

t rouvé i n h i b i t e u r  des d i f f é r e n t e s  p rop r ié tés  du vWF que l ' o n  é tud ie  au 

1  aborato i  r e  : " B i  n d i  ng c o l  1  agen", f i x a t i o n  aux p laquet tes  en présence de 

r i s t o c é t i n e  ou de thrombine. Cependant, il r e s t e  de nombreux ant icorps  à 

é t u d i e r  dans l e  système d 'adhésion au sous-endothélium.En u t i l i s a n t  du vWF 

radiomarqué dans l e  système de per fus ion ,  nous avons montré que ces 

an t i co rps  21Al l  e t  21H12 i n h i b a i e n t  l a  f i x a t i o n  du vWF au col lagène, qui  e s t  

une des premières étapes nécessai re à 1  'adhésion des p l  aquettes à haute 

v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t .  Ces r é s u l t a t s  sont en accord avec l ' e f f e t  

i n h i b i t e u r  de ces an t i co rps  sur  l a  f i x a t i o n  du vWF au c o l  lagène so lub le  e t  

co l lagène f i b r i l l a i r e .  Par cont re ,  l a  même d i l u t i o n  du 21Al l  qu i  i n h i b e  l a  

f i x a t i o n  du vWF au col lagène, n ' a  pas d ' e f f e t  sur l a  f i x a t i o n  du vWF au 

sous-endothélium montrant que l e  vWF peut se f i x e r  au niveau du 

sous-endothél ium sur  d '  au t res  c o n s t i t u a n t s  que l e  c o l  1  agène pour i ndui r e  

1  'adhésion p laque t ta i re .  De plus, il a  é t é  montré que l e  vWF du 

sous-endothél ium é t a i t  imp l iqué dans 1  'adhésion des p laquet tes,  e t  donc, 

puisque ce vWF e s t  d é j à  c o n s t i t u t i o n n e l  lement f i x é  au sous-endothél i um, i 1 

d o i t  ê t r e  capable d  ' i n d u i r e  1  ' adhési on des p l  aquettes en présence des 

an t i co rps  21 A l1  e t  21 H12. Pourtant,  il apparaî t  un léger  e f f e t  i n h i b i t e u r  

de 1  ' adhésion des p laquet tes  au sous-endothél ium en présence des asci  t e s  21 

A l1  e t  du 21 H l2  non d i l u é s  q u i  nécess i te  d 'au t res  expériences e t  notamment 

1  'é tude de 1  a  f i x a t i o n  du vWF au sous-endothél i um en présence des asci  t e s  

non d i l u é s .  

L 'étude de ces an t i co rps  monoclonaux (211A6, ZIA1 1, 21H12) q u i  

sont i n h i b i t e u r s  de 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  conf i rment  que p lus ieu rs  s i t e s  

fonc t i onne l  s  du vWF sont responsables de 1  ' adhésion des p l  aquettes. En 

e f f e t ,  puisque l e  vWF s e r t  de l i e n  e n t r e  une ma t r i ce  ( l e  sous-endothélium ou 

l e  col lagène, dans nos système d 'é tude)  e t  l a  p laque t te  sanguine, 

l ' i n h i b i t i o n  de l ' adhés ion  peut  ê t r e  due s o i t  à l ' i n h i b i t i o n  de l a  f i x a t i o n  

du vWF sur  l a  mat r ice ,  s o i t  à l ' i n h i b i t i o n  de l a  f i x a t i o n  de l a  p laque t te  

sur l e  vWF. A ins i ,  sur  l e s  3 an t i co rps  monoclonaux for tement  i n h i b i t e u r s  de 

l ' adhés ion  p l a q u e t t a i r e ,  on peut  d i s t i n g u e r  d 'une p a r t ,  l e  21A l l  e t  l e  21H12 

qu i  i n h i b e n t  l ' i n t e r a c t i o n  du vWF avec l e  co l lagène e t  d ' a u t r e  p a r t  l e  211A6 

qu i  i n h i b e  1  ' i n t e r a c t i o n  de l a  p laque t te  avec l e  vWF (Fig.24).  



COLLAGENE au t res  c o n s t i t u a n t s  
du sous-endothél ium 

c o l  lagèae p u r i f i é  

F i g u r e  24 : SCHEMA EXPLICITANT L'EFFET INHIBITEUR SUR 
L'ADHESION PLAQUETTAIRE DES ANTICORPS 
MONOCLONAUX DIRIGES CONTRE LE vWF. 



L ' a c t i o n  de l ' a n t i c o r p s  211 A6 i n d u i t  donc une d iminut ion  

simultanée de 1  'adhésion des p laquet tes  au col lagène e t  de 1  'adhésion des 

p laquet tes  au sous-endothél i um. Le récepteur  p l  a q u e t t a i r e  qu i  ne peut en 

présence du 21 1A6 se f i x e r  sur  l e  vWF e t  i n d u i r e  1  ' adhésion p l  aquet ta i  r e  

semble b ien  ê t r e  l a  GpIb puisque c e t  an t icorps  i n h i b e  l e s  réac t i ons  

p l  aquet ta i  r e s  en présence de r i  s t o c é t i  ne impl i quan t  c e t t e  g l ycop ro té i  ne 

p laque t ta i re .  D'après des t ravaux  récents  (Fuj imura e t  a l . ,  1986), il semble 

donc vraisemblable que l e  21 1  A6 se f i x e  sur l a  rég ion  NH t du vWF (Sp 

1  II ) , sur ou proche du s i  t e  reconnu par  1  a GpIb p l  aque t ta i re .  

En ce qui  concerne l e  mode d ' a c t i o n  des an t i co rps  21Al l  e t  

21H12, il a é t é  dernièrement démontré q u ' i l  e x i s t a i t  deux s i t e s  de f i x a t i o n  

du co l lagène sur l e  vWF (Roth e t  al . ,  1986) e t  il e s t  donc poss ib le  que ces 

deux an t i co rps  ne so ien t  pas d i r i g é s  con t re  l e  même s i t e .  Il sera donc 

nécessaire d 'app ro fond i r  c e t t e  quest ion par l ' é t u d e  de l ' a c t i o n  simultanée 

de ces an t i co rps  sur  1  ' adhési on des p laquet tes  e t  sur  1  a  f i x a t i o n  du vWF au 

co l lagène e t  l a  l o c a l i s a t i o n  des épi topes de ces deux ant icorps .  

III - CAPACITE DE DIFFERENTS CONCENTRES THERAPEUTIQUES RICHES EN F V I I I  A  

INDUIRE L'ADHESION PLAQUETTAIRE : 

Une des a c t i v i t é s  du C.R.T.S. de L i l l e  e s t  l a  product ion de 

concentrés thérapeut iques r i c h e s  en compl exe FVI 1  I/vWF dest inés au 

t ra i t emen t  de l ' h é m o p h i l i e  A ou de l a  maladie de Wil lebrand. Il y a  quelques 

années, ces deux types  de maladies é t a i e n t  e s s e n t i e l  lement t r a i t é s  par  

i n j e c t i o n s  de c r y o p r é c i p i t é s .  Cependant, un des inconvénients de 

1 ' u t i l i s a t i o n  de ces c r y o p r é c i p i t é s  e s t  l i é  ti l e u r  f a i b l e  a c t i v i t é  

spéc i f i que  : 0.15 U/FVIII:C e t  0.25 U  de vWF:Ag/mg de pro té ines .  Ains i ,  ce  

t r a i t e m e n t  d'une p a r t  nécessi t e  des volumes d ' i n j e c t i o n  importants, e t  

d ' a u t r e  p a r t  peut i n d u i r e  une hyperf ibr inogénémie. Aussi, durant ces 

dern iè res  années, l a  m a j o r i t é  du plasma a  se rv i  à l a  p roduct ion  de p r o d u i t s  

p lus  concentrés en F V I I I  (AS : 0.5 U  FVII1:Clmg). Néanmoins, l a  p lupa r t  de 

ces concentrés t r è s  e f f i c a c e s  chez 1  'hémophile se sont révé lés  i n e f f i c a c e s  

dans l e  t ra i t emen t  de l a  vWD b ien  que contenant encore du vWF:Ag, e t  l e  

C.R.T.S. a  dû me t t re  au p o i n t  un p r o d u i t  e n r i c h i  en vWF spécialement adapté 

au t ra i t emen t  de l a  vWD, appelé concentré "spéc ia l  vWD" (Mazur ier  e t  a l . ,  

1982). 

Dernièrement, l ' a p p a r i t i o n  du v i r u s  HIV e t  l e  r i sque  de 

contaminat ion par l e s  concentrés thérapeut iques a  nécess i té  l e  développement 

de procédés d ' i n a c t i v a t i o n  v i r a l e .  Le chauffage a  t o u t  d 'abord  é t é  u t i l i s é  



(Mart inache e t  al., 1985), ce t ra i tement  ne n u i t  pas aux p rop r ié tés  

b io log iques des concentrés de F V I I I  ce qu i  permet son u t i l i s a t i o n  chez l e s  

hémophiles. Par a i l  l eu rs ,  nous avons montré que l e  concentré de F V I I I  

chauffé c o n t i e n t  des formes de vWF e f f i c a c e s  dans l a  vWD (Mazurier e t  a l . ,  

1987). Par contre, l e  chauffage des c r y o p r é c i p i t é s  e t  des concentrés 

"spéc ia l  vWD" l e s  rend i nso lub les .  

