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Introduction générale

Le sang circule sous pression a I'é&at liquide dans le systéme vasculaire, en cas de
blessure d'un vaisseau, pour arréter I'némorragie, les plaguettes obturent la bréche en venant y
agréger, cette premiére phase est appelée I'hémostase primaire, cet agrégat plaquettaire est
ingtable et perméable; il doit ére consolidé, c'est le réle de la coagulation qui transforme,
aprés une cascade d'activations enzymatiques, le fibrinogéne soluble en fibrine insoluble qui
vient consolider I'agrégat plaguettaire en le coiffant d'un fin réseau fibrineux. La masse
fibrino-plaquettaire qui a obturé la bréche sera résorbée les jours suivants par la troiséme
phase, lafibrinolyse, aprés réparation de la paroi du vaisseau.

Les affections hémorragiques se caractérisent par un déficit de I'némostase primaire,
de la coagulation ou une activité accrue. Les troubles de I'némostase primaire sont secondaires
aux déficits plaquettaires quantitatifs (thrombopénie) ou qualitatifs (thrompbopathie) d'origine
acquise ou héréditaire. Ils peuvent également compliquer les déficits quantitatifs ou qualitatifs
du facteur von Willebrand.

Le facteur von Willebrand joue un réle primordial dans I’hémostase primaire et
secondaire. La maladie de von Willebrand est due a une anomalie soit quantitative, soit
qualitative du facteur von Willebrand. Il s’agit de I’anomalie constitutionnelle de I’hémostase
la plus fréguente. Elle se manifeste par un syndrome hémorragique, principalement cutanéo-
mugueux, et est caractérisée par une trés grande hétérogénété clinique et biologique. La
transmission est autosomale, généralement dominante. Il existe deux grands groupes de déficit
en VWF : quantitatif, partiel (type 1) ou total (type 3), et qudlitatif (type 2) regroupant
plusieurs sous-types (2A, 2B, 2M, 2N). Son dépistage repose en premier lieu sur une bonne
anamnese. 1l est ensuite important de confirmer le diagnostic dans un laboratoire spéciaisé
car un traitement adéquat peut étre prescrit pour éviter des complications hémorragiques.

Notre travail sinscrit dans le cadre de I'éude de la prévalence de la maladie de von
Willebrand chez une partie de la population de I'Est et du Sud Algériens par son diagnostic
biologique. Il visea:

@ Savoir sil sagit de lamaadie hémorragique constitionnelle la plus fréquente.
@ Connaitre le diagnogtic de la maladie de von Willebrand.

@ Savoir le diagnogtic différentiel.

@ Ftudier la physiopathologie de la maladie de Willebrand.



@ Connditre les anomdies de I'hémostase primaire responsable de cette
pathologie.

Ce mémoire sarticule en deux parties:

@ Dans un premier temps, nous présenterons la physiologie de I'némostase, la
physiopathologie de la maladie de von Willebrand, son traitement et son
diagnostic.

@ Laseconde partie rapporte les techniques utilisées et les résultats obtenus de ce

diagnostic sur une population de 200 sujets suspects.
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|.1.Géneralités

Toute rupture de I’intégrité du circuit vasculaire & I’origine d’une fuite sanguine,
déclenche une érie de processus cellulaires et biochimiques assurant I’ obturation de la bréche
et le contrble de I’hémorragie. L’hémogtase répond a I’ensemble de ces mécanismes
physiologiques et comprend plusieurs étapes intriquées et interdépendantes qu’il convient
d’isoler par souci descriptif en:

*Hémostase primaire, premiére éape d’urgence du contréle hémorragique, conduisant au
thrombus plaquettaire en une durée de 3 a5 minutes;

*Hémostase secondaire, ou coagulation plasmatique, dont lerdle est de consolider le thrombus
plaguettaire par la congtitution d’un réseau protéique de fibrine en une durée de 5 a 10
minutes ;

Fibrinolyse assurant secondairement la dégradation enzymatique de la masse
fibrinoplaguettaire &1’issue de la réparation vasculaire en une durée de 48 &4 72 heures.
L’ensemble de ces processus est étroitement régulé par la mise en oeuvre d’un systeéme trés
complexe d’activateurs et d’inhibiteurs, permettant a I’hémostase de se développer au foyer
méme de la breche vasculaire sans extension a distance. Une parfaite harmonie entre ces deux
systémes concourent au maintien de I'éguilibre hémogtatique. Un dysfonctionnement de I'un
de ces deux systémes pourra induire soit une tendance hémorragique (anomalie de systéme
d'activation), soit une tendance thrombotique (anomalie de systéme d'inhibition) (De Revel et
Doghmi, 2004).

[.2. L'hémostase primaire

Cest la premiére éape, qui comprend I'ensemble des interactions entre la paroi
vasculaire, les plaguettes sanguines, et certains facteurs de coagulation, aboutissant a la
formation d'un thrombus blanc, essentiellement plaguettaire, qui permet I'obturation rapide de
la bréche vasculaire (Bernard et al., 2004).

L'hémostase primaire fait intervenir 3 acteurs principaux : les vaisseaux, les plaguettes
et le facteur von Willebrand (VWF) ou facteur Willebrand. Le fibrinogene, a I'état de traces,
est également nécessaire al'hémostase primaire (Samamacet al., 2004).

Nous alons les décrire avant d'aborder les différentes étapes de leurs interactions

conduisant au thrombus plaguettaire.
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[.2.1. Paroi vasculaire

La paroi du vaisseau comporte 3 tuniques concentriques. l'intima (tunique le plus
interne) formée de I'endothélium et du sous-éndothéluim, puis la média et I'adventice (Lévy et
al., 2001).

a) Cellule endothédiale (I'endothélium)

Les cellules endothdliales tapissent la surface interne de la lumiére vasculaire et sont
agencées en une monocouche de cellules cohésives dont les propriétés sont nombreuses et
varient en fonction de leur éat d’activation : thrombomodulation, production protéque,
perméabilité séective assurant les échanges entre le sang et le milieu intérieur (De Revel et
Doghmi, 2004).

b) Le sous-endothdium

Le sous-endothélium est thrombogéne, composé de macromlécules synthétisées par la
cellule endothéliale sus-jacent (collagénes, microfibrilles, fibronectine, thrombospondine,
facteur Willebrand, glycosaminoglycanes), il provoque I'adhésion des plaquettes (Lévy et al.,
2001).

La cellule endothédliale est par ailleurs le siege d’une activité métabolique intense conduisant
notamment a la production de nombreuses molécules impliquées dans les phénoménes
d’hémostase :

« le collagene IV une des principal es protéines prothrombogeéne ;

« le facteur von Willebrand, protéine d’adhésion plaguettaire, stocké sous la forme de
multiméres de haut poids moléculaire ;

« le facteur tissulaire, récepteur du facteur VII, initiant la voie extrinseque de la coagulation ;

« lathrombomoduline qui, en présence de thrombine, active la protéine C, facteur inhibiteur
de la coagulation ;

+ les protéines vasoactives telles que le monoxyde d’azote (NO) vasodilatateur ou
I’endothéline vasocongtrictrice ;

 les protéines modulant & la fois I’activité plaquettaire et la vasomotricité telles la

prostacycline (PGI2), antiagrégante et vasodilatatrice ou la thromboxane A, (TXA)),
proagrégante et vasoconstrictrice (De Revel et Doghmi, 2004).
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[.2.2. Les plaquettes sanguines

Les plaguettes sont des ééments cellulaires anuclées en forme de disque, de 2 44 um
de diamétre (Coujard et al., 1980), produites par fragmentation cytoplasmique de leurs
précurseurs médullaires, les mégacaryocytes. Les adultes sains ont une numération
plagquettaire comprise entre 150 a 350 10°/mme. Leur durée de vie moyenne est de 8 410 jours
(Turitto et Wiss, 1980).

Les plaguettes constituent la clé de volte du processus hémostatique. Leur action est
liée a la fois & leur nombre, & leur fonctionnalité et a leurs interactions avec les autres
partenaires cellulaires du pool vasculaire (Ray et al., 1994). Elles interviennent dans
I'némostase primaire a la fois par les propriétés de leur membrane et par le contenu de leurs
organelles intracytoplasmiques (Michéle, 1999). Les celules plaquettaires, ou thrombocytes,
présentent une structure trés particuliére en accord avec leurs fonctions primaires d’adhésion a
I’endothélium et d’autoagrégation (Figure 1) :

« membrane cytoplasmique riche en glycoprotéines fonctionnelles,
* systeme membranaire complexe intracytoplasmique.
» systéme microtubulaire et microfibrillaire;

« systéme de granulations intracytoplasmiques (De Revel et Doghmi, 2004).

T

- @ o .:_-:-l\" :
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Figure 1. Représentation schématique d’une plaquette. Ga: granulesa; Gd : granulesdenses ; Ly :
lysosomes ; sco : systéme canaliculaire ouvert ; mit : mitochondrie ; std : systéme tubulaire dense (De
revel et Doghmi, 2004).

La membrane plaquettaire est constituée d'une double couche phospholipidique
stabilisée par des molécules de cholestérol, dans laquelle sont incluses des glycoprotéines
(GP) (Michéle, 1999).
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Les glycoprotéines membranaires assurent les fonctions d’adhésivité et d’agrégation des
plaguettes. La principae glycoprotéine impliquée dans I’adhésion plaguettaire est la GPIb, qui
se lie au VWF. Elle forme un complexe hé&érodimérique avec une autre glycoprotéine
membranaire, la GPIX, auquel s’associe aussi la GPV, qui est un des récepteurs de la
thrombine. Le complexe GPIIb/ll1a est une intégrine (oy,B3) appartenant a la sous-classe des
cytoadhésines. Aprés modification conformationnelle le rendant apte a fixer des ligands, il
permet I’amarrage du fibrinogene et la formation des agrégats plaguettaires. Il est aussi le
récepteur préférentiel du VWF dans les conditions de forces de cisallement élevées
(Metzdlaar et al., 1993).

Le systeme membranaire complexe intracytoplasmique caractérise la cellule
plaguettaire et ses fonctions de sécrétion. Le systéme canaliculaire ouvert est un réseau
membranaire constitué a partir d’invaginations de la membrane plasmique, dont le role est de
permettre le déversement et le stockage des substances des granulations plaguettaires. Le
systéme tubulaire dense n’est pas ouvert sur I’extérieur et consiste en un lieu de stockage du
Ca™ utilisé par les structures contractiles.

Les microtubules et les microfibrilles représentent I’appareil contractile de la cellule
plaquettaire ; ils assurent le maintien de sa forme discoide au repos et ses mouvements et
changements de forme caractérisant son état d’activation, par le biais des deux principales
protéines contractiles qui sont I”actine et lamyosine (De Revel et Doghmi, 2004).

Trois types de granules intracytoplasmiques sont individualisables, dont le réle réside
dans le stockage de nombreuses substances spécifiques a chacune d’entre elles. Les granules
alpha sont les plus abondants (De Revel et Doghmi, 2004), ces derniérs chargés de molécules
adhésives (fibrinogéne, sélectine, Willebrand, thrombospondine, fibronectine...) contribuent a
I’adhésivité cellulaire, les granules denses contiennent les nucléotides (ADP, ATP) et le
cacium indisponsable a I'némostase, les lysosomes chargées d’enzymes proteéolytiques
(catalases, collagénases...) renforcent les fonctions pro-inflammatoires et pro-activatrices
plaquettaires (Turitto et Wiss, 1980).

[.2.3. Lefacteur von willebrand

Le facteur von willebrand est une glycoprotéine synthétisée par les cellules
endothéliales et les mégacaryocytes, stockée dans les cellules endothéliales (corps de Weibel-
Palade) et les plaguettes (granules alpha) et secrétée dans le plasma en réponse a différents
stimuli (Iésion endothdiale, inflammation, etc...) (Salder et al., 2006). Son précurseur est un
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monomére de 2 050 acides aminés d'un poids moléculaire de 270 KDa qui se polymérise
secondairement en VWF de haut poids moléculaire (De Revel et Doghmi, 2004).

Le VWF est une protéine adhésive des plaquettes qui & deux réles principaux :
permettre I'adhésion des plaquettes entre elles et au sous-endothélium, assurant ainsi
I'agrégation plaquettaire et la formation du thrombus et le transport du facteur VIII en le
protégeant contre les dégradations enzymatiques (Martlew, 2000).

[.2.4. Fibrinogéne

Le fibrinogéne est une glycoprotéine de 340 KDa de masse moléculaire, il est
synthétisé par la cellule hépatique et circule dans le plasma a la concentration de 2 4 4 g/l
(Dreyfus et al., 1992). Le fibrinogene exerce en outre un réle important au niveau de
I'némostase primaire en assurant les ponts moléculaires interplaguettaires a des agrégats
plaquettaires (De Revel et Doghmi, 2004).

I.3. Mécanisme del'hémostase primaire

L”hémogtase primaire regroupe I’ensemble des phénomenes survenant a la suite d’une
lésion vasculaire et aboutissant & la formation d’un caillot plaguettaire stable ou clou
plaguettaire. L’ activation des protéines de la coagulation vise ensuite & former le caillot
définitif, avant que les mécanismes de réparation tissulaire se mettent en place en pardlée de
lafibrinolyse (Jackson et al., 2000).

En cas de Iéson vasculaire, le premier temps est appelé temps vasculaire, c’est une
vasoconstriction réflexe qui permet une diminution focale du débit sanguin. Ensuite, vient le

temps plaquettaire avec adhésion des plaquettes ala paroi vasculaire (Roth, 1992).