Néanmoins, l e  r i s q u e  de contaminat ion v i r a l e  par l e  v i r u s  de 

1  ' h é p a t i t e  non-A non-B, b ien  que diminué, n ' é t a n t  pas complétement é l i m i n é  

par  l e  chauffage, l e  C.R.T.S. de L i l l e  a  u t i l i s é  une aut re  technique 

d '  i n a c t i v a t i o n  v i r a l e  basée sur  l e  t ra i t emen t  chimique (P r ince  e t  a l  . , 1986) 

( so l van t  - détergent : "SD") des concentrés qu i  se r é v è l e  e f f i c a c e  aussi 

b ien  pour l e  v i r u s  HIV que l e  v i r u s  de 1  ' h é p a t i t e  non-A non-B. Les 

concentrés de F V I I I  après t ra i t emen t  chimique (SD) demeurent e f f i c a c e s  dans 

l e  t ra i t emen t  de 1  'hémophi l ie  e t  assurent l a  m e i l l e u r e  p r o t e c t i o n  v i s  à v i s  

du r i s q u e  de contaminat ion v i r a l e .  Cependant, ces p r o d u i t s  se sont  avérés 

peu e f f i c a c e s  chez c e r t a i n s  vWD. De ce f a i t ,  l e  seul  t r a i t emen t  t r è s  

e f f i c a c e  de l a  vWD e s t  l e  c r y o p r é c i p i t é  congelé f a i t  à p a r t i r  de moins de 10 

donneurs de sang a f i n  de r é d u i r e  au maximum l e  r i s q u e  de contaminat ion 

v i r a l e .  

C ' e s t  dans l e  but  d ' é t u d i e r  l ' e f f e t  de d i f f é r e n t s  p ro toco les  de 

p répa ra t i on  ou d ' i n a c t i v a t i o n  v i r a l e  des concentrés de F V I I I  sur l e  vWF que 

nous nous sommes at tachés à comparer l a  capac i té  de c o r r e c t i o n  de l ' adhés ion  

p l a q u e t t a i r e  de d i f f é r e n t s  l o t s  de concentrés de F V I I I .  De p lus,  a f i n  de 

d isposer ,  pour l ' a v e n i r ,  d 'éléments pronost ics  pouvant permet t re de pré juger  

de l ' e f f i c a c i t é  de concentrés de FVIII/vWF dans l a  maladie de vWD, nous 

avons comparé l e s  r é s u l t a t s  obtenus avec l e  système de per fus ion  avec l e s  

taux  de co fac teur  de l a  r i s t o c é t i n e ,  l e  p r o f i l  mul t imér ique du vWF e t  l e s  

e f f e t s  c l i n i q u e s  de d i f f é r e n t s  p rodu i ts .  

A. PUBLICATION ( c f t .  p. 126 à 132) 

Dans ce t  a r t i c l e ,  nous avons é tud ié  des concentrés de F V I I I  qu i  

o n t  é t é  t r a i t é s  par  l e  chauffage (96 h à 68 OC) a f i n  d 'assurer  

1  ' i n a c t i v a t i o n  du v i r u s  H I V .  Cet te  i n a c t i v a t i o n  n ' i n d u i t  qu'une légère  

d im inu t i on  de 1  ' a c t i v i t é  coagulante du F V I I I ,  e t ,  a i n s i ,  l e  p r o d u i t  r e s t e  

e f f i cace  dans l e  t r a i t e m e n t  de l ' hémoph i l i e  A. 
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In vitro and in vivo Evaluation of a Factor VI11 Concentrate 
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Abstract. We report here the results of Our evaluation of the effects of a dry heat treatment (96 h at 68 OC) to 
eliminate LAVIHTLV-III virus on factor VI11 (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 I 3.6%; 11-25) 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 unheated and heated vials of Our product. The heating 
proved to cause no substantial damage to FVIII and was 

Lyophilised factor VI11 (FVIII) concentrates used to surprisingly favourable to vWf. 
treat patients with haemophilia and prepared at the 
Regional Blood Transfusion Centre (CRTS) Lille are pre- 
pared from cryoprecipitate obtained from large pools of Materials and Methods 
plasma from voluntary blood donors. Whereas the Drev- 
alence of anti-LAVIHTLV-III antibodies in haemophilia Pa"en" 

Al1 patients gave their informed consent for in vivo evaluations. 
A patients treated exclusivel~ with Our product (30 Out of 3 patients unth haemophilia A (FVIII coagulant activity, 
213 in 1985) is lower than the level found in XTlost other FVIII: C <0.01 U/ml) and 1 patient with moderate hemophilia A 
studies, it is obvious that it may transmit LAVIHTLV-III (FVIII:C=O.Oi Utmi) were studied. They received a single infusion 
virus. As the serious nature of AIDS justifies a pragmatic of a dose of 23-31 IU FVIII:C/kg body weight (b.w.1.3 patients with 

approach, it was decided in F~~~~~ to screen each blood von Willebrand's disease (vWD) received heated FVIII concentrate. 
The dose given was 25-3 1 IU FVIII: Clkg b.w. One of these patients 

bag for anti-LAV'HTLV-lll antibody as from (Z.A.) war bleeding at the rime of infusion. An other vWD patient 
1985 and to switch to heat-treated concentrates as from received heated N I 1 1  concentrates during treatment for haemotho- - 
October 1985. rax. 

A dry heat treatment for 96 h at 68 "C was ~reviously Blood was sampled before and 1, 3, 6, 12, 24 and 48 h after 

demonstrated to inactivate LAV virus spiked in prod- infusion. Bleeding time was measured according to the Duke or I\y 
method with a template device. Citrated plasma was prepared by 

uct Montagnier, pers' To its centrifugation al 2,000 for 20 min and kept frozen at -25 'C unri] 
'effect on NI11  and von Willebrand's factor (vwf), we studied. Plasma volume. FVIII recoverv and half-life were calculated 
compared the in vitro and in vivo characteristics of as descnbed by Allain [l].  
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,Cfaterial 
FVIII concentrate prepared by the CRTS Lille is an intermediate- 

purity concentrate containing about 25 IU FVII1:Clml with a spe- 
cific activity around 0.4 IU FVIII: Clmg 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 vimses was previous- 
Iy 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 (> IO3  infectious unitslml) of LAV virus and submitted to 
lyophilisation and heat treatment. 

.Cfethods 
Solubility of concentrates was deterrnined 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 (5 ym) and immediately tested for 
FVII1:C and ristocetin cofactor activity, then stored at -20 'C for 
funher studies. To investigate FVII1: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 OOI), an intermediate-punty matenal 
calibrated against the European Standard for FVIII concentrate 
(Cli84) prepared by the Amsterdam Blood Transfusion Centre and 
previously calibrated against the 3rd International Standard for 
Blood Coagulation Factor VI11 (801556) provided by the NBSC 
(London). One-stage assay and 8015 1 1 standard were used for plasma 
FVIII: C determinations. 

Factor VI11 antigen (FVII1:Ag) assay was perforrned with an 
IRMA method [4]. Von Willebrand factor antigen (vWEAg) was 
estimated by an enzyme linked-immunoassay already described [SI. 
Ristocetin cofactor activity was assayed by aggregometry using fresh 
washed platelets [6]. 

A11 FVIIIlvWf-related antigens and activities are expressed in 
IU/ml or IUldl and standardised (except for N I I I :  C in concentrates) 
with the first International Reference Preparation (8015 1 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 pg/cm2 punfied 
human collagen [a]. Reconstituted FVIII concentrates were dialysed 
for 4 h at 4 'C against Krebs-Ringer buffer containing 19 mM trisod- 
ium citrate, 2.5 m M  CaCI2 and 5 mM glucose and added to a 4% 
human serum albumin (HAS, CRTS Lille) solution. Total perfusate 
(1 6 ml) was incubated for 5 min at 37 ' C before a 3-min perfusion run 
at a shear rate of 1,200 s-'. The nnsed coverslip radioactivity and the 
specific radioactivity of 'l'In-labelled platelets was measured with a 
gamma counter. Platelet adhesion was expressed by the number of 
adherent platelets/cm2 or as a percentage of platelet adhesion, 100% 

Table 1. FVIIIlvWf-associated parameters (mean 2 SD) in 5; 
batches of FVIII concentrate before and after heat treatment (HT) 

FVIII, Ulm1 vWf. Uiml 

FVIII: C FVIII: Ag vWf: Ag ristocetin 
cofactor 

One- Two- activity 
stage stage 

Before HT 24.782 24.561 42.062 126.8c 46 c 
2.58 3.07 4.68 4.60 4.36 

After HT 21.76c 22.162 38.26c 98.81 34.82 
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. 

Multimenc 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 physiologie buffer to about 1 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 

Zn 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 
FVIII: C assessed by one-stage assay equal to 12.3 I 3.6% 
(mean + 1 SD; n = 25). Changes in FVIIIIvWf-associated 
parameters after heat treatment of 5 different batches are 
reported in table 1. The mean of FVIII: C loss 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). FVII1:Ag values were always higher than 
FVII1:C and decreased to a lesser extent during heat 
treatment. The FVIII: AgIFVIII: C ratio values ranged 
from 1.46 to 1.79 before heating and from 1.5 to 2.13 after 
heating. vWf: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 
vWf: Ag and ristocetin cofactor activity. The vWf: Aglns- 
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Fig. 1. Analysis of vWf multimenc distribution in unheated (UH) 
and corresponding heated (H) NI11  concentrate. Samples from two 
different batches ( N I I I ,  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 1251-labelled anti-vWf rabbit antibodies, arrow indicates 
deposit line, the cathode is at the top. b Scans corresponding to a; 
unheated NI11  concentrates are in dotted lines, the cathode is on the 
left. 

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 foms, 
and (d) 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 



Table II. Comparative effect of heated and unheated FVIII con- 
centrate on platelet adhesion to human collagen (results of 3 sepa- 
rate expenments with the same batch of FVIlI concentrate) 

Perfusate: 40% washed red cells Number of deposited plateletsa 
2 x 1011/1 I1lIn-piatelets x 10S/cm2 
60% solution made of 

Normal plasma 17.92 5.7 17.62 5.7 24.7 t 0.8 
1 U vWf:Ag/ml n - 2  n = 2 n = 2  

( 100%) ( 100%) ( 100%) 

4% HSA 

Unheated FVIII concentrate 8.31 1.2 9.1 13.2 10.62 1.7 
diluted in HSA n - 3  n - 3 n - 2  
1.66 U vWfAg/ml (42%) (45%) (37%) 

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 (1.7 U 
vWf:Ag/ml) was similar to that measured with a normal 
plasma (1 U vWf: 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 expenments 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). 

Heated FVIII concentrate 18.412.6 17.815 17.713.9 
diluted in HSA n - 2  n - 3  n - 2  

In vivo Evaluation 

1.76 U vWf:.~e/rnl (103%) (101%) 169%) Patients with Haemophilia A. In vivo recovery was - . , 

calculated from an expected plasma FVIII: C level based 
a Number of platelets deposited given as mean i SD; n - number On a plasma volume of 40 ml/kg b.w. For the 3 patients 
of perfusion runs; the percentage of platelet adhesion is given in with severe haemophilia, recovery of ~ ~ 1 1 1 : ~  was 153, 
parentheses. 144 and 107%, respectively. For the patient with moder- 

ate haemophilia, recovery was 93%. The values were not 
corrected for the haematocnt, except for the patient with 
moderate haemophilia. FVIII biological half-life calcu- 
lated during the second phase of FVIII: C decay gave the 
following values: 20, 17.5, 17 and 13.5 h. 

Patients with v WD. The data obtained after infusion of 
heated FVIII concentrate into 3 patients not treated 2 
weeks before the evaluation are summarised in table III. 
C.M. and D.C. are patients with respectively severe and 
moderate form of type-1 vWD; Z.A. is a patient with a 
variant form of vWD type IIA [IO]. Infusion of corken- 
trates caused an increment in plasma FVII1:C of about 
0.58-0.80 IUIml, an amount consistent with the expected 
values after doses of 25-3 1 IUIkg b.w. In contrast to the 
values obtained in haemophilic patients, a sustained ele- 

Fig. 2. Platelet adhesion values (mean of the percentages obtained vated FVII1:C level was noticed for several hours after 
in 3 perfusion mns) for unheated (UH) and corresponding heated (H) infusion. Duke's bleeding tirne min) 
FVIII concentrate tested at various concentrations expressed in was shortened in ail 3 patients and was normalised in 2 of 
vWf Ag units per millilitre of solution inciuded in the perfusate. The them, while their ristocetin cofactor activity levels were 
batch used is different from the one analysed in the experiments 30.48 1 ~ 1 ~ 1 .  ~ ~ c . 3 ~  bleeding times were measured in 
summarised in table II. 

parallel by a more sensitive method (normal values (9 
min); shortening from >20 to 12 min but no complete 

more difficult to distinguish and the radioactivity was correction was then noticed. Recovery and half-life of 
higher in the area corresponding to large multimers; the functional vWf calculated on the basis of ristocetin cofac- 
radioactivity distribution thus obtained tends to be more tor activity values of the different plasma samples from 
comparable with that displayed by plasma and cryopre- D.C. were 60% and 17 h, respectively. 
cipitate. Heat-treated concentrate was also infused in one other 
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Table III. Bleeding time and FVIIYvWf values in vWD patients following a single infusion of heat-treated FVIII concentrate 
- - - - 

Bleeding timea FV1II:C FV1II:Ag vWf:Ag Ristocetin cofactor activity 
min Uldl U/dl Uldl Uldl 

Patient C. M. 
Before infusion 
After infusion 

l h  
3 h  
6 h  

Patient D. C. 
Before infusion 
After infusion 

I h  
3 h  
6 h  

24 h 
48 h 

Patient Z. A. 
Before infusion 
After infusion 

I h  
3 h  

a Duke, normal values t 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: Clkg b.w., his bleeding time (Duke) 
was shortened from 30 to 6 min. Consequently, in order to 
evacuate a 1-litre haematoma, thoracotomy was per- 
formed under heat-treated FVIII concentrate (initially 
3 x 40 IU FVIII: Clkg b.w. per day, then from day 7 to 13: 
3 x 30 IU FVIII: Clkg b.w.). No bleeding occurred during 
operative and post-operative periods. 

have submitted our FVIII coocentrate 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 ofdysine 
and contaminating proteins. There is a good correlation 
between the data obtained by one-stage and two-stage 
assays and a good stability of FVII1:C in reconstituted 
heated concentrate which excludes FVIII activation dur- 
ing thermal virus inactivation. Funhermore, the drop of 
only 8.6% in the FVII1: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 sumival (half-life: 
13-20 h). 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 FVII1:C activity and a somewhat 
lower solubility, our heated concentrate is just as suitable 
as unheated product for the treatment of haemophilia A. 

Discussion 

FVIII concentrates are the treatment of choice in hae- 
mophilia A. FVIII in vitro (FVIII: C value, stability) and 
in vivo evaluations in haemophilia recipients (recovery 
and biological half-life) are essential to assess the efflcacy 
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 



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 vWf. 
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 [ I l ] ,  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 
[ 131 is generally thought to be related to their lack of high 
molecular weight forms of vWf. However, Kohler et al. 
[14] have reported high ristocetin cofactor potency and a 
high ristocetin cofactor activity1vWf: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 
vWf: Ag and ristocetin cofactor activity. During heating, 
we noticed decreases in vWf: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 vWf. There is a decrease in low molecular weight 
forms of vWf, an increase in high molecular weight forms 
of vWf 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 resultS indicate 
tbat the heated NI11  concentrate prepared by CRTS Lille 

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 [15, 161. Thus, on 
a molecular basis, it may be conceivable that the heating 
of our concentrate, by increasing high molecular weight 
vWf 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 'é tude du vWF a montré que l e  chauffage i n d u i t  une c e r t a i n e  

d im inu t i on  du vWF:Ag e t  du co fac teur  de l a  r i s t o c é t i n e  a l o r s  que 1 'on 

observe une augmentation des HPM du vWF associée à une augmentation de l a  

c o r r e c t i o n  de 1 'adhésion p l  aque t ta i re .  

Ces concentrés peuvent donc ê t r e  u t i l i s é s  dans l e  t ra i t emen t  de 

l a  vWD e t  l e s  r é s u l t a t s  obtenus " i n  v i vo "  conf i rment  l e u r  e f f i c a c i t é  

thérapeut ique.  

B. TRAVAUX COMPLEMENTAIRES : COMPARAISON DE DIFFERENTS LOTS DE 

CONCENTRES, CHAUFFES OU TRAITES PAR SOLVANT-DETERGENT : 

Ces t ravaux u l t é r i e u r s  on t  permis d ' é t u d i e r  1 a capac i té  à i n d u i r e  

1 'adhésion p l  a q u e t t a i r e  au c o l  1 agène de d i f f é r e n t s  concentrés de F V I I I  dont  

c e r t a i n s  on t  é té  t r a i t é s  par l e  chauffage, e t  d ' a u t r e s  par so l van t  

détergent .  Nous avons a i n s i  pu f a i r e  une étude comparative de ces deux 

p rodu i t s .  

1) Methode e t  Expression des r é s u l t a t s  : 

- 1 a f i  bronect ine  (Fn) e s t  dosée par  néphélémétr ie 

- l e  f i b r i nogène  (Fg) e s t  déterminé par immunodiffusion r a d i a l e  

- l e  pourcentage de HPM a é t é  c a l c u l é  su ivant  l a  méthode e x p l i c i t é e  page 56 

- l e  "50 % d 'adhésion" représente l e  nombre d ' u n i  t és  de vWF:Ag par ml de 

p l  asma nécessaires pour o b t e n i r  50 % d '  adhési on p l  aque t ta i  r e  sachant que 

100 % e s t  1 a va leu r  obtenue avec l e  plasma normal e t  O % 1 a va leu r  

correspondant au plasma de vWD. 