[.3.1.Tempsvasculaire

L'endothdlium intact e non thrombogéne. En cas de bréche vasculaire, une
vasocongtriction réflexe immédiate mais transitoire des petits vaisseaux |ésés implique
I'interaction  plaguettes-endothélium  vasculaire. Les plaquettes renforcent  cette
vasoconstriction gréce a I'apport d'adrénaline, de noradrénaline et de sérotonine au niveau de
la lésion. Une fois activées, eles sont en outre capables de synthétiser localement du

thromboxane A, (TX A,) doué de propriétés proagrégantes et vasoconstrictrices. Les cellules

endothdliaes sécrétent en revanche de la prostacycline et du monoxyde d'azote (NO)
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dont I'action, opposee acelledu TX A,, assure I'équilibre nécessaire au bon déroulement des

premiéres étapes de I'hémostase (Samama et al., 2004) (Figure 2).

PLAQUETTES PAROI VASCULAIRE
Phospholipdes Phospholipides
memranaires
W Phospholipase A, "
Acide Acide
Arachidonique Arachidonique
| Cyclooxygénase >
v v
Endoperoxydes Endoperoxydes
Thromboxane prostacycline
Synthétase Synthétase
v v
THROMBOXANE A, PROSTACYCLINE
Acivité vasoconstri ctrice Activité vasodilatatrice
et agrégante et antiagrégante

Figure 2. Métabolisme des prostaglandines (Zittoun et al., 1993).

|.3.2.Temps plaquettaire
a) Adhésion des plaquettes

Les plaguettes nadhérent pas aux cellules endothéliales normales (thrombo-
résgtantes), mais adhérent aux structures sous-endothéliales, et en particulier au collagene : le
sous- endothélium est thrombogene.

L'adhésion des plaquettes est fecilitée par la fixation du facteur Willebrand
(plasmatique) a une glycoproténe de la membrane plaquettaire, la glycoprtéine Ib (Zittoun et

al., 1993). Il existe un autre mécanisme de liaison du facteur Willebrand aux plaquettes,
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indépendant du complexe GP |b. En effet, les plaquettes activées expriment un autre
complexe glycoprotéique appartenant a la famille des intégrines, GP Ilb-1lla, qui est capable
de lier, outre le facteur Willebrand, le fibrinogene et la fibronectine. L'exposition du collagéne
au niveau du sous-endothélium permet auss I'adhésion des plaquettes par sa fixation a un
autre récepteur plaguettaire, la glycoprotéine GP la (Joseph, 1998).

En effet, I’interaction des récepteurs glycoprotéiques plaquettaires avec leurs ligands
respectifs conduit ala transduction d’un signal intracytoplasmique déclenchant les différentes
réactions métaboliques d’activation cellulaire (De Revel et Doghmi, 2004).

b) Activation des plaquettes

Les cellules plaguettaires sont caractérisées par deux phénomeénes principaux, leur
changement de forme et leur activation métabolique. |l s’agit de processus actifs nécessitant
de I’énergie, sous forme d’ATP dérivant du métabolisme du glucose, et la disponibilité
intracytoplasmique des ions calcium (Ca™) indispensables a I’activation du systéme
contractile actine-myosine (De Revel et Doghmi, 2004).

Discoides a l’état de repos, les plaguettes activées deviennent sphériques, émettent des
pseudopodes et s'éadent sur la surface d’adhésion. Les granules intracytoplasmiques
fusionnent avec le systéme candliculaire ouvert et y liberent leur contenu, qui se déverse aing
dans le plasma environnant. Ce phénomeéne de sécrétion plaguettaire, libére de nombreuses
substances proagrégantes (ADP, fibrinogene, sérotonine), procoagulantes (facteur V, vVWF,
fibrinogene) ou vasomotrices (sérotonine, NO, TXA,) contribuant a I’amplification du
processus d’hémostase primaire et créant les conditions favorables & la coagulation
plasmatique (De Revel et Doghmi, 2004).

Par ailleurs, la plaquette activee génére de nombreuses substances
pharmacologiquement actives & partir de ses phospholipides membranaires comme I’acide
arachidonique. Celui-ci est métaboliseé par la phospholipase A,
pour aboutir a la TXA,, puissant agent vasoconstricteur et proagrégant, et a d’autres
prostaglandines modulant les activités plaguettaires et vasculaires (De Revel et Doghmi,
2004).

Un autre phénomene essentidd se déroulant au cours de la phase d’activation
plaguettaire est le phénomeéne de « flip-flop » membranaire, permettant aux structures internes

de la membrane de se repositionner vers |’extérieur en contact avec le plasma. Cette
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modification permet aux phospholipides chargés négativement, et notamment la
phosphatidylsérine, de s’extérioriser et de devenir disponibles pour la fixation des facteurs de
la coagulation vitamine K-dépendants, amplifiant par la considérablement les processus

enzymatiques de la cascade de la coagulation (De Revel et Doghmi, 2004).

c) Agrégation des plaquettes

La premiere consequence fonctionnelle majeure de I'activation des plaguettes est le
changement de conformation des glycoprotéines GP Ilb/llla présentes & leur surface et
I'externalisation, dans leur conformation active, de nouvelles molécules de GPI1b/Il1a activées
interagissent spécifiqguement, en présence de calcium, avec plusieurs protéines circulantes, et
notamment avec le fibrinogéne, ce qui permet la formation de ponts entre les plaquettes
activées : c'est I'agrégation plaguettaire proprement dite (Davies et al., 1991).

La seconde conséquence fonctionnelle importante de I'activation des plaquettes est la
libération du contenu de leurs granules. L'ADP et la sérotonine d'origine granulaire activent
adors de nouvelles plaquettes adjacentes et participent & l'interaction paroi
vasculaire/plaguettes. La synthese du thromboxane A, (TXA,) par les plaguettes activées a
partir de l'acide arachidonique fournit un autre puissant agent vasocongtricteur favorisant

I'agrégation plaquettaire (Davies et al., 1991).

|.4. L"hémostase secondair e (coagulation plasmatique)

La coagulation est une succession de réactions enzymatiques permettant une activation
des facteurs de la coagulation afin d'aboutir, dans une derniére étape, a activer la
prothrombine (facteur I1) en thrombine (facteur 118). Cette derniére active dors le fibrinogéne
circulant pour former un réseau de fibrine insoluble qui participera avec les plaguettes a la
formation d'un thrombus beaucoup plus résistant que le clou plaguettaire issu de I'hémostase

primaire (Joseph, 1998).

|.4.1. M écanisme dela coagulation

Afin que laformation de fibrine puisse seffectuer dans le sang, de nombreux facteurs
de la coagulation doivent au préalable étre activés les uns apres les autres dans le cadre d'une
réaction en chaine. Les facteurs de la coagulation sont les protéines qui, lorsqu'elles sont
activées, agissent comme des enzymes, c'est-a-dire qu'elles accélérent certaines réactions

chimiques. Traditionnellement, on les désigne avec des chiffres romains alant de | a XI1l. On
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désigne cet enchalnement de réactions successives par le terme de cascade de la coagulation
(Arne et Nicole, 2004).

La voie exogéne (voie extravasculaire) sera activée en cas de Iésions tissulaires externes
importantes au cours desquelles se produit un saignement au sein des tissus environnants, s la
|ésion vasculaire est limitée a la paroi interne du vaisseau (endothélium), le systéme exogéne
ne sera pas active. Dans ce cas, la coagulation débute par la voie endogéene (voie
intravasculaire). La cascade de la coagulation parcoure dans ce cas plus d'éapes que dans la
voie exogene et demande donc plus de temps (Arne et Nicole, 2004).

Les voies exogeénes et endogénes de la coagulation se réunissent a I'éape de
I'activation du facteur X. Le facteur X entraine, avec l'aide de facteur V et du cacium, la
transformation de la prothrombine en thrmobine active qui permet, le passage du fibrinogéne
verslafibrine (Arne et Nicole, 2004).

Un certain nombre d’inhibiteurs limitent le processus de coagulation au site de Iésion
vasculaire. L antithrombine se lie a la thrombine (I18), au facteur Xa ains qu’a d’autres
facteurs de la voie intrinseque (FXla, FIXa) dont dle inhibe I’action. La formation de
complexes entre I’antithrombine et ces facteurs est accélérée par les héparinoides, qu’ils
sagissent des glycosamoniglycanes endogenes présents a la surface de I’endothélium ou
adminigtrés sous forme d’héparine. La protéine C, apres activation sous I’action de la
thrombine en proténe-C-activée (PCA) et en présence de son cofacteur la protéine S, inhibe
lesfacteurs Vllla et Va dela coagulation, ces derniers n’é&ant pas inhibés par |”antithrombine.
Le complexe FVIla-FT est inhibé par le TFPI (tissue factor pathway inhibitor) (Hermans et
al., 2006).

La cascade de la coagulation est illustrée de fagon schématique dansla figure 3 ;
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Figure 3. Lacascade de lacoagulation (Arne et Nicole, 2004).

1.4.2. Lafibrinolyse

Lafibrinolyse, ou ensemble des processus conduisant & la dissolution ou lyse de caillot
de fibrine, est due a I'apparition dans le sang circulant d'une enzyme protéolytique, la
plasmine, formée a partir d'un précurseur inactif, le plasminogene. Cette transformation ou
activation du plasminogéne résulte de l'action de différents agents ou activateurs. Le
processus physiologique comporte deux étapes :

a) formation de la plasmine & partir d'un précurseur inactif, le plasminogéne en
présence de différents activateurs ;

10
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b) dégradation par la plasmine aind formée de la fibrine insoluble en produits

solubles.

Les inhibiteurs de lafibrinolyse sont I’alpha-2-antiplasmine, inhibiteur de la plasmine,
et le PAI-1 (inhibiteur de I’activateur du plasminogéne) qui a pour cible le t-PA (activateur

tissulaire du plasminogene (Hermans et al., 2006) (Figure 4).

Figure 4. Les étapes delafibrinolyse (Arne et Nicole, 2004).
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Au sein des nombreuses protéines indispensables a I'némostase, le facteur Willebrand
(VWF) occupe une place essentielle puisgu'il intervient dans des processus physiologiques et
pathologiques auss divers que I'némostase primaire, la coagulation et la formation du
thrombus (Veyradier et al., 2001).

[1.1. Biosynthése du facteur von Willebrand

Le VWF n'est exprimé que par deux types cellulaires, les mégacaryocytes et les
cellules endothéliales. Le géne du VWF (~180kb) est localisé sur le chromosome 12 et
comprend 52 exons (Mancuso et al., 1989). L'ARNm (~9kb) code pour un précurseur, le pré-
pro-vVWF, comprenant un peptide signd de 22 acides aminés (aa), un propolypeptide
(antigéne Willebrand I1) de 74laa (~100kDa) et une sous-unité de 2050 aa qui, apres
maturation, ateint la masse moléculaire de 270kDa (Figure 5). Au niveau du réticulum
endoplasmique commence la N-glycosylation du pré-pro-vWF; le peptide signad est ensuite
clivé et les pro-vWF sassocient en diméres par des ponts disulfures situés dans la partie C-
terminale de la molécule (Wagner, 1990). Au niveau de |'appareil de Golgi, les dimeres sont
O- et N-glycosylés et sulfatés. En présence du propolypeptide (Mayadas et Wagner, 1992), les
dimeres sassocient par des ponts disulfures Stués dans la partie N-terminale des sous-unités
matures pour former des multimeres. Le propolypeptide est alors clivé.

Le vVWF endothélial mature peut suivre deux voies de sécrétion (Wagner, 1990). Lavoie
congtitutive permet la libération immédiate du VWF synthétisé vers le plasma et vers la
matrice extracellulaire. La voie régulée conduit, sous la dépendance du propolypeptide, au
stockage du VWF dans les corps de Weibel Palade ains qu'a sa libération préférentielle vers la
matrice apres stimulation des cellules endothéliales.

Le VWF mégacaryocytaire n'est secrété que pour la voie régulée aprés stockage dans les
granules a des plaguettes (Anne-Sophie et al., 1995). Le taux de VWF plasmatique est en
moyenne de 10 ug /ml (Nichols et Ginsburg, 1997).

12
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Figure 5. Représentation schématique du pré-pro-vWF. De haut en bas; position des régions
d'homologie de séquences A a D et des deux ségquences Arg-Gly-Asp (RGD) sur le pré-pro-vWF.
Localisation sur la sous-unité mature du VWF des 22 chaines glycanniques, des 169 résidus de
cystéine, des boucles A1 e A3 de longueur identique (185 aa) e des séquences impliquées dans les
interactions du VWF avec ses divers ligands (collagéne, héparine, sulfatides, GPIb/IX plaguettaire,
GPIIb/lllaplaguettaire, F V1) (Anne-Sophie et al., 1995).

I1.2. Structure

Le VWF mature gpparait comme une série des multimeéres formés par |'association de
sous-unités identiques (270kDa). Le plus petit multimére est le dimére de masse moléculaire
500 kDa. Les multimeres de rang supérieur se forment par association des dimeres entre eux
et leur masse peut atteindre plus de 15000 KDa.  Les multimeres de VWF, une fois sécrétés,
sont soumis a une endoprotéolyse de certaines sous-unités en position Tyr842-Met843 (Dent
et al., 1990) qui engendre un raccourcissement de la taille des multimeres circulants et
I'nétérogénéité de la masse moléculaire observée pour des multimeres de méme rang.
Plusieurs éléments importants de la structure du pro-vWF doivent étre soulignés (Meyer et

13
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Girma, 1993), (figure 5): la présence de deux séquences RGD (Arg-Gly-Asp), I'une dans le
propolypeptide, I'autre en position 1744-1746 de la sous-unité mature. Cette sequence
condtitue le site de reconnaissance des récepteurs d'adhésion de la superfamille des intégrines
et se retrouve dans un grand nombre de protéines adhésives; I'existence de copies multiples (2
a 5) de séquences homologues de quatre types (A a D) qui recouvrent environ 90% du pro-
VWF la proportion élevée, dans la protéine mature, de résidus cystéines (8,3%) qui sont tous
impliqués dans des ponts disulfures intra- ou interchaines et stabilisent ainsi la structure des
régions ou ils sont regroupés. Cependant, la distribution des cystéines n'est pas uniforme.
Elles sont particulierement abondantes sur les extrémités de la sous-unité. En revanche, les
trois régions homologues A, adjacentes et situées entre les aa 497-1111 de la sous-unité
mature (couvrant environ 30% de la molécule), ne possédent chacune que deux cystéines
connectées entre elles par une liaison intrachaine. Ceci conduit sur chaque sous-unité a la
formation de deux boucles remarquables par leur longueur (185 aa) et, de ce fait, par leur
flexibilité conformationnelle. L'une est située dans le domaine A1 (Cys509-Cys695), l'autre
dans le domaine A3 (Cys923-Cysl109). Les deux cystéines du domane A2, bien
qu'adjacentes, forment également un pont disulfure intrachaine, ce qui congtitue un cas rare
dans la dructure des protéines, la masse élevée d'oligosaccharides (18,7% en poids),
distribués sur 12 sites de N-glycosylation (Asn) et 10 sites de O-glycosylation (Thr et Ser),
dont la répartition n'est pas uniforme. Ainsi, 8 des stes O-glycosylés et 2 des sites N-
glycosylés sont regroupés dans deux régions éroites, de part et d'autre de la boucle Cys509-
Cys695 du domaine A1(Anne-Sophie et al., 1995).