Dans c e r t a i n s  cas (0) où une seule concen t ra t i on  de vWF:Ag a é t é  

tes tée ,  nous avons d û  f a i r e  une e x t r a p o l a t i o n  pour c a l c u l e r  ce 50 % 

d 'adhésion : Dans un premier temps, nous avons t r a c é  une d r o i t e  en t re  l e  

p o i n t  donné par  n o t r e  valeur ,  e t  l e  p o i n t  (0.0) à 1 ' o r i g i n e .  A p a r t i r  de 

c e t t e  d r o i t e ,  nous avons f a i t  une première es t ima t ion  (A) du 50 % 

d'adhésion. Dans un deuxième temps, nous avons c a l c u l é  l ' é q u a t i o n  de l a  

d r o i t e  obtenue avec un concentré de F V I I I  t e s t é  à p l u s i e u r s  concentrat ions.  

Puis à p a r t i r  de c e t t e  équat ion, nous avons f a i t  no t re  deuxième es t ima t ion  

( 0 )  du 50 % d'adhésion. La moyenne des deux va leurs  obtenues (A e t  B )  

correspond à l a  va leur  exprimée dans l e s  tableaux. 



2) M a t é r i e l  : 

- l e  p l  asma normal (PN) e s t  un mél ange d 'au  moins 20 p l  asmas normaux 

c i  t r a t é s  

- l e  c ryopréc i  p i  t é  thérapeut ique (CP) e s t  obtenu par c ryopréc i  p i  t a t i o n  du 

plasma de 10 donneurs au maximum. Il e s t  conservé par congé la t ion  

- l e  ma té r i e l  de dépar t  (SM) e s t  un c r y o p r é c i p i t é  en pâte provenant de p l u s  

de 1  000 poches de plasma e t  conservé par congélat ion.  Lorsque l e  plasma 

de ces poches e s t  décongelé par t ie l lement ,  mélangé pu is  cen t r i f ugé ,  l a  

pâte de c r y o p r é c i p i t a t i o n  e s t  d i t e  " i n d u s t r i e l  l e " .  Par contre,  lorsque l e  

p l  asma de chaque poche e s t  c ryopréc i  p i  t é  i n d i v i d u e l  1  ement , 1 e  mél ange des 

d i f f é r e n t s  c ryop réc i  p i  t és  obtenu e s t  appelé pâte de c ryopréc i  p i  t é  

" f e u i l l e " .  

- l e s  concentrés de F V I I I  sont  des p r o d u i t s  thérapeut iques provenant de l a  

pâte de c r y o p r é c i p i t é  (SM) obtenue, en général, par l a  méthode 

i n d u s t r i e l  l e .  Les p r i n c i p a l e s  étapes de prépara t ion  sont décr i  t e s  

ci-dessous : 

Prépara t ion  S u ~ e r  VI11 chau f fé  

- Lavage pâte de c ryopréc i  p i  t é  par a l coo l  f r o i d  à 8 % pour é l i m i n e r  des 

p ro té ines  contaminantes 

- Remise en s o l u t i o n  de l a  pâ te  dans tampon t r i s  à 24 O C  en présence 

d  ' hépar i  ne 

- Adsorpt ion des f a c t e u r s  de coagu la t ion  dépendant de l a  v i tamine K par  

a d d i t i o n  de gel d 'a lumine 

- P r é c i p i t a t i o n  au f r o i d  à 10 O C  pour é l i m i n e r  une p a r t i e  du f i b r i nogène  e t  

de l a  f i b r o n e c t i n e  

- Add i t i on  de s t a b i l i s a n t s  dans l a  s o l u t i o n  de Facteur VI11 ( c i t r a t e  

tri sodique - NaCl) 

- Concentrat ion du p r o d u i t  sur  casset tes d ' u l t r a f i l t r a t i o n  

- F i  1  t r a t i o n  s t é r i  1  i sante 

- R é p a r t i t i o n  en f l a c o n s  50 m l  

- Lyophi 1  i s a t i  on 

- Chauffage à sec 96 Heures à 68OC 

Prépara t ion  Super VI11 SD 

- Mise en s o l u t i o n  de 1  a  pâte de c r y o p r é c i p i t é  

- Add i t i on  de gel d 'a lumine pour adsorber l e s  fac teu rs  de coagu la t ion  

dépendant de 1  a  v i  tami ne K. 



- E l i m i n a t i o n  du f i b r i nogène  e t  f i b r o n e c t i n e  par  un procédé p lus  e f f i c a c e  

que dans l e  cas du super VI11 chauf fé,  ce qu i  i n d u i t  un taux de pro té ines  

p lus  bas e t  une m e i l l e u r e  a c t i v i t é  spéc i f i que  
- I n a c t i v a t i o n  v i r a l e  par t ra i t emen t  TNBP-ch01 a t e  

- E l i m i n a t i o n  du solvant-détergent  par gel f i l t r a t i o n  sur DEAE Sépharose 625 

- Concentrat ion du p r o d u i t  par u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

- F i  1  t r a t i o n  s t é r i  1  i sante 

- R é p a r t i t i o n  en f 1  acons 50 ml 

- Lyophi 1  i s a t i o n  

RESULTATS 

1)  Evaluation " i n  v i t r o "  

Les tableaux V I I I ,  I X ,  X regroupent l e s  p r i n c i p a l e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  du plasma normal, du m a t é r i e l  de départ  u t i l i s é  dans l a  

p répara t ion  des concentrés thérapeut iques, e t  des d i f f é r e n t s  concentrés de 

F V I I I  " i n a c t i v é s " .  I l s  montrent l a  d i f f é r e n c e  d ' a c t i v i t é  spéc i f i que  e n t r e  

c r y o p r é c i p i t é s  e t  concentrés de F V I I I ,  l e s  pro té ines  contaminantes é t a n t  

essent ie l lement  l e  f i b r i nogène ,  l a  f i b r o n e c t i n e  e t  l ' a lbumine.  

Le rappor t  vWF:Ag/cofacteur de l a  r i s t o c é t i n e  e s t  v o i s i n  de 2  pour 

l e  c r y o p r é c i p i t é  thérapeut ique comme pour l e s  concentrés de F V I I I  chauf fés 

ou SD. 

Le pourcentage de HPM du vWF des concentrés chauf fés e s t  impor tan t  

p u i s q u 1 i 1  se s i t u e  e n t r e  l a  va leur  du plasma normal (60 % )  e t  c e l l e  du 

c r y o p r é c i p i t é  thérapeut ique (50 %) .  Par contre,  l e s  concentrés de F V I I I  SD 

on t  un pourcentage de HPM du vWF moins impor tan t  puisque l a  moyenne e s t  

d 'env i ron  35 %. 

En ce  qu i  concerne 1  'adhésion p l  a q u e t t a i r e  ( F i  g. 25), on v o i t  que 

l e  plasma normal, l e  c r y o p r é c i p i t é  thérapeut ique e t  l e  ma té r i e l  de départ  

des concentrés de F V I I I  on t  une capac i té  s i m i l a i r e  à c o r r i g e r  l ' adhés ion  des 

p laquet tes  au c o l  lagène puisque env i ron  0.38 U de vWF:Ag/ml i ndu i sen t  50 % 

d'adhésion (Tableau V I  II 1. Tous l e s  concentrés chauffés sont capables 

d ' i n d u i r e  50 % d'adhésion avec moins de 2  U  de vWF:Ag/ml (Tableau I X ) .  Par 

contre,  l e s  SV111 SD apparaissent moins e f f i c a c e s  dans l 'adhés ion .  En e f f e t ,  

moins de 1  a  m o i t i é  des l o t s  t e s t é s  (5 sur 11 ) sont capables d '  i n d u i r e  50 % 

d 'adhésion avec moins de 2  Ulm1 de vWF:Ag. 
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F igu re  25 : Adhésion des placluettes au co l lagène 1 ,  I I I  non f i b r i l l a i r e  en présence de : --- - - - - - - . -- -- - - - -- -- -- -- - - -- - - - - -- - -- - -- -- - -. ---- - - - - -- - - - - . 

* [ 
1 m a t é r i e l  de dépar t  
2 p l  asiiia riorriial 
3 c r yop réc i  p i  t é  t i i l r apeu t i que  

* - concentré de f a c t e u r  VI11 chauf fé  
- concentre de f c i c teu r  V I 1 1  SD 



On peut remarquer que dans l a  sér ie  des concentrés SD (Tableau X), 

on distingue les  concentrés préparés à par t i r  d'une pâte de cryoprécipité 

d i t e  industr ie l le  ( sé r i e  1 )  de ceux préparés à par t i r  d'une pâte de 
cryoprécipité d i t e  f e u i l l e  : sé r i e  2. Seulement l e  1/3 des concentrés de l a  
sér ie  1 corri  gent 1 ' adhésion des plaquettes au col 1 agène avec moins de 2 U 

de vWF:Ag/ml (SD 3,  SD 8, SD 1 1 ) .  Par contre, les  2 l o t s  t e s t é s  de la sé r i e  
2 ( l o t  1 e t  2 )  corrigent 1 'adhésion plaquettaire avec moins de 1 U de 
vWF:Ag/ml (Tableau 1x1. 

Devant l a  différence des résu l ta t s  obtenus avec l e s  2 types de 
concentrés, chauffés e t  SD, i l  nous a paru intéressant de déterminer s i  l a  
moindre qual i té  des concentrés SD é t a i t  en relation avec l e  protocole de 
préparation ou l e  traitement chimique. Aussi, nous avons étudié l a  capacité 
à induire 1 'adhésion des plaquettes au col lagène, du produit en cours de 

fabrication avant e t  après traitement au TNBP. I l  semble (Tableau X I )  que l e  
traitement au TNBP de deux échantil lons de produit en cours de fabrication 
( A  e t  B )  que nous avons t e s t é s  ne provoque pas de modifications de leur 
capacité à induire 1 'adhésion pl aquettaire. Ces deux lo t s  sont cependant 
différents  puisque 1 ' u n  ( A )  induit  50 % d'adhésion à une concentration de 
2.38 U vWF: Ag/ml al ors  que 1 ' autre  ( B )  i n d u i t  environ 100 % d '  adhési on pour 
une concentration légèrement infér ieure.  

Les premiers résu l ta t s  obtenus en comparant l e  profil multimérique 
de 1 'échanti 1 lon A avant e t  après l e  traitement au TNBP montre qu ' i l  n'y a 
pas de modification du pourcentage de HPM du vWF. Cependant, des études 
f a i t e s  après conservation à - 20 O C  pendant 3 mois des mêmes échantillons A 

montre que l e  produit en cours de fabrication non t r a i t é  au TNBP garde l e s  
mêmes capacités à induire 1 'adhésion (Tableau XI) e t  une structure 
multimérique semblable à c e l l e  du plasma normal, a lors  que l e  produit en 
cours de fabrication t r a i t é  au TNBP e s t  incapable d' induire une adhésion 
plaquettaire ( O  % à 2 U vWF:Ag/ml ) e t  n 'a  plus aucun HPM du vWF (Fig. 26). 

2 )  Etude " i n  v ivo  : 

Une étude "in vivo" a é t é  réal isée en collectant l e s  résu l ta t s  
obtenus chez 5 malades a t t e i n t s  de vWD qui ont é t é  t r a i t é s  par des 
concentrés de FVIII SD de l a  sé r i e  1 .  Le temps de saignement ( T S )  de ces 
malades e s t  en général supérieur à l a  normale (Technique de Duke : 

Normale < 5 min). Après injection du concentré SD3, l e  TS du patient D.C.  





Fiwre 26 : Eleçtraphor+se en SOS-@garose du produit en Cours de f a b r f c a t i ~ n  
a traite au solvant-dPtergent (1 ou non traftg au 

solvant-detergent ( 2 )  après conservation 3 mois a - 20°C. 



passe de 5 à 3 minutes e t  ce durant  6 heures après i n j e c t i o n .  De même, après 

i n j e c t i o n  du concentré SD 8 l e  TS du p a t i e n t  D.J qui  é t a i t  supér ieur  à 

15 min e s t  raccourc i  à 6 min 30 pendant 5 heures. Ains i  , 1 ' i n j e c t i o n  de ces 

deux l o t s  de concentré SD appara î t  e f f i c a c e .  Par contre,  l e s  i n j e c t i o n s  des 

concentrés SD 5 e t  du SD 9 respect ivement aux p a t i e n t s  C.L. e t  D.P. ne 

modi f ient  pas l e u r  TS qui  r e s t e  supér ieur  à 15 min. Nous avons également 

constaté que 1 ' i n j e c t i o n  du concentré SD 6 au p a t i e n t  D.P n ' a  pas é t é  

c l in iquement  s a t i s f a i s a n t e  ca r  e l  l e  n ' a  pas réuss i  à stopper son hémorragie 

denta i re .  

Des études antér ieures  f a i t e s  avec des concentrés chauf fés on t  

montré que 1 ' i n j e c t i  on de concentrés chauf fés raccourc i  ssa i  t 1 e TS (Duke) de 

l a  l è r e  à l a  3ème heure après i n j e c t i o n .  Cependant, l e s  TS ne sont pas 

tou jou rs  normal isés. 

DISCUSSION 

La première étude que nous avons f a i t e  sur l e s  concentrés de F V I I I  

montre que Te chauffage (96 h à 68 OC) a un e f f e t  f avo rab le  sur l e  vWF. Les 

d i f f é r e n t s  l o t s  de concentrés de F V I I I  chauf fés que nous avons é tud iés  sont  

tous capables d ' i n d u i r e  50 % d 'adhésion p l a q u e t t a i r e  avec moins de 2 U de 

vWF:Ag/ml e t  ont un pourcentage de HPM du vWF semblable à l a  pâte de 

c r y o p r é c i p i t é  de dépar t .  Notre étude, cependant, n ' a  p o r t é  que sur  4 l o t s  

d i f f é r e n t s  puisque l e  t ra i t emen t  par chauffage qu i  n ' i n a c t i v e  pas l e  v i r u s  

de l ' h é p a t i t e  non-A non-B a v i t e  é t é  supplanté par l e  t ra i t emen t  au solvant  

détergent  qu i ,  l u i ,  i n a c t i v e  beaucoup p l u s  l e  v i r u s  de l ' h é p a t i t e  non-A 

non-B. A ins i ,  il n ' a  pas é té  poss ib le ,  vu l a  cou r te  pér iode de cession de ce  

p r o d u i t  d ' e f f e c t u e r  de nombreuses études " i n  v ivo" .  Cependant, d '  après 1 es 

quelques r é s u l t a t s  des études f a i t e s  chez l e s  vWD, il semble que l e s  

concentrés de F V I I I  chauf fés é t a i e n t  e f f i c a c e s  chez ces malades. 

Les concentrés de F V I I I  SD obtenus à p a r t i r  de l a  méthode 

d '  i n a c t i v a t i o n  v i r a l e  par so l  vant  détergent  on t  une a c t i v i t é  spéc i f i que  

supér ieure aux concentrés chauf fés.  I l s  sont cependant moins aptes à 

c o r r i g e r  1 ' adhésion des p laquet tes  au c o l  1 agène, on t  moins de HPM du vWF e t  

apparaissent moins e f f i c a c e s  dans l e  t ra i t emen t  de l a  vWD. 

Les d i f férences observées dans l e s  p r o p r i é t é s  d'adhésion 

p l a q u e t t a i r e  e n t r e  l e s  l o t s  de l a  s é r i e  1 e t  ceux de l a  s é r i e  2 l a i s s e n t  

penser que l a  f a i b l e  capac i té  à i n d u i r e  l ' adhés ion  p l a q u e t t a i r e  des 

concentrés de F V I I I  de l a  s é r i e  1 e s t  l i é e  à l a  q u a l i t é  de l a  pâte de 

c r y o p r é c i p i t é  e t  non au t ra i t emen t  par l e  TNBP. Néanmoins, ces r é s u l t a t s  



do ivent  ê t r e  v é r i f i é s  sur un nombre de concentrés de l a  s é r i e  2  au moins 

équ iva len t  à c e l u i  de l a  s é r i e  1. De plus, i 1 sera nécessai re de comparer 

l e s  p rop r ié tés  adhésives des pâtes de c r y o p r é c i p i t é  elles-mêmes. 

Nous avons montré que l e  vWF du p r o d u i t  en cours de f a b r i c a t i o n  

t r a i t é  au TNBP a v a i t  l a  même capac i té  à i n d u i r e  1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  e t  

l a  même s t r u c t u r e  mul t imér ique que l e  vWF du p r o d u i t  en cours de f a b r i c a t i o n  

avant t ra i t emen t  au TNBP. Ces r é s u l t a t s  tendent à montrer que l e  t ra i t emen t  

au TNBP n ' e s t  pas responsable de l a  pe r te  d ' a c t i v i t é  du vWF. Cependant, l a  

d i s p a r i t i o n  des HPM du vWF e t  l a  per te  des capac i tés  d'adhésion après 

conservat ion à - 20 O C  du p r o d u i t  en cours de f a b r i c a t i o n  t r a i t é  au TNBP 

l a i s s e n t  suspecter un dé faut  de s t a b i l i t é  du vWF. 

Il e s t  poss ib le  que l e  TNBP r e t i r e  ou dénature un composé plasmatique 

nécessai re à l a  s t a b i l i s a t i o n  du vWF e t  q u ' a i n s i  l e s  étapes u l t é r i e u r e s  de 

p répa ra t i on  des concentrés SD dont 1  a  lyophi  1  i s a t i o n  f a v o r i  sent c e t t e  p e r t e  

d ' a c t i v i t é  du vWF. Il sera  donc nécessaire, après a v o i r  renouvelé des 

comparaisons sur l a  conserva t ion  du vWF dans des p r o d u i t s  t r a i t é s  ou non au 

TNBP, d ' é t u d i e r  l ' e f f e t  de l a  l y o p h i l i s a t i o n  sur  l e  vWF. 