I1.3. Fonction

Une des propriétés du VWF est de lier et de stabiliser le F VIII in vitro et in vivo. Dans
le plasma, le F VIII circule sous forme de complexe moléculaire avec le VWF et il est établi
que cette association protége le F VIII contre la dégradation par la protéine C activée ou le
facteur X activé. Une autre fonction du VWF est de promouvoir l'interaction des plaquettes
avec la paroi vasculaire |ésée dans les conditions de forces de cisaillement élevées que I'on
rencontre dans la microcirculation et dans les artéres sténosées. Le VWF permet I'adhésion et
I'agrégation plaguettaires, avec formation éventuelle de thrombus. 11 est désormais admis que
ces propriétés résultent de la capacité du VWF & former un pont moléculaire, d'une part, entre
des composants de la matrice extracellulaire endothéliale et des récepteurs de la membrane
plaquettaire et, d'autre part, entre les plaguettes elless-mémes (Meyer et Girma, 1993).

14
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Deux paramétres conditionnent cette fonction: la polyvalence du VWF et la longueur des
chaines multimériques. Tous deux concourent & rendre plus actifs les multiméres de plus haut

poids moléculaire (Anne Sophie et al., 1995).

Les récepteurs sous-endothéliaux du VWF ne sont pas connus avec certitude, mais la mise en
évidence in vitro d'interactions spécifiques avec divers collagénes fibrillaires (type | et 111) ou
non fibrillaires (typeVIl) et avec I'héparine suggérent que les collagénes et/ou des
glycosaminoglycannes sous-endothéliaux, analogues de I'héparine, sont impliqués. En
revanche, les deux récepteurs plaguettares du VWF sont bien identifiés: les complexes
glycoprotéiques (GP) 1b/IX et llIb/llla. In vivo, le VWF plasmatique n'interagit pas
spontanément avec les plaquettes. |l doit au préaable subir un changement conformationnel
induit par son immobilisation sur la matrice extracellulaire découverte au cours de la lésion
vasculaire (Anne Sophie et al., 1995).

I1.4. Régulation defacteur willebrand par sa protéine spécifique

Le VWF circule dans le plasma sous forme d’une série de multiméres de différentes tailles
mais pouvant atteindre jusqu’a 15 & 20 x 10° daltons. Les multiméres de plus grande taille
sont également les plus actifs biologiquement. La régulation de la taille de ces multiméres est
assurée par une protéase identifiéee récemment: ADAMTS-13 (A Disintergin And
Metalloprotease with thrombospondines type lrepeats) et dont le défaut d’activité conduit a
une pathologie systémique grave : le purpura thrombotique thrombocytopénique (Levy et al.,
2001). Cette enzyme clive le VWF entre les résidus Tyr 1605 et Met 1606 dans le domaine
A2. 1l est possible que cette protéase contribue au catabolisme du VWF. En effet, on peut
imaginer que les multimeres de VWF de haut poids moléculaire soient d’abord clivés en
multiméres de bas poids moléculaire avant d’ére éiminés de la circulation (Cécile et Peter,
2006).
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I11.5. Maladie devon Willebrand

C'est en 1926 que von Willebrand décrit, dans un groupe éthique des Tles Aaand
(situées dans la mer Bdtique), un syndrome hémorragique familia, atteignant homme et
femme selon un mode dominant, avec alongement du temps de saignement. Initialement
rapporté a une anomalie plaquettaire, ce syndrome hémorragique fut considéré comme une
maladie vasculaire par Marc Faelane. En 1953, Alexander et Goldstein d'une part, Larrieu et
Soulier d'autre part, décrivent une maladie hémorragique caractérisée par alongement du
temps de saignement, associé a un déficit en facteur VIII. Et, en 1957, Nilsson, réexplorant les
familles des iles Aaland, montre également la coexistence de I'allongement du temps de
saignement et du déficit en facteur VIII (Dreyfus et al., 1992).

La maladie de Willebrand (MW) est une pathologie de I’hémostase primaire due a un
défaut quantitatif ou qualitatif en facteur Willebrand (FW) qui est une protéine plasmatique
indispensable pour I’adhésion des plagquettes aux structures sous endothéliales en cas de lésion
de la paroi vasculaire. Le VWF résulte de la polymérisation plus ou moins importante d’une
sous-unité de 270 kD, de sorte que les polymeéres ont un poids moléculaire variant de 500 a
20 000 kD. Les multimeéres de haut poids moléculaire (HPM) sont les plus efficaces pour
I’hémostase primaire. La MW et |a plus fréguente maladie constitutionnelle de I’hémostase
prédisposant aux hémorragies avec une fréquence voisne de 1 % (Warner et al., 1993;
Rodeghiero et al., 1987) dans la population générale. Cependant, dans 80 % des cas, il s agit
de formes frustes souvent méconnues. La MW se caractérise par une grande hétérogénéité
clinique, biologique, et génétique d’ou parfois des difficultés diagnostiques (Ginsburg et
Salder, 1993). La précocité, la sévérité et la fréguence des manifestations hémorragiques
dépendent du degré de déficit qualitatif ou quantitatif en FW (Guermazi et al., 2006).

Cette affection hémorragique constitutionnelle définie par :

U un alongement de temps de saignement;
U un déficit en facteur antihémophilique A ou facteur VIII ;
U une diminution du facteur Willebrand (Zittoun et al., 1993).

[1.5.1. Fréquence
L'incidence de la maladie est importante : environ 1 pour 100 habitants. Il n'existe pas
de prédisposition racide ou éhnique et elle et probablement |'une des maadies

hémorragiques familiales les plus fréquentes (Zittoun et al., 1993).
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[1.5.2. L'aspect génétique
Elle atteint les deux sexes, mais les femmes présentent une symptomatologie clinique plus marquée en
raison des risques supplémentaires d’hémorragies | ors des menstruations et des accouchements (Caliezi
et al., 1998; Giangrande, 2003).
Deux modes sont actuellement distingués :
U un mode classique autosoma dominant familial avec pénétrance et expression
variables,
U un mode autosomale récessif beaucoup plus rare, sans extériorisation clinique
familiale évidente, un taux éevé de consanguinité et souvent une atteinte sévere
du point de vue clinique, suggérant la présence de formes homozygotes (Zittoun
et al., 1993).

[1.5.3. L'aspect clinique

Les manifestations hémorragiques sont muqueuses (épistaxis, gingivorragies, hémorragie,
méno-métrorragies, hémorragies gastro-intestinales,...etc) et cutanées (ecchymoses),
spontanées ou provoquéees par un traumatisme minime, une intervention chirurgicae ou

extraction dentaire (Lévy et al., 2001).

[1.5.4. Classfication dela maladie de von Willebrand

La classification de la maladie de Willebrand (Sadler, 1994) oppose deux types de
déficits en VWF: un déficit quantitatif qui peut étre partiel (type 1) ou total (type 3) et un
déficit qualitatif (variants de type 2) regroupant plusieurs anomalies fonctionnelles. Dans de
trés rares cas, la maladie de Willebrand n'est pas héréditaire mais acquise, le plus souvent
dans un contexte de pathologie immunologique et/ou néoplasique (Tifferi et Nichols, 1997).
Laclassification actuelle de la maladie de Willebrand permet de distinguer trois types:

@ Maladie de von Willebrand type | : caractérisé par un déficit quantitatif partiel en FW
(taux compris entre 20 et 40 % en général), portant sur le FW plasmatique et/ou
plaguettaire. Elle représente 70 & 80 % des cas de MW. Sa transmisson est
autosomale dominante avec pénétrance variable. Classiquement, on observe un
allongement du TS par une méthode sensible (lvy incision horizontale de préférence).
Cet dlongement du TS peut manquer au cours des déficits modérés en FW
(Fressinaud et al., 1998). Le TCA est plus ou moins allongé selon I’importance du
déficit en facteur VIllc. L’ agrégation plaguettaire sur PRP (plasma riche en plaquette)

en présence de ristocétine est souvent diminuée pour des concentrations de
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ristocétine comprise entre 1 et 1,5 mg/ml. La baisse du FW antigéne, de I’ activité cofacteur de
la ristocétine et du facteur Vllic est paraléle. Le dosage de la capacité de liaison du FW au
collagéne (collagen binding activity ou CBA) montre une diminution smilaire (Favaloro,
2002; Brown et Bosak, 1986). L’é&ude de la répartition des multimeres par électrophorése

dans un gel d’agarose ne montre pas d’anomalie de distribution (Samama et al., 2004).

@ Maladie de von Willebrand type I1: regroupe un ensemble de MW, caractérisée par un
déficit qualitatif en FW et leur diagnostic peut étre difficile ou complexe. Elle
représente 5 & 30 % des cas de MW. La transmisson est autosomale dominante. On
distingue quatre grands sous-types ; 2A, 2B, 2M 2N ;

o lestypes 2A et 2M sont caractérisés par une diminution de I’affinité du FW pour son
récepteur plaguettaire. La réponse du PRP en présence de ristocétine est diminuée
(Guermazi et al., 2006). Dans le type 2A, le VWF a une affinité diminuée pour les
plaguettes due a I'absence de ses multiméres de haut poids moléculaire et de PM
intermédiaire, Dans le type 2M, la diminution de I'affinité du VWF pour les plaguettes
n'est pas liée a une anomalie de multimérisation (Samama et al., 2004).

ole type 2N (variant Normandie) se caractérise par une diminution de I’affinité du
VWEF pour le facteur Vllic; le TS, I’activité cofacteur de la ristocétine sont normaux, le
facteur VIllc est bas comme au cours de I’hémophilie A (Nishino et al., 1989; Von
Mazurier, 1992);

ole type 2B est caractérise par une affinité anormale du FW pour son récepteur
plaquettaire GPIb-GPIX (Ruggeri, 2004; De Groot et al., 1989; Fressinaud et Meyer,
1995). Il s’ensuit une thrombopénie modérée par agglutination plagquettaire spontanée
in vivo et une consommation du FW, en particulier les formes de HPM qui sont les
plus impliquées dans I’hémostase primaire (De Marco et al., 1985). Le TS par une
technique sensible (lvy) est le plus souvent dlongé, plus que ne le voudrait la
thrombopénie. Les dosages du complexe FW-facteur VIlic montrent le plus souvent
des taux abaissés, mais leur normalité n’exclut en rien le diagnogtic. Le TCA peut
sallonger s le taux de facteur VIIIC est abaissé. En fait, c’est I’étude des fonctions
plaguettaires par agrégométrie sur PRP ou sang total citraté qui montrera une
agrégation plaguettaire anormale en présence de faibles doses de ristocétine (0,2 40,8
mg/ml) (Samama et al., 2004).
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@ Maadie de von Willebrand type I11: c'est laforme la plus sévére, et la moins fréguente
(Elalamy et al., 2000; Federici et al., 2002; Fressnaud et Meyer, 2001; Giangrande,
2003), elle correspond au déficit sévere en FW avec des taux inférieursa 1l % en FW
antigéne, activité cofacteur de la ristocétine ou CBA, e VIII coagulant. La
transmission est autosomale récessive. Le type 3 représente 1 a 3 % des cas de MW.
Le TSet le TCA trésalongés. Les dosages spécifiques du complexe facteur VIII-FW

confirment aisément |le diagnostic en montrant des taux effondrés (5 %) voire nuls;

@ Lamaadie pseudo-Willebrand type 2B plaguettaire est due & une anomalie structurale
du complexe GPIb-1X-V plaguettaire, récepteur du FW. L’anomalie se transmet selon
le mode autosomal dominant (Guermazi et al., 2006). L’ affinité accrue de ce récepteur
plaguettaire pour le FW induit une consommation plaquettaire, et une déplétion des
multimeres de HPM du FW (Weiss e al., 1982; Miller et Castella, 1982). Les
anomalies du bilan d”’hémostase habituel sont identiques a celles observées au cours de
laMW type 2B. L’é&ude de laréponse du PRP en présence de ristocétine a différentes
concentrations et capitale pour le diagnostic de ce type de thrombopathie. Une
réponse anormale a de faibles doses de ristocétine est observée, et il faut aors étudier
cette méme réponse en testant un mélange de plaquettes lavées du patient + plasma
normal et un mélange plaguettes lavées d’un sujet normal + plasma du patient (I’étude
de ces mélanges ce fait par agrégométrie). Dans certains cas une agglutination
plaguettaire est observée dans le méange réactionnd en I’absence de ristocétine et il
faut alors recourir a des techniques plus sophistiquées pour démontrer qu’il y a bien
fixation spontanée du FW sur les plaquettes (De Marco et al., 1987). Deux mutations
de la GPlba ont été décrites au cours de la pseudo-MW type 2B plaguettaire ;
Gly233Vvad (Miller et al., 1991) et Meth 239Vd (Russdll et Roth, 1993; Moriki et al.,
1997).