L ' i n t e r p r é t a t i o n  des d i f f é r e n t e s  méthodes d 'é tude du vWF montre 

que 1  ' a c t i v i t é  co fac teur  de l a  r i s t o c é t i n e  n ' e s t  pas un bon i n d i c a t e u r  de 

1  ' a c t i v i t é  b i  01 ogi  que du vWF pui  sque, b ien  qu ' e l  1  e  semble p a r f o i  s  c o r r é l  ée 

au pourcentage de HPM du vWF, e l l e  n ' e s t  pas c o r r é l é e  à l ' adhés ion  

p l a q u e t t a i r e  n i  aux r é s u l t a t s  obtenus " i n  v ivo" .  A ins i  l e  concentré SD 5 q u i  

a  un co fac teu r  de l a  r i s t o c é t i n e  re la t i vement  é levé  (2.03 U/mg) ne c o r r i g e  

n i  1  'adhésion p laque t ta i re ,  n i  l e  TS i n  v ivo.  

En ce qu i  concerne l e  pourcentage de HPM du vWF, on v o i t  que su r  

l e s  5  l o t s  qu i  i ndu i sen t  50 % d'adhésion p l a q u e t t a i r e  avec moins de 2  U  de 

vWF:Ag/ml, 4 on t  un pourcentage de HPM supér ieur  à 38 %, a l o r s  que l e s  6 

l o t s  qu i  ne peuvent i n d u i r e  50 % d'adhésion p l a q u e t t a i r e  à 2 U de vWF:Ag/ml 

on t  tous un pourcentage de HPM du vWF i n f é r i e u r  à 38 %. Parmi l e s  5 q u i  

c o r r i g e n t  1  'adhésion p l  aque t ta i re ,  b ien  que l e s  d i f f é r e n c e s  soient  peu 

s i g n i f i c a t i v e s ,  on remarque que l e s  concentrés SD 3 e t  SD 2  qu i  ont  l a  

mei 11 eure capac i té  à c o r r i  ger  1  ' adhésion p l  aquet ta i  re ,  on t  également 1  es 

pourcentages l e s  p l u s  é levés de HPM du vWF e t  que l e  concentré SD 11 qui  e s t  

1  e  moins apte à c o r r i g e r  1  ' adhési on , a  l e  pourcentage de HPM du vWF 1  e  

moins élevé. De même, tous l e s  concentrés chauf fés on t  un pourcentage de HPM 

supér ieur  à 49 % e t  i n d u i s e n t  50 % d 'adhésion p l a q u e t t a i r e  à moins de 2  U de 

vWF:Ag/ml . De plus, on v o i t  que l e s  deux concentrés qu i  ont  respect ivement 



60 e t  61 % de HPM du vWF, c o r r i g e n t  mieux 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  que ceux 

qu i  on t  49 e t  50 % de HPM du vWF. L'ensemble de ces r é s u l t a t s  montre que l a  

présence de HPM du vWF p o u r r a i t  ê t r e  un i n d i c a t e u r  d 'une bonne conservat ion 

du vWF e t  que de ce f a i t ,  e l l e  e s t  souvent c o r r é l é e  à l ' a c t i v i t é  du vWF dans 

1  ' adhési on p l  aquet ta i  r e .  Cependant, i 1 s  ' avère dé1 i c a t  de prévoi  r 

1  ' e f f i c a c i t é  d i  un concentré thérapeut ique par  1  a  simple analyse des 

mult imères du vWF ca r  i 1 n ' e x i s t e  pas de c o r r é l a t i o n  év idente e n t r e  l e s  2 

paramètres. 

La capac i té  de d i f f é r e n t s  concentrés de F V I I I  à i n d u i r e  l ' adhés ion  

des p laquet tes  au c o l  1  agène semble, e l  le ,  ê t r e  nécessaire pour c o r r i g e r  l e  

temps de saignement " i n  v ivo" .  

En e f f e t ,  sur  5  p a t i e n t s  vWD t r a i t é s  par des concentrés de F V I I I  

SD, seuls  l e s  2 p a t i e n t s  (D.C. e t  D.J.) qu i  ont  reçu  des concentrés 

(respect ivement SD 3 e t  SD 8) capables d ' i n d u i r e  50 % d'adhésion avec moins 

de 2 U de vWF:AG/ml on t  eu s o i t  une no rma l i sa t i on  (D.C.) s o i t  une f o r t e  

d im inu t i on  (D.J.) de l e u r  temps de saignement. Chez l e s  3 autres p a t i e n t s  

t r a i t é s  avec des concentrés incapables d '  i n d u i r e  50 % d'adhésion avec moins 

2 U de vWF:Ag/ml , i 1 n ' a  é t é  observé aucune c o r r e c t i o n  du temps de 

saignement. Néanmoins, 1  a  technique de pe r fus ion  requ ise  pour q u a n t i f i e r  1  a  

capac i té  d ' i n d u i r e  1  'adhésion p l  aque t ta i re  e s t  une technique longue, 

d é l i c a t e ,  nécess i tan t  un grand volume de sang f r a i s  e t  peut donc 

d i f f i c i l e m e n t  ê t r e  appl iquée à un c o n t r ô l e  de q u a l i t é  des d i f f é r e n t s  l o t s  de 

concentrés de F V I I I .  Par contre,  e l  l e  nous semble pa r t i cu l i è remen t  b ien  

adaptée à une éva lua t i on  de d i v e r s  p r o d u i t s  obtenus par des procédés 

d i f f é r e n t s .  



DISCUSSION GENERALE 

Depuis de nombreuses années, l e  "Labora to i re  de Recherche sur  

1  'Hémostase du C.R.T.S de L i l l e "  a  o r i e n t é  ses t ravaux sur 1  'é tude de l a  

s t r u c t u r e  e t  du r ô l e  physio logique du complexe FVIII/vWF. C 'es t  a i n s i  qu 'en 

c o l  1  abora t ion  avec 1  e  1  abora to i  r e  de Biochimie de 1  ' Uni ve rs i  t é  des Sciences 

de L i l l e  1  (Prof .  J. Mont reu i l ,  LA CNRS 2171, il s ' e s t  pa r t i cu l i è remen t  

at taché à p réc i se r  l a  composit ion e t  l a  s t r u c t u r e  des glycannes du vWF 

(Samor e t  a l  ., 1982, Samor e t  a l  .) 1986, Samor e t  a l  ., 1987). En out re ,  i 1 a  

abordé l e  problème du r ô l e  de ces glycannes e t  a  montré notamment que l e  vWF 

dépourvu d 'ac ide  s i a l  ique e t  d'une p a r t i e  de ses rés idus  galactose, se 

f i x a i t  moins b ien aux p laquet tes,  en présence de r i s t o c é t i n e ,  que l e  vWF 

n a t i f  (Goudemand e t  a1 ., 1985). Néanmoins, 1  a  f i x a t i o n  aux p laquet tes,  dans 

ces cond i t i ons  non physiologiques, n ' e s t  qu'une f a c e t t e  de l ' a c t i v i t é  

b io log ique  du vWF e t ,  t o u t  comme 1  ' a c t i v i t é  co fac teur  de l a  r i s t o c é t i n e ,  ne 

peut ê t r e  ass imi lée à 1  'ensemble des fonc t i ons  que l e  vWF r e m p l i t ,  t a n t  au 

n iveau de l ' i n t e r a c t i o n  plaquette/sous endothél ium qu'au niveau i n t e r a c t i o n  

p laquet te /p laquet te ,  dans l e  processus de l 'hémostase pr ima i re .  C 'es t  

pourquoi i 1 es t  apparu indispensable de r e c o u r i r  aux techniques de 

per fus ion " i n  v i t r o "  qu i ,  dépendantes du vWF, respectent  l e s  cond i t i ons  de 

l a  c i r c u l a t i o n  sanguine. Ces techniques sont  en e f f e t ,  à 1  'heure ac tue l l e ,  

considérées comme un des m e i l l e u r s  modèles expérimentaux pour l ' é t u d e  de 

1  'adhésion p l  aquet ta i  r e  (Baumgartner e t  a l  . 1972, Sakari  assen e t  a l  . 1983). 

Notre première tâche a  donc cons i s té  à adapter ces techniques au 

l a b o r a t o i r e  a f i n  de pouvoi r  d isposer  d 'un système d 'é tude des fonc t i ons  du 

f a c t e u r  Wi l lebrand se rapprochant des cond i t i ons  physiologiques. 