@ Le syndrome de Willebrand acquis (AVWYS)

Le syndrome de Willebrand acquis (AVWS) a été décrit pour la premiére fois en 1968 au
cours d’un lupus érythémateux disséminé. Il reste encore largement méconnu puisque
seulement 300 cas ont été rapportésdans la littérature depuis cette date (Frederici et al., 2000;
Briat et Tapon-Bretaudiére, 2005). Il Sagit d’un syndrome rare, cliniquement et
biologiqguement identique a la maadie de Willebrand (WD), mais touchant préférentiellement
des personnes sans antécédents hémorragiques personnels ni familiaux, a un &ge avancé de

leur vie. L’&ge de survenue d’un AVWS est en moyenne de 60 ans mais des cas ont été

19



CHAPITRE 11 Maladie de von Willebrand

rapportés chez I’enfant et chez I’adulte jeune. Cela s’explique par la diversité des pathologies
associées a I’AvWS : certaines, comme les maladies auto-immunes, touchent également des
personnes jeunes. Le sex-ratio de la pathologie est équilibré : la plus grande cohorte de
malades a dénombré 98 hommes pour 88 femmes (Federici et al., 2000).

Les affections reconnues comme étant a I’origine de I’ apparition de ce syndrome sont
nombreuses et extrémement variées, certaines étant toutefois plus souvent impliquées que
d’autres. Ainsi, parmi les affections sous-jacentes les plus fréquentes, on trouve des
syndromes lymphoprolifératifs et myéloprolifératifs, des cancers, des maladies auto-immunes,
des atteintes cardiaques (Veyradier et al., 2001).

Sur le plan physiopathologique a I’inverse de la pathologie héréditaire, en cas de
syndrome acquis, le facteur von Willebrand est synthétisé normalement, mais rapidement
€éliminé ou inactivé dans le plasma par :

- la présence d’anticorps circulants anti-von Willebrand ;

- I’adsorption du facteur von Willebrand sur les cellules tumorales ou les plaquettes

actives;

- "augmentation de la protéolyse plasmatique (protéases ou éastases) du facteur von

Willebrand (Veyradier et al., 2001; Hunault-Berger et al., 2001; Federici, 2005).

Les donneés biologiques compatibles avec un syndrome de von Willebrand acquis sont un
allongement du temps de saignement et du TCA, un TP et un taux de plaguettes normauix, des
taux trés faibles de FVIIIC (15 % en moyenne), VWF : Ag (en moyenne inférieure a 10,7 %)
et VWF : RCo (moyenne inférieur 46,2 %) (Michiels, 2001).

I1.5.5. Letraitement

Le but du traitement est de corriger les anomalies de I'hémostase primaire et/ou de la
coagulation soit par mobilisation des réserves endogénes par la DDAVP ou Desmopressine
(1-déamino-8-D-arginine vasopressine), analogue de la vasopressine qui induit la libération
du VWF par les cdlules endothéliales, ce qui a pour conséguence une augmentation des taux
circulants du VWF et du FVIII, et un raccourcissement du TS (Michéle, 1999), soit par
adminigtration du VWF sous forme de concentrés plasmatiques (Samama et al., 2004). Les
concentrés de facteur Willebrand disponibles sont de deux types : concentrés de VWF de tres
haute pureté et les concentrés de « F VIII spécial Willebrand » dans lesquels la concentration
du VWF est le double de celle du FVIII (Michéle, 1999).
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[11.1. Diagnostic biologique

La mdadie de von Willebrand n’est pas facile & diagnostiquer. Le diagnostic de la maladie de
von Willebrand est difficile. Cela est di au fait que les résultats des anayses sanguines d’une
personne peuvent varier d’un jour a I’autre. Les résultats des tests peuvent ére normaux,
méme lorsque la personne souffre de maladie de von Willebrand. Différents facteurs peuvent
faire augmenter le taux de VWF dans le sang et le faire paraitre normal. Par exemple, la

grossesse, la présence d’une infection, une chirurgie récente...etc.

Le diagnostic biologique repose sur I'exploration biologique qui seul permet d'affirmer
le diagnostic, de préciser le type d'anomaie (quantitative ou qualitative) et la prise en charge
thérapeutique. Parmis les tests de dépistages ; la numération plaguettaire, le temps de
saignement (TS), le temps de céphaine + activateur (TCA), l'agrégation plaguettaire en
présence de ristocétine (RIPA)...etc.

[11.1.1 Numération plaquettaire

La numération plaguettaire est un examen fondamental de I’éude de I’hémostase a
demander en cas de saignement anormd (Karine et al, 2004). Elle s fait a l'aide de
compteurs globulaires automatiques (Lévy et al., 2001), cet appareil permet de réduire
sensiblement les temps nécessaires au comptage et aux calculs et d'obtenir par lecture directe
le nombre des plaguettes par millimétre cube du sang. La numération plaquettaire est normale
sauf chez certains patients avec une maladie de Willebrand de type 2B, qui ont une
thrombopénie fluctuante et d'intensité variable (Samama et al., 2004). Les valeurs normales
varient entre 150 a 500 000/ mm?* (Lévy et al., 2001).

[11.1.2. Le temps de saignement (TS)

Historiguement, le temps de saignement (TS) a éé décrit par Milian en 1901. Duke a
ensuite décrit le TS pratiqué au niveau du lobe auriculaire. Une premiére standardisation a été
faite par Ivy - « lvy trois points » - puis une variante - « lvy incision » - a é&é proposée : dle
congtitue la méthode de référence (Rodgers et Levin, 1990).

Le temps de saignement est le temps écoulé entre l'incision cutanée et I'arrét du
saignement, le sang éant recuellli toutes les 30 secondes sur un papier buvard en prenant soin
de ne pas frotter la plaie. La technique de Duke est peu sensible et peu reproductible. On doit
préférer la technique d'lvy-incision (ou lvy-Borchgrevink). On réalise une incision de la face

antérieure de I'avant- bras gréce a un petit dispositif permettant de faire une incision

21



CHAPITRE 111 Diagnostic

standarisée de 5 mm de long et de 2 mm de profondeur, sous une pression de 40 mmHg. Le
TS normal est inférieur a 10 minutes (Joseph, 1998).

Le TS explore les différentes phases de I'hémostase primaire, c'est-a-dire I'adhésion
des plaguettes au sous-endothélium en présence de facteur Willebrand, I'activation des
plaguettes par leurs agonistes physiologiques, la sécrétion du contenu de leurs granules et,
enfin, leur agrégation en présence de fibrinogéne. L'allongement du TS & un nombre de
plaguettes normal, et un TCA alongé évoque un déficit en VWF (maladie de Willebrand)
(Lévy etal., 2001).

[11.1.3. Letempsde céphaline + activateur ou kaolin (TCA ou TCK)

Le temps de reca cification du plasma déplaquettisé citraté en présence de céphaline et
kaolin est une méthode de mesure globale des facteurs plasmatiques de la formation de
prothrombinases endogene a I'exception des facteurs plaquettaires. Il est tres sensible, il
explore les facteurs de la phase contact (kininogéne de haute masse moléculaire,
prékalikréine, F XII, F XI) ains que les facteurs I, V, VIII, 1X, X et le fibrinogéene. Le
résultat est exprimé en secondes par rapport au témoin (mélange de plasma provenant de
sujets normaux) et se situe en moyenne entre 30 et 40 secondes. Le TCA normal ne doit pas
excéder de plus de 6 &8 secondes celui d'un témoin (Joseph, 1998).

Un alongement du TCA est le plus souvent observé, du a un déficit en F VIII. En
effet, un des roles du VWF est de transporter le F VIII : le taux de F VIII refléte donc
indirectement un déficit en VWF. L'adllongement de TCA et le déficit en F VIII sont
inconstants, absents dans certaines formes de maladie de Willebrand : type 1 fruste ou type 2
sans anomalie de liaison au F VIII. A l'inverse, le type 2N (variant Normandie) est défini par
un défaut de liaison au F VIII, mais une liaison normae a GP Ib: I'allongement du TCA ne

saccompagne pas d'dlongement du TS (Lévy et al., 2001).

[11.1.4. L'agrégation plaquettaire en présence deristocétine (RIPA)

L agrégation des plaguettes en présence de ristocétine s’effectue sur le plasma riche
en plaquettes (PRP) du patient en présence de différentes concentrations de ristocetine (1
mg/ml, 0,5 mg/ml voire 0,2 mg/ml). Dans la mgorité des types (type 1 et 3 et type 2A),
I”agrégation est nulle dors que le PRP d’un sujet normal agrége. Paradoxalement dans le type
2B, il existe une hyperagrégation a la ristocétine, c’est-a-dire qu’une agrégation est obtenue
pour des doses moindres de ristocétine (0, 3 a0,2 mg/ml) (Chantal, 2003).

22



CHAPITRE 111 Diagnostic

L'é&ude de I'agrégation du plasma riche en plaquettes du patient en présence de
ristocétine (RIPA) permet surtout de différencier les maadies de Willebrand type 2,
particulierement pour mettre en évidence une agrégation paradoxale a faibles doses de
ristocétine dans le type 2 B (Samama et al., 2004).

[11.1.5. Dosage de facteur Willebrand
Dosage de I'activité du cofacteur de la ristocétine du facteur Willebrad (WAVF
RCo)

Il mesure la capacité de liaison du VWF ala GP Ib plaquettaire induite
par la ristocétine (agglutination sur lame, agrégométrie ou turbidimétrie). Le
taux de VWF RCo est diminué dans tous les types de maladie de Willebrand
(sauf le type 2 N) et ce dosage est donc le critére de choix pour le diagnostic
(Samamacet al., 2004).

Dosage de I'antgéne du facteur Willebrand (WAVF AgQ)

¢ L'antigéne Willebrand (VWFAQ) et mesuré par des techniques
immunologiques, a l'aide danticorps spécifiques : Elisa (enzyme linked
immuno-sorbent assay), Elfa (enzyme linked fluorescent assay), Irma (immuno-
radiometric assay), Liatest, ou Laurell, cette derniére étant la moins sensible
(Siguret et al., 1997). Le dosage immunologique du VWF (VWF Ag) permet de
différencier les types 1 et 3 (déficit quantitatifs), des types 2 (déficit
qualitatifs). Les valeurs normales de vVWF RCo et VWF Ag varient entre 50 &
150% (Lévy et d., 2001).

¢ Analyse des multiméres ; L'analyse de la distribution des multiméres du
facteur Willebrand plasmatique et éventuellement plaquettaire est réalisée par
électrophorése en gels de SDS-agarose (0,8 & 1,4 %). Cet examen est
indigpensable pour diagnostiquer certains sous-types de maladie de Willebrand.
(Siguret et al., 1997).

[11.1.6. Dosage de facteur V111 (F VIII c)
Qui est généralement plus éevé que les taux de VWF (sauf dans les types 2N).
Aing, les patients porteurs d'une anomalie quantitative fruste ou qualitative du VWF
peuvent avoir des taux de F VIII normaux ou peu diminués. Dans les formes sévéres
(type 3) et letype 2N, le déficit en F VIII est net (Samamaet al., 2004).
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[11.1.7. Analyse delaliaison du facteur Willebrand au F VII1I

Récemment mise au point, elle permet de mettre en évidence un défaut de liaison du
VWF du patient adu F VIII exogéne, anomalie qualitative du facteur Willebrand caractérisant
letype 2N (Siguret et al., 1997).

[11.2. Diagnostic différentiel

Le diagnostic différentiel de la maladie de von Willebrand est fréquemment envisagé
en pratique clinique et biologique devant des manifestations hémorragiques comme

I'némophilie A, les thrombopénies, ou thrombopathies.

[11.2.1. Maladie de von Willebrand et I"hémophilie A

L'hémophilie, maladie des gargons, est connue depuis les temps les plus anciens. En
1952, on reconndlt qu'il exigtait deux hémophilies A et B ayant exactement les mémes
caractéres cliniques et genétiqgues mais se différenciant par I'atteinte de deux protéines
différentes de la coagulation: le facteur VIII (facteur antihémophilique A) et le facteur 1X
(facteur antinémophilique B) (Drefys et al., 1989). Dans les deux formes d'hémophilies, la
transmission est récessive et liée au sexe. Seul les hommes présentent les symptdmes
cliniques de la maladie. Les femmes sont dites conductrices et ont une chance de mettre au
monde des gar¢ons hémophiles ou normaux, des filles conductrices ou normales (Bernard et
al., 1998). Sur le plan Génétique, la maladie est due a un défaut de synthése du facteur VIII,
ou a la production d'une molécule de structure anormale, du fait de mutations avec
introduction d'un codon stop ou de délétion du gene (Zittoun et al., 1993).

Le diagnostic différentiel entre I'hnémophilie A et la maladie de Willebrand se fera sur

des critéres clinique et biologiques résumés dans le tableau 1 ci- dessous;;
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Hémophilie A Maladie de Willebrand
Transmission Récessive liée au sexe Autosomale dominante ou

parfois récessive

Manifestations hémorragiques Hématomes, hémarthroses, Hémorragies cutanéo-muqueses

Hémorragies post-opératoires Heémorragies post- opératoires

Temps de saignement Normal Allongé

Temps de céphaline Allongé +Allongé (parfois normal)
Facteur VIII coagulant Abaisse Abaisse

Facteur Willebrand antigene Normal Abaisse

Cofacteur dela ristocétine Normal Abaisse

Tableau 1. Prindpaux signes cliniques e biologiques permettant de faire le diagnostic

différentiel entre hémophilie A et lamaladie de Willebrand. (Zittoun et al., 1993).