Après un stage dans l e  l a b o r a t o i r e  du Professeur Sixma, à 

Utrecht ,  qu i  à 1  'époque é t a i t  l ' u n  des seuls l a b o r a t o i r e s  avec c e l u i  du 

Professeur Baumgartner à Bâle, à maCtri ser  par fa i tement  1  es techniques 

d 'é tude de l ' adhés ion  p laque t ta i re ,  nous nous sommes e f fo rcés ,  avec l e s  deux 

chambres de pe r fus ion  1  'une annul a i re ,  permettant 1  'é tude de 1  ' adhésion au 

sous-endothélium, e t  l ' a u t r e  rec tangu la i re  pour l ' é t u d e  de l ' adhés ion  au 



col lagène,  à r e p r o d u i r e  l e s  expér imenta t ions  montrant  l e  r ô l e  du vWF dans 

l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  mesurée pour ces deux systèmes. Nous avons a i n s i  

v é r i f i é ,  en nous basant su r  l e  nombre de p l aque t t es  f i x é e s  au cours  de 

p e r f u s i o n  de c i n q  minutes à des v i t esses  de c i s a i  1  lement supér ieures  à 

500 sec -' , q u ' i l  e x i s t e  un dé fau t  de f i x a t i o n  aux c o n s t i t u a n t s  du sous 

endothél ium des p l aque t t es  radiomarquées l o r sque  l e  p e r f u s a t  e s t  dépourvu de 

vWF. Ce d é f a u t  e s t ,  conformément à l a  l i t t é r a t u r e ,  e t  consécut ivement à l a  

présence de vWF au n iveau  du sous endothél ium, beaucoup p l u s  impo r tan t  en 

chambre r e c t a n g u l a i r e  où l a  f i x a t i o n  se f a i t  su r  du co l lagène,  qu 'en chambre 

annu la i re ,  où c ' e s t  l e  sous-endothélium qu i  e s t  u t i l i s é .  La f i x a t i o n  des 

p l aque t t es  e s t  r é t a b l i e  par  a d j o n c t i o n  de nos p répara t ions  de vWF p u r i f i é ,  

ce  qu i  permet d ' u t i l i s e r  c e t t e  techn ique  pour mesurer l ' a c t i v i t é  

f o n c t i o n n e l l e  de d i ve rses  p répa ra t i ons  de vWF. 

Après ces mises au p o i n t  p réa lab les ,  nous avons a i n s i  abordé l e  

problème du r ô l e  des glycannes du vWF. Pour ce, nous avons é t u d i é  l ' e f f e t  de 

d i ve rses  exoglycos idases sur  l e  vWF. En prenant  s o i n  de t r a v a i  1  l e r  en 

présence d ' i n h i b i t e u r s  de protéases, l a  p a r t i e  g lycanique du vWF ayant é t é  

démontrée j o u e r  un r ô l e  p r o t e c t e u r  v i s - à - v i s  de son i n t é g r i t é  mu1 t i m é r i q u e  

( F e d e r i c i  e t  a1.,1987 a ) ,  nous avons montré, en c o l l a b o r a t i o n  avec l ' é q u i p e  

de F e d e r i c i  ( M i l a n )  e t  c e l l e  du Professeur  Sixma, que 1  'adhésion 

p l  a q u e t t a i r e  au c o l  1 agène e s t  augmentée, en présence du vWF d é s i a l y l é  

[ ( ~ e u a s e ) v ~ ~ ] o u  du vWE dés i  a l y l  é p u i  s soumi s  à. une Ga1 a c t o s i  dase[ ( Neu-Ga1 l ase  

VWF] ( F e d e r i c i  e t  a l . ,  1987 b ) ,  comparée à ce1 l e  obtenue avec l e  vWF n a t i f .  

Au vu des r é s u l t a t s  a n t é r i e u r s  (Goudemand e t  a l . ,  1985) e t  du 

f a i t  que l e s  mêmes domaines du vWF e t  l e s  mêmes récep teurs  p l a q u e t t a i r e s ,  en 

l ' o ccu rence  l a  GPIb, son t  imp l iqués  dans l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e  e t  dans l a  

f i x a t i o n  du vWF aux p laque t tes ,  en présence de r i s t o c é t i n e ,  nous avons, su r  

une même p répa ra t i on ,  montré à l a  f o i s  l ' augmenta t ion  de l ' a d h é s i o n  

p l a q u e t t a i r e  au c o l  lagène e t  l a  d i m i n u t i o n  de l a  f i x a t i o n  aux p l aque t t es  en 

présence de r i s t o c é t i n e .  Ceci montre que 1 a  p r o p r i é t é  du vWF à se f i x e r  aux 

p l aque t t es  en présence de r i  s t o c é t i n e  n ' e s t  pas c o r r é l é e  avec son r ô l e  dans 

1  ' adhésion p l  a q u e t t a i r e  é tud iée  pa r  l e s  systèmes de pe r fus ion .  Il e s t  

p o s s i b l e  que ces deux p r o p r i é t é s  s o i e n t  r é g i e s  par  des mécanismes d i f f é r e n t s  

e t  que l ' e f f e t  des monosaccharides dans l ' i n t e r a c t i o n  du vWF avec l a  

p l a q u e t t e  s o i t  beaucoup p l u s  impo r tan t  dans l a  f i x a t i o n  du vWF en présence 

de r i  s t o c é t i n e  que dans 1 'adhésion p l  aque t t a i r e .  



Le deuxième commentaire à propos de ces expér iences e s t  que nous 

avons observé, à p l u s i e u r s  r e p r i s e s ,  que des formes du vWF mod i f i ées  pa r  l a  

neuraminidase e t  l a  fi -ga lac tos idase ,  e t  ayant conservé l e u r  p r o p r i é t é  

adhésives v i  s -à -v i  s  des p l  aquet tes é t a i e n t  dépolyméri  sées. Ceci montre, en 

accord avec d ' a u t r e s ,  que l e s  formes l e s  p l u s  lourdes  du vWF ne sont pas 

ind ispensab les  à son a c t i o n  dans 1 'adhésion p l a q u e t t a i r e  " i n  v i t r o " .  A f i n  de 

déterminer  1  ' o r i g i n e  de 1 ' augmentation de 1 'adhésion p l  a q u e t t a i r e ,  nous 

avons également mesuré l a  f i x a t i o n  au c o l  lagène du vWF n a t i f  ou m o d i f i é  par  

1  es exoglycosidases. A ins i  , nous avons montré que 1 a f i x a t i o n  au c o l  1  agène 

du Neu ase vWF n ' é t a i t  que légèrement augmentée, e t  que c e l l e  du (Neu-gal)  

ase vWF é t a i t  s im i  l a i r e  à c e l l e  du vWF n a t i f .  Ce r é s u l t a t  p r é l i m i n a i r e  ne 

permet pas d ' a f f i r m e r  que 1 ' augmentation de 1 'adhésion p l  aque t t a i  r e  r é s u l t e  

de 1 'augmentat ion de 1 ' i n t e r a c t i o n  p l  aque t te /p l  aquet te .  Ceci p o u r r a i t  ê t r e  

en r e l a t i o n ,  d 'une p a r t  aux p r o p r i é t é s  d ' a g r é g a t i o n  du PRP des p répa ra t i ons  

de Neu ase vWF e t  de (Neu-gal ) ase vWF, e t  d '  a u t r e  p a r t  à 1  ' augmentation de 

l a  f i x a t i o n  de ces p répa ra t i ons  aux p l aque t t es  en présence de thrombine, q u i  

f a i t  i n t e r v e n i r  l e s  g l ycop ro té i nes  I I b  I I I a  imp l iquées  dans l ' é t a l e m e n t  des 

p l aque t t es  e t  1  ' i n t é r a c t i o n  p l  aque t te /p l  aque t te  (Sakar i  assen e t  a l  . , 1986). 

L'ensemble de nos r é s u l t a t s  semblent montrer que, dans l e s  

c o n d i t i o n s  employées, l e s  monosaccharides ex te rnes  du vWF n ' o n t  pas un r ô l e  

p r i m o r d i a l  dans 1 ' adhésion p l  aque t t a i  r e  " i n  v i  t r o u .  Cependant, de ces 

expér imentat ions,  on ne peu t  nu l lement  conc lu re  que l e s  glycannes du vWF 

n ' o n t  aucun r ô l e  b i o l og ique ,  mais à l ' h e u r e  a c t u e l l e  il f a u t  admettre que ce  

r ô l e  éventuel  r e s t e  t r è s  con t rove rsé  e t  demeure t r è s  d i f f i c i l e  à é t u d i e r .  En 

e f f e t ,  on ne peut  encore, de façon sûre, empêcher une dépo lymér isa t ion  du 

vWF dont  on a mod id ié  l a  copu le  g lycannique e t  a i n s i  t o u t e  i n t e r p r é t a t i o n  

su r  l e  r ô l e  des glycannes consécu t i ve  à 1 ' a c t i o n  des g lycos idases peut e l  l e  

ê t r e  due à un e f f e t  i n d i r e c t  de c e l l e s - c i  sur  l a  s t r u c t u r e  I I I a i r e  e t  I V a i r e  

du vWF. De p lus,  d i f f é r e n t s  essa is  e n t r e p r i s  dans n o t r e  l a b o r a t o i r e  avec une 

endoglycosidase se sont  r é v é l é s  t r è s  décevants c a r  i l s  o n t  condu i t  à l a  

p r é c i p i t a t i o n  du vWF qui  e s t  devenu i n s o l u b l e  en m i l i e u  phys io log ique .  C ' e s t  

pourquoi,  il nous p a r a i t  ac tue l lement  ind ispensab le  d 'essayer  de t r a v a i l l e r  

su r  l e s  domaines f o n c t i o n n e l s  g lycopept id iques  i s o l é s  du vWF a f i n  de 

pouvo i r ,  p a r t a n t  de molécules moins complexes e t  é t u d i a n t  une f o n c t i o n  b i e n  

p a r t i c u l i è r e ,  déterminer  s i  c e r t a i n s  glycannes du vWF on t  une f o n c t i o n  

p r é c i s e  dans l e s  d i f f é r e n t e s  étapes du processus de l 'hémostase p r ima i re .  