[11.2.2. Lesthrombopénies
La diminution de la concentration des plaquettes du sang circulant ou thrombopénie
entraine des modifications importantes des mécanismes hémostatiques et est la cause la plus
fréquente de I'atteinte de I'némostase primaire.
Elle est d'origine ;
- centrale (thrombopoiése diminuée ou inefficace)
- périphérique (trouble de répartition ou destruction exagérée) (Michele, 1999)
Dans les thrombopénies d'origine centrale, il existe une relation directe entre la
sevé&rité de la thrombopénie et I'alongement du TS, celui-ci éant pratiquement
constant lorsque le nombre des plaguettes est inférieur & 50 000/mm? (ce qui rend la
mesure du TS inutile s la thrombopénie est connue). Dans les thrombopénies
périphériques, I'alongement du TS est plus variable (Lévy et al., 2001).
[11.2.3. Lesthrombopathies
Les anomalies fonctionnelles des plaguettes ou thrombopathies produisent des
manifestations cliniques hémorragiques et un alongement du temps de saignement
semblables a ceux des thrombopénies. Les thrombopathies condituent un groupe de
pathologies trés hétérogene, parmi lesquelles, il faut distinguer les formes acquises

des formes condtitutionnelles (tresrare) (Michele, 1999).
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Le diagnostic de la maladie de von Willebrand repose sur des méthodes d'exploration de
I'némostase primaire, essentiellement variable en fonction de laboratoire, et leur interprétation
est souvent rendue difficile du fait méme de ce manque de standardisation. Ces modalités
techniques permettent de réaliser in vitro des conditions anadogues ou tout au moins peu
différentes de ce qu'elles sont in vivo autorisant ains une meilleure compréhension de la

phys opathologie de la maladie de von Willebrand.

Notre étude a été réalisée au sein du laboratoire centra d’hématologie du CHU de Batna, sur
200 sujets suspects qui ont montré des manifestations hémorragiques mugueuses ou cutanées,
de deux sexes, et de différents &ges, provenant de différentes régions de I'Est et Sud
Algériens. L'étude a duré 12 mois, de Janvier 2009 a Décembre 2009.

Le point de départ du diagnostic biologique repose sur des tests principaux et

reproductibles :

@ L'hémogramme avec numération des plaquettes sanguines.
Le temps de saignement (TS).

Le temps de céphaline + activateur (TCA).

Le dosage de prothrombine (TP).

Le dosage du facteur von Willebrand (VWF).

L'analyse des multiméres de VWF plasmatiques.

Q8 8 8 8 8

Le dosage du facteur VIII (antihémophilique A).

IV.1. L'hémogramme

L'hémogramme est le principal examen en hématologie, on regroupe sous ce nom la
mesure des taux d'’hémoglobine et différents déments figurés du sang, réalisée sur un
échantillon de sang. Il comporte une étude quantitative des cellules : numération des globules
rouges, des globules blancs et des plaquettes, mesure ou cacul de I'hnématocrite, dosage de
I'némoglobine, étude des constantes ou indices érythrocytaires et plaguettaires. La réalisation
de I'hémogramme, qui alongtemps repose sur un dénombrement en microscope optique apres
dilution manuelle, a été révolutionnée par le développement d'automates. Les automates
permettent |'analyse d'un grand nombre de cellules et fournissent ains des résultats précis et

reproductibles. IIs doivent cependant étre quotidiennement vérifiés et caibrés pour éviter
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gu'ils ne sécartent pas des seuils de normalité et les résultats doivent étre controlés dans
toutes les situations pouvant favoriser des artéfacts.

*Numeération des plaquettes

L'appareil que nous avons utilisé est le coulter (I'automate médonique CA (cell analyseur:
620), (Figure 6). 4,5 ml de sang veineux est prélevé directement dans des tubes spéciaux
contenant 0,5 ml d'EDTA (éthyléne-diamine-tétra-acétate) dans une température ambiante
varie de 20 a 22°C. Le premier tube est placé en contacte avec I'aiguille de I'appareil qui va
absorber 100 pl de sang destiné a I'andyse, le résultat s’affiché par la suite sur I'écran du
coulter (Samamaet al., 1970).

Figure 6. Automate médonique CA 620.

IV.2. Letempsde saignement (TS)

C'est la mesure de la durée du saignement aprés incision a l'avant-bras sous pression
permanente connue. Le temps de saignement permet une exploration globae de I'hémostase
primaire in vivo, nécessaire au diagnostic étiologiqgue des syndromes hémorragiques, il
correspond au temps qui Sécoule entre la réalisation d'une petite plaie cutanée superficielle et
le moment ou le saignement provoqué sarréte.

La méthode utilisée est celle d'lvy et al., 1941. On pose un brassard de tensiométre, avec
tenson a 40 mm Hg. On choist une zone sans vaisseaux apparents et sans poils, et on
pratique une incision horizontale parallele au pli  du coude, de 1cm de long sur 1mm de
profondeur, a I'aide d'un vaccinostyle a usage unique stérile. Toutes les 30 s, on absorbe le
sang avec un papier filtre en prenant soin de ne pas toucher le bord de I'incision : la goutte est
recueillie de fagon tangentielle a I’incision. On notera la durée de saignement provoqué quand

cele-ci sarrétera
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IV.3. Letempsde céphaline + activateur (TCA)

Le TCA correspond au temps de coagulation d'un plasma décalcifié et déplaquetté, en
présence de céphaine et d'un activateur des facteurs de la phase contact et de cacium. La
céphaline est un substitut des phosphodlipides plaguettaires dont il existe plusieurs formes
commercialisées. Le TCA explore la voie intrinseque de la coagulation (facteurs XII, X1, IX,
VI, X, V, 1l etl).

Le TCA est réalisé sur l'automate STA compacte (Figure 7). Le principe du test
repose sur une activation préalable du systéme contact de coagulation (Larrieu et Weilland,
1957). Le sang est préevé sur citrate de sodium a 3.8 % (1volume pour 9 volume de sang),
puis centrifugé a 3000 t/mn pendant 20 mn de fagon a obtenir un plasma pauvre en plaquettes.
Au 100 pl de plasma a tester sont rajoutés 200 ul de céphaline + I'activateur, puis, le mélange
est incubé a 37°C pendant 2 mn. Par la suite, on gjoute 0,025 M de Ca Cl, (chlorure de
calcium) tout en déclenchant |e chronomeétre et on note le temps de coagulation comparé a un
témoin norma et un témoin pathologique servant de référence (ces deux derniers sont
préparés préalablement dans les mémes conditions que celle du plasma a tester puis
lyophilisés, auxquels on rajoute 100 pl d'eau distillée pour obtenir un plasma prés a
I’utilisation) (Figure 8).

Figure 7. STA (systéme de coagulation automatique) compacte.
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Figure 8. Les étapes du dosage du TCA (centrifugation du sang prélevé (1), préparation des
réactifs (2), lancement des réactifs (3), (4) lancement des échantillons.

IV .4. Le dosage de prothrombine
Le temps de quick (TQ) ou taux de prothrombine permet d'étudier globaement I'activité des
facteurs de la coagulation de la voie extrinseque (facteur du complexe prothrombinique):

- facteur Il (prothrombine).

- facteur V (proaccéérine).

- facteur VII (proconvertine).

- Facteur X (Stuart).
Laréalisation de ce test se fait sans centrifugation du sang prélevé (procédé de séparation ou
décantation) sur citrate de sodium a3,8% (1 volume pour 9 volume de sang). Le TP est rédisé
sur l'automate STA compacte. Le principe du temps de quick consiste a comparer, en
présence de thromboplastine cacique, le temps de coagulation d'un plasma a étudier par
apport a un témoin normal et un témoin pathologique servant de référence (ces deux derniers
sont préparés preéalablement dans les mémes conditions que celle du plasma a tester puis
lyophilisés, auxquels on ragjoute 50 pl d'eau digtillée pour obtenir un plasma prés a
I’ utilisation).
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Au 50 pl du plasma a tester sont rgjoutés 100 pl de la néoplastine cacique (thromboplastine
humaine), le mélange est incubé a 37°C pendant 2 mn, puis, on déclenche le chronometre, le
taux de prothrombine est exprimé en pourcentage (Quick, 1935).
*La gamme d’étalonnage de prothrombine
La gamme détalonnage comprend une dilution avec tampon Owren koller du plasma
normal au : 1/4, et 1/3, 1/2, par définition :
- 1/4 correspond al’activité 23%.
- 1/3 correspond al’activité 30%.
- 1/2 correspond al’activité 45%.
- 50 pl du plasmanormal non dilué (pure), correspond al’activité 90%.
100 pl de la néoplastine calcique ont été rajoutés aux plasmas dilués et plasmapure. Apres
une incubation a 37°C pendant 2 mn. On déclenche le chronometre, puis on détermine le
temps de coagulation de chague dilution pour établir la courbe d’étalonnage.

v Reésultatsdela calibration

pourcentage d'activité (%) Temps de coagulation (s)
23% 34,3 secondes
30% 27,9 secondes
45% 20,8 secondes
90% 14,2 secondes

IV.5. Ledosage du facteur von Willebrand (VWF RCo)

la ristocétine, antibiotique isolé a partir de cultures d'un actinomucete (Nocardia
lurida), induit I'agrégation des plaquettes dans le plasma riche en plaguettes (PRP) des sujets
normaux; mais n'induit pas |'agrégation dans le plasma pauvre en plaquettes (PPP) des mémes
sujets. L'agrégation plaquettaire par la ristocétine requiert la présence d'un facteur
plasmatique: le facteur von Willebrand (VWF RCo), et elle permet de poser le diagnostic de
lamaladie de Willebrand et de doser quantitativement I'activité du facteur von Willebrand. Le
test est réalisé sur STA compacte.
Le principe du dosage consiste a comparer, le pourcentage d'activité d'un plasmaa étudier par
rapport a un témoin normal et pathologique (ces deux derniers sont préparés préalablement

dans les mémes conditions que celle du plasma atester puis lyophilisés, auxquels on rajoute
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200 pl d'eau distillée pour obtenir un plasma prés al'utilisation). Au 200 pl du PPP & tester
(dilué a un 1/10 avec le tampon owren koller), sont rajoutés 200 pl de la suspension
plaquettaire dont il existe sous forme commerciaisée (150 000 a 300 000 plaguettes par mm?)
et 20 pl de rigtocétine, le mélange est incubé & 37°C pendant 3 mn (Weiss et al., 1973). Les
résultats sont obtenus en pourcentage.

*La gamme d’étalonnage du VWF

La gamme d’étalonnage comprend une dilution avec le tampon Owren koller du
plasma normal au 1/5, 1/3. Par définition:

- ladilution au 1/5 correspond al'activité 67%.

- ladilution au 1/3 correspond al'activité 33%.

- 200 pl du plasma normal non dilué (pure), correspond a I’activité 100% du VWF
plasmatque.

- le tampon Owren koller correspond a I'activité 0%.

200 pl de suspension plaguettaire et 20 pl de risocétine ont été rgjoutés aux plasmas
dilués et normal. Aprés une incubation & 37°C pendant 2 mn, on détermine les densités
optiques de ces différentes dilutions pour établir la courbe d’étalonnage.

v Reésultatsdela calibration

pour centage d'activité (%) MesuresDO
100% 0,228
67% 0,151
33% 0,068
0% 0,005

IV.6. Analyse des multiméres de VWF plasmatique par éectrophorése sur gel d'agarose
- SDS-

Comme son nom l'indique, les molécules sont soumises & un traitement dénaturant
préalablement a leur séparation électrophorétique, détruisant la structure tridimensionnelle
native. |l existe différentes méthodes pour dénaturer les molécules. Les plus classiques sont
les traitements thermiques, les hautes forces ioniques qui vont perturber les liaisons faibles
qui participent au repliement des molécules (liaisons hydrogéenes, liaisons
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électrostatiques), et bien sur |'utilisation d'agents dénaturant comme I'urée ou le SDS (sodium
dodécyl sulfate). Ce dernier est un détergent tres utilisé pour I'électrophorése de protéines car
il posséde des caractéristiques particulierement intéressantes. Non seulement, il dénature les
protéines, maisil se fixe dessus avec une densité linéaire approximativement constante, c'est a
dire que le nombre de molécules de SDS qui se fixe sur une protéine est approximativement
proportionnel au nombre d'acides aminés qui la composent, donc & sa masse moléculaire. Or,
le SDS est une molécule chargée négativement. En sa présence, toutes les protéines vont donc
adopter la méme forme (déroulées) avec une charge négative proportionnelle & la masse
moléculaire. On estime aind qu'il se fixe en moyenne environ deux molécules de SDS par
acide aminé. La charge native est faible donc négligeable par rapport aux charges portées par
le SDS. Il en résulte qu'en présence de SDS la seule variable qui différencie les protéines est
la masse moléculaire. La forme n'intervient plus (puisgque les protéines sont dénaturées) et la
charge native non plus (puisque les charges apportées par le SDS sont largement plus
nombreuses). La séparation se fait donc uniqguement en fonction de la masse moléculaire. Par
voie de conséquence, l'interprétation des résultats obtenus est généralement beaucoup plus
simple que pour une électrophorése en condition non dénaturante (Ruggeri et Zimmerman,
1981).

IV.6.1. Purification du VWF plasmatique

Le procédeé de purification de VWF plasmatique, comprend une combinaison des plusieurs
étapes. Le matériel de départ est la fraction cryoprécipitée du plasma (on prend les PPP a
testés et leur témoins normaux), soumise a une étape classque de prépurification par

adsorption sur hydroxyde d'aluminium.

a) Principe de préparation du cryopr écipité

Le cryoprécipité est préparé a partir de plasma frais en présence de citrate de sodium, et
congelé au plus tard 6 heures gprés son prélevement. Le plasma est congelé a - 60°C puis
conserve a -35°C. En vue de la décongdation, le plasma est placé dans une chambre & -7°C
pendant au moins 12 heures pour assurer un réchauffement lent et régulier puis il est dégelé
dans une enceinte thermostatée a 0 - 2°C, sous agitation constante. Le cryoprécipité est
récupéré par centrifugation afroid.