Disposant d 'un  système de mesure de l ' a c t i v i t é  f o n c t i o n n e l l e  du 

vWF, il nous e s t  également paru i n t é r e s s a n t  de l ' u t i l i s e r  pour é t u d i e r  



1  ' e f f e t  des d i v e r s  an t i co rps  monoclonaux (AcM) a n t i  -vWF récemment 

d ispon ib les  au l abo ra to i re .  C 'es t  a i n s i  que nous avons t rouvé que t r o i s  

an t icorps  monoclonaux é t a i e n t  i nhi  b i  t eu rs  de 1  ' adhési on p l  aquet ta i  re .  Parmi 

eux, l e  211 A6, i n h i b i t e u r  de l ' adhés ion  p l a q u e t t a i r e  au sous-endothélium e t  

au co l  lagène, i n h i b e  l a  f i x a t i o n  du vWF sur  l a  p laque t te  en présence de 

r i s t o c é t i n e .  Il es t  donc probable vu l a  l i t t é r a t u r e  ( c f t  p. 20) que c e t  

an t icorps  reconnaisse un ép i tope s i t u é  du c ô t é  NH2 te rmina les  du vWF. Nous 

avons également montré que c e t  an t icorps ,  contra i rement  à d ' a u t r e s  (Sixma e t  

a l .  1984 a )  a v a i t  un e f f e t  i n h i b i t e u r  de 1  'adhésion p l a q u e t t a i r e  à basse 

v i t e s s e  de c i s a i l l e m e n t ,  ce qu i  suggère que c e t  an t i co rps  r e c o n n a i t r a i t  un 

épi tope imp l iqué dans 1  'adhésion à basse v i t e s s e  de c i s a i  1  lement. En e f f e t ,  

comme l ' a  également envisagé Sixma (1987) il e s t  poss ib le  que l e  r ô l e  du vWF 

ne s o i t  pas l i m i t é  aux fo rces  de c i s a i l l e m e n t  élevées mais que ce so ien t  l e s  

l i m i t e s  de nos méthodes d ' i n v e s t i g a t i o n  qui  ne permet t ra ien t  de l e  me t t re  en 

évidence que dans ce r ta ines  cond i t i ons .  Il e s t  également poss ib le  que ce 

s o i t  l a  p l u s  grande s p é c i f i c i t é  de 1'AcM 211 A6 pour l e  s i t e  du vWF impl iqué 

dans l ' adhés ion  qui  exp l ique son e f f e t  i n h i b i t e u r  p a r t i c u l i e r .  

Deux aut res  AcM, l e  21 A l  1  e t  l e  21 H  12, for tement  i n h i b i t e u r s  

de 1  'adhésion des p laquet tes  au c o l  lagène, mais peu i n h i b i t e u r s  de ce1 l e  au 

sous-endothél ium, i n h i b e n t  l a  f i x a t i o n  du vWF au co l  lagène f i  b r i  1  l a i r e .  Ces 

an t i co rps  sont,  par a i l l e u r s ,  i n h i b i t e u r s  de l a  f i x a t i o n  du vWF plasmatique 

au col lagène. Il semble donc que ces deux an t i co rps  so ien t  d i r i g é s  con t re  l e  

ou l e s  s i t e s  de f i x a t i o n  au co l lagène du vWF e t  il nous faudra  déterminer s i  

ces deux an t i co rps  sont  d i r i g é s  con t re  des épi topes du même s i t e  ou con t re  

l e s  deux " s i t e s  col lagènes" ( c f t  p. 20) du vWF. Leur f a i b l e  a c t i o n  

i nh i  b i  tri ce sur  1  ' adhésion p l  aque t ta i  r e  au sous-endothél i um, prouve que des 

c o n s t i t u a n t s  du sous-endothélium, au t re  que l e  col lagène, sont impl iqués 

dans 1  'adhésion p l  aque t ta i re .  

Enf in ,  l a  technique de pe r fus ion  s ' e s t  avérée i n té ressan te  pour 

apprécier  1  ' a c t i v i t é  de c e r t a i n e s  f r a c t i o n s  thérapeut iques dest inées au 

t ra i t emen t  de l a  maladie de Wi l lebrand.  En e f f e t ,  compte tenu q u ' i l  n ' e x i s t e  

à 1  'heure ac tue l  l e ,  aucun t r a i t e m e n t  to ta lement  s a t i s f a i s a n t  de 1  a  maladie 

de Wi l lebrand ( c f t  p. 124) puisque l ' i n j e c t i o n  de c r y o p r é c i p i t é  congelé qu i  

diminue l e  temps de saignement comporte des r i sques  de contaminat ion v i r a l e ,  

e t  que l ' u t i l i s a t i o n  de concentrés de F V I I I  ayant subi une i n a c t i v a t i o n  

v i r a l e ,  s ' avè re  peu apte  à d iminuer  l e  temps de saignement, nous avons voulu 

v é r i f i e r  que l e s  r é s u l t a t s  de c o r r e c t i o n  de l ' adhés ion  p l a q u e t t a i r e  obtenus 

en présence de c e r t a i n s  concentrés de F V I I I  é t a i e n t  en c o r r é l a t i o n  avec l e u r  



e f f i c a c i t é  thérapeut ique,  cec i  a f i n  de pouvoir  d isposer  d 'un  t e s t  " i n  v i t r o "  

permettant de p r é v o i r  1 ' a p t i t u d e  de ces concentrés obtenus par d i  vers  

procédés complétés de d i f f é r e n t e s  techniques d ' i n a c t i v a t i o n  v i r a l e ,  à 

r a c c o u r c i r  l e  temps de saignement. 

L'ensemble des r é s u l t a t s  obtenus sur d i v e r s  concentrés de F VI11 

thérapeut iques a montré que l e  co fac teur  de l a  r i s t o c é t i n e  n ' a p p a r a i t  pas du 

t o u t  en c o r r é l a t i o n  avec 1 'adhésion p l a q u e t t a i r e  e t  l e  temps de saignement. 

Le pourcentage de HPM du vWF semble ê t r e  un bon i n d i c a t e u r  de l ' a c t i v i t é  du 

vWF mais i 1 ne peut à l u i  seul p r é d i r e  1 ' e f f i c a c i t é  physio logique du vWF. En 

e f fe t ,  nous avons montré que l e s  concentrés e f f i c a c e s  dans l ' adhés ion  

p l a q u e t t a i r e  e t  l e  t ra i t emen t  de l a  maladie de W i  1 lebrand o n t  généralement 

un pourcentage de HPM de vWF p lus  important  que ceux qu i  sont  incapables 

d '  i n d u i r e  c e t t e  adhésion. Cependant, c e t t e  d i f f é r e n c e  e s t  souvent t r o p  

p e t i t e  pour p r é v o i r  l ' e f f i c a c i t é  " i n  v i v o "  du p r o d u i t .  11 appara î t  donc que 

seule 1 'augmentation de 1 ' adhésion p l  aque t ta i re  au c o l  1 agène semble b i e n  

c o r r é l é e  avec 1 a c o r r e c t i o n  du temps de saignement observée " i n  v i vo "  chez 

l e s  p a t i e n t s  vWD. 

Sur 1 'ensemble des l o t s  que nous avons étudié,  i 1 apparai t que 

1 es concentrés de FVI II chauf fés sont p l  us aptes à i n d u i r e  1 ' adhésion que 

l e s  concentrés de F V I I I  t r a i t é s  par so lvant  e t  détergent  (SD). De plus, nous 

avons montré que l a  capac i té  des concentrés de F V I I I  SD à i n d u i r e  l ' adhés ion  

sembla i t  dépendante du t y p e  de m a t é r i e l  de départ.  D 'au t re  par t ,  s i  l e  

t ra i t emen t  SD par  l u i  même n ' a f f e c t e  pas l a  s t r u c t u r e  mul t imér ique n i  l e s  

p rop r ié tés  d'adhésion du vWF, il e s t  poss ib le  cependant, mais cec i  r e s t e  à 

v é r i f i e r ,  q u ' i l  a i t  un e f f e t  d e s t a b i l i s a n t  sur l e  vWF, ce qu i  peut exp l i que r  

l a  f a i b l e  capac i té  des concentrés de F V I I I  SD l y o p h i l i s é s  à i n d u i r e  

1 ' adhésion p l  aquet ta i  re .  

A ins i ,  l e s  techniques d 'é tude de 1 ' adhésion des p laquet tes  

radiomarquées au sous-endothélium ou au col lagène, que nous avons 

i n t r o d u i t e s  e t  appliquées au cours de ce t r a v a i l  de thèse, se sont révélées 

t r è s  in te ressantes  pour 1 'é tude des p rop r ié tés  du vWF, t a n t  dans l e s  études 

fondamentales concernant l e s  r e l a t i o n s  s t ruc tu re - fonc t i ons  du f a c t e u r  

W i  1 lebrand, que dans l e  domaine t rans fus ionne l  pour 1 ' app réc ia t i on  de 

l ' a c t i v i t é  de concentrés thérapeut iques.  
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