Aprés centrifugation, le cryoprécipité récupéré est remis en solution et adsorbé sur
hydroxyde d'auminium pour éiminer les principaux contaminants, cest-a-dire les

composants du complexe prothrombinique (particuliérement le Facteur VI1), le Facteur XII.
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Le surnageant est ensuite refroidi & 15°C (ce qui €élimine en partie le fibrinogéne et la
fibronectine). Ce traitement permet une récupération du mélange Facteur VIII - facteur von

Willebrand du cryoprécipité.
b) Procédé de séparation chromatographique

La chromatographie est une technique d'analyse pour séparer les constituants d'un mélange ;
les molécules & séparer sont entrainées par un fluide (un liquide ou un gaz) que I'on appedle la
phase mobile. Elles interagissent ou au contraire n'interagissent pas avec un support fixe que
I'on appelle la phase stationnaire, il y a donc une distribution ou partition des composants

entre ces deux types de phase.

Dans la chromatographie d'échange d'ions, la phase stationnaire sappelle un gel de résine. Ce
gel se présente souvent sous forme de billes qui portent des groupements ionisables dont la
charge est positive ou négative (résines échangeuses d'anions ou cations qui fixent des
molécules de charge opposées par des interactions éectrostatiques). Son principe consiste a
fixer la molécule d'intéré sur un support solide, a laver les molécules contaminantes, puis a
éluer la molécule dintérét sous forme isolée, par dissociation du complexe a l'aide d'un

tampon salin a haute force ionique.

Les deux chromatographies d'échange d'ions sont effectuées sur la méme résine de polymeére
vinylique greffé de groupements DEAE (diethylaminoethyl, ce qui constitue un échangeur
d'anions faiblement alcalin), plus particuliérement sur une colonne de DEAE-Fractogel ™
TSK 650 (Merk), équilibrées avec le tampon d'équilibrage contient du citrate trisodique (0,01
M), du chlorure de calcium (0,001 M), du chlorure de sodium (0,11 M), de la glycine (0,12
M) et de la L-lysine (0,016 M). Le facteur von Willebrand, le facteur VIl et la fibronectine
sont retenus par la colonne ; les protéines contaminantes (principalement le fibrinogéne et des
IgG) faiblement ou pas fixées par la colonne. Dans ces conditions d'utilisation, la colonne
utilisée présente une capacité de rétention du VWF d'environ 75%, le reste étant perdu dans le
filtrat.

Le facteur von Willebrand est désorbé de la colonne par une augmentation de la concentration
en NaCl du tampon a 0,15M. Lafraction de VWF récoltée contient 30 a 35 % du VWF initia

mais 40 % de celui-ci reste co-adsorbé avec le Facteur VI et sera co-élué avec celui-ci par
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une seconde augmentation de la concentration du tampon & 0,25 M et sera co-purifié avec

celui-ci.

La fraction contenant le VWF éué de cette premiére colonne est réinjectée sur une seconde
colonne, identique & la premiére et dans les mémes conditions, aprés une |égere dilution avec
le tampon d'équilibrage, pour guster la force ionique de la fraction VWF al'égquivalent de 0,11
M en chlorure de sodium. La fraction injectée étant déja débarrassée de contaminants et du
Facteur VIII qui entraient en compeétition pour la capacité de fixation des sites d'adsorption de
la premiére colonne, on observe pour la seconde, une capacité de fixation beaucoup plus
grande. Le VWF est désorbé par une augmentation de la concentration en NaCl du tampon a
0,17 M. Cette deuxiéme chromatographie permet d'obtenir un facteur de concentration de 8 a
10 fois par rapport a la précédente ce qui évite des étapes supplémentaires de concentration
par ultrafiltration. Ce second éluat de VWF est soumis a une troisieéme étape de purification
sur colonne de gélatine-Sepharose (Pharmacia) équilibrée avec le tampon d'éution de la
colonne précédente, pour éiminer lafibronectine. Ce gel de chromatographie d'affinité a une
capecité de rétention de la fibronectine de > 5 mg/ml ce qui permet de réduire ce contaminant
a des quantités indétectables dans la fraction VWF. Le VWF purifié se retrouve dans le filtrat
de cette derniére étape.

IV.6.2. L'électrophorése sur gel d'agarose-SDS-
a) Préparation de gel de séparation /gel de concentration

On prépare 1,5% de gel de séparation en utilisant l'agarose HGT (high-gelling-
temperature) dissous a 100°C dans un tampon de gel de séparation (0,5 M Tris-base, 0,1%
SDS, PH 8,8) et refroidi & 60°C avant I'utilisation. On prépare 1mm de gel épais par le
coulage de cette agarose entre 2 plagques de verres préchauffées et séparées par un cadre, puis
on les fixe ensemble par un lien. On laisse le gel pour se polymériser a température ambiante
pendant 2 a 3 heures dans un sac en plagique scellé. Apres la polymérisation, on enléve
soigneusement la plaque de verre supérieure et on coupe une bande de 30 x 205 mm de gel de
séparation. On rassemble les deux plaques puis on gjoute un volume de 0,8 % d'agarose HGT
dissous dans un tampon de gel de concentration (0,125 M Tris-base, 0,1 %SDS, PH 6,8) pour
remplacer la bande de gel de séparation coupée. Cet agarose a auss dissous a 100°C et puis
refroidi a 60°C avant I'utilisation. On laisse le gel final polymériser pendant 30 a 60 mn &

température ambiante dans un sac en plastique scellé.
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Aprés la polymérisation, on enléve soigneusement la plaque supérieur, et on place la base de
la plague tenant le gel sur un conteur de cdibre de l'interface de gel de séparation / ge de
concentration, et de la position de 8 puits (2x 10 mm) dans le gel de concentration. On utilise
ce calibre pour I'orientation, puis on perfore les puits en dehors (1 cm de l'interface, 1cm a
part). Les échantillons du plasma maade et témoin ont é&é dilués au 1/3 dans le tampon de
plasma (0,01M Tris-base, 0,011 M de I'acide ethylenediaminetetraacetic, 2% SDS, 8 M de
I'urée, 0,075% de bleu de bromophenol, pH 8,0) et chauffés pendant 30 mn 4 60°C. A l'aide
d'une pipette on introduit un volume de 25 pl du plasmatémoin normal dansle premier puit et
25 pl du plasma malade dans le deuxiéme puit, I'électrophorése horizontde a été porté a
courant constant de 25 mA jusqu'a ce que le plasma migre des puits (environ 30mn). Le
tampon de I'éectrophorése (0,05 M Tris-base, 0,394 M glycine, 0,1% SDS, PH 8,35). Les
puits vides ont été remplis par le gel de concentration, |'électrophorése se contenue a courant
congant de 11mA jusgu'a ce que le cheminement du colorant atteint Il'interface de gel de
concentration / gel de séparation (environ 20 mn). L'é@ectrophorése se contenue pendant la
nuit (approximativement 18 heures) avec un courant constant de 5 mA et avec un
refroidissement & 14 °C. Le front du colorant migre normalement 6 & 7 cm dans le gel de

separation verslafin dela période de I'éectrophorese.
b) L'ééctrotransfert du gel d'agarose sur la feuille de nitrocdlulose

Aprés I'électrophorése, on retire le gel et on le place dans un tampon de transfert (0,025 M
Tris-base, 0, 192 M de glycine, 0,1 % SDS, 20% de méthanol, PH 8,3) pendant 30 mn avec un
seul changement de tampon. Le sandwich utilisé pour le transfert de protéine est composé
d'une double couche de papier filtre, une feuille de nitrocellulose, le gel d'agarose, et d'une
seconde double couche de papier filtre. Tous les composants ont é&é coupés a la taille du ge
et pré imbibés dans le tampon de transfert. Pour éviter la formation des bulles d'aire durant
I'assemblée de sandwich, on roule soigneusement les diverses couches avec une tige de verre
propre. Puis, on digne le sandwich sur I'anode de platine de I'unité de transfert, et on place la
cathode sur la pile. L'électrotransfert a été exécuté a la température ambiante a 23 V pendant
30 mn. Aprés le transfert, on récupére puis on lave la nitrocellulose dans Tris, et tampon de
serum abumine bovine (BSA) (0,01 Tris HCL, 0,9 % Nacl, 0,05% Tween 20 contenant 0,3
% BSA, PH 7,4) pendant 60 mn & température ambiante (avec |'agitation douce).
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c) La déection immunoper oxydase des multiméres du VWF

Aprés ce lavage, le tampon est remplacé par un volume frais de tampon de Tris / BSA
renferme des anticorps primaire de VWF anti-humain du lapin. Aprés 2 heures d'incubation &
température ambiante avec agitation douce, on lave la nitrocellulose 3 fois (5 mn pour chaque
lavage) dans le tampon de Tris (0,01 M TrisHcl, 0,9% Nacl, 0,05% Tween 20, PH 7,4). Puis,
on incube la nitrocellulose avec des anticorps secondaires d'un mammifére marqués a la
peroxydase anti-lapin dans le tampon Tris /BSA, pendant une heure a température ambiante,

cette incubation est suivi par 3 lavages de tampon de Tris (5 mn pour chaque lavage).
d) La visualisation des multiméres du VW F

Lavisualisation des multiméres de VWF est possible par I'incubation de la nitrocellulose dans
une solution de substrat dans I'obscurité sans agitation. Ce tampon de substrat est préparé
immédiatement avant I'utilisation, il est composé de (20 ml de 3,3-diaminnobenzidine HCI
dans 0,1 M Tris Hcl, 20ml de I'eau distillée, 200ul de Ni cl,, et 13 pl de H, O,). Quand
I'intensité de la bande sera suffisante, on arréte la réaction par un lavage de la nitrocellulose 3
fois dans I'eau ditillé. Enfin, on pose la nitrocellulose a l'air sec et on photographie les profils

pour produire un record permanent.

IV.7. Ledosage du facteur VIII (antihémophilque A)

Le test est réalisé sur I'sppareil STA compacte. Le principe du test consiste a comparer le
temps de coagulation d'un plasma & étudier par rapport a un témoin norma et un témoin
pathologique servant de référence (ces deux derniers sont préparés préalablement dans les
mémes conditions que celle du plasma a tester puis lyophilisés, auxquels on rgoute 50 pl
d'eau distillée pour obtenir un plasma prés a I’utilisation). Au 50 pl du plasma a tester (PPP
dilués au 1/10 en tampon Owren Kkoller) sont rgoutés 50 pl du plasma déficient en FVIII, et
50 pl de céphaline + activateur. Le mélange est incubé a 37 °C pendant 3 mn et enfin, 50 pl

de Ca cl, ont été rgjoute afin de déclencher le chronomeétre (Samama et al., 2004). Les

résultats sont obtenus en pourcentage.
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*La gamme d’étalonnagedu FVIII
La gamme d’étalonnage comprend une dilution en tampon Owren koller du plasma
normal au: 1/2, 1/3, et 1/7. Par définition :
- 1/2 correspond al’activité 50%.
- 1/3 correspond al’activité 33%.
- 1/7 correspond al’activité 13%.
- 50 pl du plasmanormal non dilué (pure), correspond al’activité 100%.
50 pl du plasma déficient en FVIII, et 50 pl de céphaline + activateur ont été rajoutés aux
plasmas dilués et plasma pure. Apres une incubation a 37°C pendant 3 mn. 50 pl de Ca Cl,
ont été rajouté pour déclencher le chronometre, ensuite on détermine les temps de coagulation

de ces différentes dilutions pour établir la courbe d’étalonnage.

v Reésultatsdela calibration

pour centage d'activité (%) Temps de coagulation (s)
100% 56,2
50% 68,3
33% 65,8
13% 72,4

IV.8. Analyses satistiques
L'éude des fréquences est effectuée par un logicid Epi. Info 3. 3. 2 qui permet le
traitement des données a l'aide d'un questionnaire auto administré.
Les résultats sont exprimés en moyenne = sem. Pour comparer les moyennes des
échantillons, nous avons utilisé le test "t" de student s I'effectif "N" (nombre des
sujets) est < a 30 (les calcules ont été effectués a l'aide d'un logiciel Graph Pad Prism
5,00), et le test d'homogénéité des moyennes s I'effectif "N"est > a 30 (les calcules
sont effectués manuellement):
0] Pour I'éude comparative du test d'homogénéité des moyennes, nous avons
caculé en premier temps la différence entre les deux moyennes (la moyenne des témoins et
la moyenne des malades), puis nous avons calculé en deuxieme temps l'intervalle de

confiance:
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Dont:
N1: I'effectif (nombres de sujets) de lapremiere population.

N2: I'effectif (nombre de sujets) de la deuxieme population.

01: lavariance de la premiére population.

02: lavariance de la deuxiéme population.
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Résultats et discussion

V.1. Répartition des malades selon I'age et le sexe

Tableau 02. Répartition des maades selon I'age et le sexe

Age Sexe
Age (ans) Fréquence % Sexe Fréquence %
8 2 50 F 2 50
19 1 25 M 2

50
20 1 25

Total 4 100
Total 4 100

D'aprées nos résultats (tableau 2), 4 malades ont été trouves, dont 2 sont &gés de 8 ans et deux
autres &ges respectivement de 19 et 20 ans, I'&ge moyen &ait de 13,75 + 3,22, ce qui
témoigne que cette pathologie peut survenir atoute &ge. Nos résultats confirme auss que cette
pathologie peut toucher les deux sexes, et que lafréquence est estimée a 2 %, par rapport ala
population étudiée (200 cas suspects). D'aprés Agnés et al., 2001, le type 3 est moins fréquent
(moins de 5 % des cas) et d'aprés les recherches de Borel, 1998 et Fressinaud et Meyer, 1995,
letype 3 est rare, et représente 1 & 3% de toutes les formes de la maadie de Willebrand, mais
représente la forme la plus grave. Nos résultats obtenus montrent que la fréquence de la
maadie de Willebrand est la méme pour toutes les tranches d'éges, elle peut toucher les
enfants et les adultes, et auss identique selon le sexe. D'aprés Fressinaud et Meyer, 2001, la
transmission autosomique de la maladie de Willebrand prédise une fréquence égale parmi les
deux sexes, la prévalence de la maladie est plus importante chez les femmes qui sont

confrontées au risque hémorragique.
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V.2. Variation du taux de plaquettes (PLT) et le temps de saignement (TS) chez les
malades de Willebrand

Tableau 03. Variation du taux de plaguettes et le temps de saignement chez les malades de
Willebrand

Etat /Test biologique TEMOINS MALADES
Taux du PLT (103 mm?) 2375+ 6,37 2435+ 16,28
TS(mn) 5434+0,15 14.75 + 0,62 * *

*++: p<0,0001
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Figure9d. Variation du taux de plaquettes (10°/ mny) chez les maades de Willebrand
(p=0,7433).
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FigurelO. Variation du temps de saignement (mn) chez les malades de Willebrand
(p<0,0001).

Les résultats obtenus montrent qu'il n'existe pas de différence statistiquement significative du
taux de plaquettes (p=0,7433, >0,05) chez ces malades (243,5 + 16,28) par apport aux
témoins (237,5 + 6,371) (Figure9). Selon Fressinaud et Meyer, 2001, la numération des
plaguettes doit étre réaliste systématiquement chez tout patient ayant un syndrome
hémorragique. Une thrombopénie plus ou moins importante peut se voir dans un type
particulier de maladie de Willebrand, le type 2B particulierement, cependant la numération
des plaguettes est normae dans tous les autres types (oscille entre 150 &350 x10°/ mm?).

Par contre, un allongement trés hautement significatif du temps de saignement (p<0,0001) &
€té signalé chez ces malades (14,75 + 0,6292) par apport aux témoins (5,434 + 0,1585)
(Figure 10). Le TS enregistré est supérieure alanormale (les valeurs normales varient de 4 &
8 mn). Le type 3 est définie par un TS trés allongé (Rothschild, 1998), I'allongement du temps
de saignement reste un critére diagnostic important malgré les difficultés de réalisation et de
standardisation de ce test (méthode Ivy).

41



CHAPITRE V Résultats et discussion

V.3. Variation du temps de céphaline + activateur (TCA) et letaux de prothrombine
(TP) chez lesmalades de Willebrand

Tableau 04. Variation du temps de céphaline + activateur et le taux de prothrombine chez les
maades de Willebrand

Etat /Test biologique TEMOINS MALADES
TCA (sex) 29,81+0.42 76,25+ 4,80 ***
TP (%) 92,69+ 1,76 95,50 + 4,50

*** p<0,0001.
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Figurell. Variation du temps de céphaine + activateur (TCA) chez les madades de
Willebrand (p<0,0001).
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Figurel2. Variation du taux de prothrombine chez les malades de Willebrand (p=0,5808).

Nos résultats révélent, un allongement tres hautement significatif (p<0,0001) du taux de TCA
chez nos patients (76,25 + 4,80) par apport aux témoins (29,81 + 0,42) (Figurell). D'aprées
Charkaoui et al., 2007, le TCA et alongé parallélement au déficit secondaire en facteur VIII
(anti hémophilique A) (le TCA normal varie de 28 sec a 36 sec).

Par contre on n'enregistre aucune différence significative (p=0,5808) du taux de
prothrombine entre les témoins (92,69 + 1,76) et les malades (95,50 + 4,50) (Figurel?2), (le
taux de prothrombine normal varie de 70 % a 100%). D'aprés Bugtany et al., 2009 dont les
études sur le syndrome de Willebrand acquis, le taux de prothrombine est norma, les mémes
résultats ont été trouvés par Clapson et al., 2008 et Charkaoui et al., 2007 dont les études été
effectuées sur la maladie de Willebrand type 3. Le TP est normal car il explore la voie
exogene de la coagulation.
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V.4. Répartition des malades selon letaux de facteur Willebrand (VWF) chez les
malades de Willebrand

Tableau 05. Répartition des maades selon le taux de facteur Willebrand chez les malades
Willebrand

VWF (%)

VWF (%) Fréquence %
<1% 4 100
Total 4 100

Les valeurs de VWF enregistrées pour ces quatre malades sont <1% (tableau 05). Le taux du
VWF est trés diminué par apport aux valeurs normales (de 50 % a 170 %) avec une fréquence
de 1 pour chaque malade. Pour le type 3 le VWF (VWF Ag et VWF RCo) est indétectable dans
le plasma, les plaquettes et les cellules endothéliales (Fressinaud et Meyer, 2001), et d'apres
Pomier, 2002, dans le type 3; le VWF est inférieur a 1%.

V.5. Variation du taux du facteur VIII (antihémophilique A) chez les malades de
Willebrand

Tableau 06. Variation du taux du facteur VIII (antihémophilique A) chez les malades de
Willebrand

Etat /Test biologique TEMOINS MALADES

F VIl (%) 100,3 + 3,56 3,500+ 0,28 ***

**%: p<0,0001.
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Figurel3. Variation du taux de facteur VIl chez les malades de Willebrand (p<0,0001).

L'examen de ces résultats permet de mettre en évidence une diminution trés hautement
significative (p<0,0001) du taux du FVIII chez ces malades (3,50 + 0,28) (Figurel3) par
apport aux témoins (100,3 + 3,56). Le taux du F VIII est trés diminué (<5%) par apport aux
valeurs normales (de 60 % a 150 %). Trzeciak et Bordet, 2002, ont rapporté que dans la
maladie de Willebrand type 3 le taux de facteur VIII est trés abaissé. Les patients atteints de
maladie de Willebrand grave ont des taux de F VIII de l'ordre de 2 & 7% de la normal
(Fressinaud et Meyer, 2001).

@ Ledéficit en facteur F VII1 et I'allongement du TCA

Le TCA est le temps de recd cification du plasma déplaquetté citraté en présence de céphaline
et activateur est une méthode de mesure globale des facteurs plasmatiques de la formation de
prothrombinases endogenes a |'exception des facteurs plaquettaires. Le TCA explore la voie
de la coagulation déclenchée par le contact (voie dite « endogene») et il est donc en fonction
de la concentration plasmatique de chacun des facteurs de coagulation impliqués. facteurs de

la phase contact (facteur XI1, kininogéne de haut poids moléculaire [KHPM], prékalikréne),
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facteurs XI, IX, VIII, X, V, Il et fibrinogéne, il n'explore pas les plaquettes qui sont
remplacées par la céphaline, ni le facteur VII (Bezeaud et Guillin, 2001).

Le temps obtenu est exprimé par apport au temps du plasma témoin, dont la valeur moyenne
varie entre 28 s et 36 s. IL est moins sensible aux déficits en facteurs I, V, X ans qu'un
déficit significatif en fibrinogéne (Samama et al., 2004) (Figure 14). La formation d’un
complexe entre le facteur VII activé (FVI1la) et le facteur tissulaire (FT) est I’étape cruciale
qui initie le processus de coagulation sanguine. Le facteur tissulaire est une glycoprotéine
exprimée a la surface des cellules extravasculaires. La rupture de la barriere endothéiale
permet au facteur VIl plasmatique, présent en faibles concentrations sous forme activée,
d’accéder au facteur tissulaire. Le complexe FVIla-FT ainsi formé déclenche le processus de
coagulation en assurant la conversion du facteur X en facteur Xa Ce dernier permet la
génération d’une petite quantité de thrombine (118) a partir de la prothrombine (FII). La
thrombine ains formée assure la conversion du fibrinogene en fibrine et la formation d’un
caillot toutefois peu stable. Aprés cette éape d’initiation, le processus s’amplifie grace a
I’action de la thrombine. La thrombine active les cofacteursV et VIl (anti- hémophilique
A) (Kaller et al., 1995; Nogami et al., 2000) ainsi que les plaguettes sanguines. Ces derniéres
exposent & leur surface des phospholipides chargés négativement au niveau desguels se fixent
et s’activent en cascade les divers facteurs (Hermans et al ., 2006).

La thrombine formée a partir de la prothrombine par protéolyse due au facteur X active, au
sein d'une micelle phospholipidique que constitue la membrane des plaquettes qui ont adhéré
au sous-endothélium. C'est une sérine estérase qui se lie & son récepteur protease activited
receptor (PAR)-1, récepteur a sept domaines transmembranaires, et qui clive celui-ci a son
extrémité N- termina ; aprés I'émission d'un petit peptide dont le réle est inconnu, un
récepteur cryptique au niveau de PAR-1 est démasgué qui induit une transduction du signal
indépendamment dés lors de la thrombine ou de toute protéolyse. Un autre récepteur PAR-4
est auss présent sur les plaguettes, agissent en coopération avec PAR-1 (et misen jeu dans un
second temps de facon plus prolongée lorsque la concentration de la Ca™ intracytoplasmique
est plusimportante) (Bellucci, 2002).

Les récepteurs de type PAR sont couplés & une protéine G de type Gq dont |'activation
entraine celle des phospholipases CB,, qui hydrolysent les phosphatidylinositides
membranaires pour former l'inostol triphosphate, ou IP3, second messager, et le
diacylglycérol. Ce dernier composé va activer la protéine kinase C calmoduline-dépendante
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qui permet la phosphorylation au niveau des résidus sérine-thréonine de la chaine l1égére de la
myosine (20 kDa, régulant les mouvements de l'actine liés a la myosine) et cele de la
pleckstrine (47kDag). Ces réactions semblent impliqueés dans le changement de forme des
plaguettes et dans les phénomeénes de sécrétion granulaire. 1P3, quant alui, favorise I'efflux de
calcium Ca™ hors des vésicules de stockage du systéme tubulaire dense vers le cytoplasme.

L'augmentation de la concentration de Ca™ intracytoplasmique va entrainer plusieurs
événements comme |'activation de la P38 mitogen activated proteine kinase (M AP-kinase),
favorisant elle-méme I'activation de la phospholipase A, a l'origine de la synthése des PGE, et
I'indiction d'un changement conformationnel du complexe GPIIb/ Illa permettant la fixation
du fibrinogéne et la formation des agrégats plaguettaires (Bellucci, 2002).

Mentionnons enfin que le complexe GPIb-1X-V, impliqué dans I'adhésion des plaquettes au
VWF, se comporte aussi comme un récepteur de haute affinité pour la thrombine. Aing, la
fixation de la thrombine & des sites spécifiques situés sur GPIba-I1X, I'interaction éventuelle
avec les récepteurs de type PAR et la contribution de chacun de ces récepteurs a autant de

points qui doivent étre précises par les éudes futures (Bellucci, 2002).

Facteur contact Facteur tissulaire
XI =Xl , VI
X |
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3 +Va
Voie endogene l Voieextrinséque :
S Il — Thrombine . L —
Fibrinogéne .
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TCA % - R |
S Fibrine F———
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Figure 14. Exploration in vitro de la coagulation (De revel et Doghmi, 2004).
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Par ailleur, le complexe FT-Vllaactive :

- LeFXenF Xy

- LeFIXenFIXa
La premiére réaction et prioritaire, mais la deuxieme n'est pas a négliger. En effet, lorsque le
Xaappardit, il favorise lui-méme la transformation du IX en IXa. Le FVIIla vient accélérer
I'activation du facteur X par le facteur 1Xa; le facteur Va vient accélérer I'activation du facteur
Il par le facteur Xa. Cette réaction permet la poursuite de I'activation du FX. Elle explique le
mécanisme des hémorragies :

@ Dans|'hémophilie A et lamaadie de Willebrand par déficit en FVIII;

@ Dans|'hémophilie B par déficit en FIX.
Le facteur VIII n'a pas d'activité enzymatique mais joue le role de cofacteur, c'est-a-dire qui
accélére l'interaction entre I'enzyme et son substrat, le FVII1 possede trois domaines A, deux
domaines C et une région de connexion treés sensible a la protéolyse, pour acquérir safonction
de cofacteurs, il doit étre au préalable activé par la thrombine (ou plus accessoirement par le
facteur Xa) qui scinde des liaisons peptidiques et démasque ains des domaines de liaisons a
I'enzyme et au substrat de la réaction qui va étre catalysée, sans les cofacteurs, les réactions
enzymatiques sont trés lentes (Bezeaud et Guillin, 2001). La présence des deux éléments
(phospholipides et cofacteurs) augmente considérablement [I'efficacité catalytique de la
réaction (Bezeaud et Guillin, 2001) (Figure 15).
En cas du déficit en FVIII, ces réactions enzymatiques (l'activation du facteur X par le facteur
IXa) seront lentes et de ce fait le TCA qui explore principalement le F VIII qui est trés
diminué (<5%) dans lamaladie de Willebrand type 3 sera allongé. On conclue qu'il existe une
corrélation entre le déficit en FVIII et I'allongement du TCA, le déficit en F VIII affecte la
voie endogéne de la coagulation donc la maladie de Willebrand type 3 est une auss

pathologie de I'némostase secondaire (la coagulation).

Substrat
(Zymogéne)

. Cofacteur }
ca” W W Mﬁ' et Ca”

~~~~~

(-) (<) Aminophospholipides (-) (-)

Figure 15. Complexes enzymatiques de la coagulation. (Bezeaud et Guillin, 2001).
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V. 6. Ledéficit en facteur Willebrand et I'allongement du temps de saignement

Larépartition des malades de Willebrand ayant un TS allongé en fonction du déficit en VWF

est représentée dans le tableau 07 ci-dessous.

Tableau 07. Variation du temps de saignement en fonction du déficit en vVWF

épartition des | Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4
malades
Test
VWF (%) <1 <1 <1 <1
TS (mn) 13 15 15 16
% 25 25 25 25

Le tableau 6, présente la variation du temps de saignement en fonction du déficit en VWF.
D'apres ce tableau, tous nos maades ont un taux du facteur von Willebrand (VWF) trés
diminug, il est < a 1%, et un temps de saignement allongé dont un malade (patient 1) a un
temps de saignement (TS) égal a 13 mn, il représente 25% de I'échantillon total, et deux
malades (patient 2 et 3) ont et un temps de saignement (TS) égal a 15mn, ils représentent
50% de |'échartillon total, et un maade (patient 4) a un temps de saignement (TS) égal a 16
mn, représente 25% de |'échantillon total.

D'aprés Samama et al., 2004, le TS explore la phase primaire de I'némostase. Ce processus
implique I'adhésion des plaquettes sanguines a la paroi vasculaire; cette interaction se fait par
I'intermédiaire du facteur von Willebrand (Hermans et al., 2006). Les plaguettes sont ensuite
activées, cette étape est associée a une cascade complexe d'évenements intracellulaires,
I'agrégation plagquettaire congtitue la derniére étape de I'hémostase primaire, €elle repose sur
I'interaction entre elles les plaquettes activées par I'intermédiaire du facteur von Willebrand et
du fibrinogéne (Hermans et al., 2006).

Le VWF peut se lier aux collagénes fibrillaires de différents types, cependant, plusieurs
arguments laissent penser qu'il existe un ou plusieurs autres ligands physiologiques: le
collagéne non fibrillaire de type VI (Rand et al., 1991), le site majeur sur le VWF est locdlisé

dans le domaine A3 (Kalaftis et al, 1987). D'autres sites sont présents dans le domaine Al
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(Roth et al., 1986). Le VWF lié au sous- endothélium peut alors, apres un changement de
conformation, se lie a la GP Ib plaguettaire, des taux de cisaillement devés peuvent auss
favoriser laliaison (Fressnaud et Meyer, 2001).

Le site de liaison du VWF ala GP Ib est localisé dans le domaine Al (Fujimuraet al., 1987),
le mécanisme de I'activation du VWF reste mal compris, le phénomeéne peut étre expliqué par
un changement conformationnel de larégion du VWF qui couvre laboucle Al entre les aa 449
et 728 et qui contient les domaines de liaison pour la GPIb/IX (Salder et Ginsburg, 1993) et la
matrice extracellulaire (Meyer et Girma, 1993). Le VWF peut également se lier & un deuxiéme
récepteur plaquettaire, la GP I1b/l11a (ou intégrine allbB3), lorsque celui-ci est expose lors de
I'activation plaguettaire induite par I'interaction du VWF avec la GP Ib (Fressinaud et Meyer,
2001) (Figure 16).

Flacuette Flacuette
GPIbe}(T T SRk P T T T Pk
Facteur ille brand Facteur willebrand
Cellules
= rclethd lic les l l l
@ Pk T Pk 1k
Colligénes
Zhvao samineg lvoannes
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Acdhé&sion Aoréqation

Figure 16. Role du VWF dans l'adhésion plaguettaire au sous-endothélium vasculaire et dans
I'agrégation plaquettaire (Anne-Sophie et al., 1995).

Cette liaison induit I'étalement des plaquettes et leurs adhésion irréversible au sous
endothélium, permettant aux plaguettes de ne pas ére balayées par des taux de cisaillement
élevés (Fressinaud et al., 1988). C'est la séquence RGD du domaine C1 du VWF qui permet
saliaison alaGPlIb/Illa (Fujimoto et al., 1982). Cette intégrine est surtout le récepteur de
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I'agrégation plaquettaire gréce a son ligand physiologique, le fibrinogéne, mais I'absence de ce
dernier ou lorsgue la concentration locale de VWF est augmentée (par sécrétion des cellules
endothdlides ou des plaquettes), le VWF peut auss permettre |'agrégation plagquettaire en se
liant & ce récepteur. A taux de cisaillement élevés, le VWF serait la seule protéine responsable
de I'agrégation plaquettaire (Ikeda et al., 1991;Weiss et al., 1989).

L'amas plaquettaire ains formé permet d'interrompre le processus de saignement (Hermans et
al., 2006). Donc le fibrinogene et le facteur Willebrand, que I'on retrouve a la fois dans le
plasma, les plaquettes, les cellules endothéliales et le sous-endothélium, sont indispensables
dans les éapes d'adhésion et d'agrégation plaquettaire (Trzeciak et Bordet, 2002).

On sait que la durée du TS indique le temps nécessaire pour la formation du clou
plaguettaire, le déficit en VWF (< &1%) retentit sur la physiologie de I'hémostase primaire et
provoque un dysfonctionnement de ce mécanisme physiologique, et le déroulement de ces
étapes, I'adhésion plaguettes-paroi vasculaire et I'agrégation plaquettaire ralentirent, et de ce
fait I'agrégat plaquettaire ne se forme pas rapidement ce qui explique I'allongement du temps
de saignement en fonction du déficit en VWF.

V.7. Ledéficit en facteur Willebrand et le déficit en facteur VIII

Larépartition des malades ayant un déficit en facteur V111 en fonction du déficit en facteur

Willebrand (VWF) se présente comme suit dans le tableau 08.

Tableau 08. Variation du déficit en F V111 en fonction du déficit en VWF

épartition des | Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4
malades
Test
VWF (%) <1 <1 <1 <1
F VI (%) 4 3 4 3
% 25 25 25 25
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Les malades présentant un déficit en facteur VIII (<5%), leur taux de vVWF enregistré est trés
diminué ce qui indique une relation entre ces deux variants. Tous nos patients ont un taux du
VWF < a 1% dont les deux premiers patients (1 et 2), chez lesquels le taux de F VIII égale
respectivement a 4% et 3%, ils représentent 50% de I'échantillon total, les deux derniers
patients ont un taux de F VIII égal respectivement a 4%, et 3%, il représentent 50% de
I'échantillon total.

Le FVIII (antihémophilque A) circule dans le plasma associé de fagon non covaente au
facteur von Willebrand (VWF) qui le protége d'une rapide dégradation protéolytique, le VWF
facilite par alleurs la sécrétion du FVIII & partir de son lieu de synthése, le concentre dans les
zones dans lesguelles une hémostase est requise, le FVIII est le cofacteur du FIX dans
I'activation du FX ; pour exercer ce role et ce lier aux phospholipides, il doit se détacher du
VWF, ce qui est réalisé lors de la coupure de la chaine |égere par la thrombine ou le facteur Xa
(Goudemand, 1997).

Le F VIII est composé de 2332 acides aminés (ad), sa masse moléculare est de 330 kDa, sa
concentration est basse (0,10 — 0,20 mg /L), sa demi — vie est de 10 & 16 heures. Le FVIII
comporte six domaines présentant entre eux des zones d’homologie et Senchainent de la partie
N vers la partie C terminale dans I'ordre A1, A2, B, A3, C1, C2, avec des zones hyperacides
situées entre lesdomaines Al et A2 d'une part, B et A3 d'autre part. Le domaine B n'a pas de
fonction connue. Des variants totalement dépourvus du domaine B ont une activité FVIII
coagulante normale (Eaton et al. 1986). Des que le F VIII est synthétisé, il est clivé en une
série d'hétérodimeres possédant une chaine [égére (80 kDa) faite des domaines A3, C1, C2, &t
une chaine lourde (92 kDa et plus) correspondant aux domaines Al, A2 et d'une portion
variable du domaine B. Ces deux chalnes sont réunies par des ponts calcium (Figure 17). Le
F VIII est lié au VWF par I'extrémité N-terminale de la chaine Iégére et aux phospholipides
par I'extrémité C-terminale de cette méme chaine (Goudemand J, 1997), les sites de liaison du
VWF au F VIII sont localisés au niveau des 272 aa N-terminaux de la sous-unité mature (entre
lesaa 764 et 1035) (Foster et al., 1987; Takahashi et al., 1987). Sous I'action de la thrombine
et plus accessoirement du facteur Xa, le F VIII est activé en F Vllla, qui se présente comme
un hétérotrimere composé d'un fragment de 54 kDa (globaement A1), 44 kDa (A2) et 72 kDa
(A3, C1, C2). Cette molécule est trés instable et se dégrade rapidement sous I'action de la
protéine C activée et de la dissociation des sous-unités. Elle perd ains son activité

procoagulante (Goudemand J, 1997).
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Figure 17. Structure schématique du facteur (F VIII). Les fleches indiquent les zones dactivité
protéolytique de la thrombine (11a), du facteur Xa, de la protéine C activée (Pca). (Goudemand, 1997).

D'apres Fressinaud et Meyer, 2001, le VWF permet le transport du F VIII dans la circulation.
Le transport, la protection ....., ces fonctions rend ces deux molécules liées interdépendantes.
Donc le déficit en VWF provoque un déficit en F VIII car les deux molécules sont liées et

circulent dans le plasma sous forme d'une seule molécule.

53



CHAPITRE V Résultats et discussion

V. 8. L'analyse des multiméres de VWF plasmatiques

L’ électrophorése des plasmas pauvres en plaquettes a été réalisée sur un gel d’agarose 1,5%
contenant un agent dissociant, le dodécyl sulfate de sodium (SDS) afin de séparer les
multimetres selon leur masse moléculaire, (PN: plasmanormal, PM: plasma malade).

Les profils multimeriques du VWF du plasma malade et plasma témoin présentés sur les
figures 18 (sexe: fille, &ge: 8 ans), figure 19 (sexe: gargon, &ge: 8 ans), figure 20 (sexe
garcon , age: 20 ans), figure 21 (sexe: fille, &ge: 19 ans) révélent que les plasma normaux
(PN1, PN2, PN3, PN4), présentent tous les classes des miltimeres ( > 5 meres, environ 15
bandes = 15 multimeres visualisées), les multiméres de haut poids moléculaire ont été placé
prés de la cathode puisgu'ils migrent pas rapidement, et les plus petits multiméres ont été

placés pres de I'anode puisgu'il migrent rapidement (bas poids moléculaire).

Le nombre des bandes ou les classes des multiméres visuaisés varient d’une personne a
I’autre en fonction du taux du vVWF plasmatique. La fourchette des valeurs normales est large,
classiquement comprise entre 50 et 200 Ul/dl, en raison dimportantes variaions
physologiques (Salder et al, 2000). Ainsi, de nombreux facteurs I'ethnie, I'dge (Aillaud et al.,
1986) et le statut hormonal (Lee, 1999) influencent le taux plasmatique de VWF. Le taux de
VWF est plus important aux &ges extrémes de la vie; chez le nouveau-né, le VWF est méme
plus richement multimérisé (Shenkman et al., 1999). Sous l'influence des hormones oestro-
progestatives, le taux plasmatique de VWF est plus important chez les femmes et il augmente
physiologiquement au cours de la grossesse (Lee, 1999). La sensibilité de la sécrétion de VWF
a certaines hormones congtitue d'ailleurs le support de la thérapeutique non substitutive des
déficits modérés en VWF (contraception orale oedro-progestative chez les femmes et
utilisation de desmopressine, analogue structura synthétique de la vasopressing) (Mannucci,
1997). D'autres circonstances comme le stress ou I'exercice physique induisent également une
augmentation du taux de vVWF plasmatique (Veyradier et al., 2001).

On observe une absence totale de tous les multiméres dans les plasmas malades (PM 1, PM2,
PM3, PM4) car les multiméeres ne sont pas détectables dans le plasma de ces malades
Willebrand. D'apres Fressinaud et Meyer, 2001, le type 3 caractérisé par une absence total de
tous les multimeres de VWF. Le type 3 est laforme grave de la maladie et affecte 1 & 3% des
sujets atteints, son mode de transmission est récessf. Il est défini par des taux de VWF
indétectables dans le plasma et les plaquettes (Anne-Sophie et al. 1995).
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Les anomalies moléculaires identifiées dans le type 3 sont de plusieurs sortes. Des délétions
du géne, soit complétes, soit partielles, englobant un ou plusieurs exons, ont éé mises en
évidence chez plusieurs patients (Ginsburg et Salder, 1993; Mancuso et al., 1994). Ces
délétions semblent prédisposer a la formation d'aloanticorps anti- VWF chez les patients
transfusés. Des mutations non-sens ont éé trouvées dans les exons 9, 28, 32 et 45 (Ginsburg
et Sadler, 1993; Zhang et al., 1992; Zhang et al., 1994; Eikenboom et al.,1992 ). Un défaut
d'épissage et une micro-insertion ont été rapportés chez quelques patients (les travaux de
Zhang et al., 1993). Un défaut d'expression des deux dléles a été mis en évidence au niveau
de I'ARNm plaquettaire chez un patient ne présentant aucune déléion du gene (Ginsburg et
Sadler, 1993). Enfin quelques mutations faux-sens ont été identifiées chez des patients n'ayant
aucune autre anomalie sur le gene du VWF (Zhanget al., 1994; Eikenboom et al., 1992). Les
parents, hétérozygotes, sont généralement asymptomatiques, I'aléle normal palliant le défaut

del'aléle anormal.
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PAI2

Fig 1 Fig 1

PN3 PM3 PM 4

Flg 20 Flg 21

v v

+ +

Figure 18-19-20-21. Profils multimeriques des quatre malades avec quatre témoins sains

(PN:plasmanormal, PM: plasma malade).
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Lors de cette démarche le diagnostic différentiel nous a permis d'éiminer 72 cas (36%) de

thrombopénie:

Tableau 09. Variation du taux de PLT, TS, TCA, TP, et VWF chez les malades de

thrombopénie

Etat /Test biologique TEMOINS MALADES

Taux de PLT (103 mm3) 239,62 + 3,50 117,09 + 3,18
TS (mn) 5,55+ 0,10 16,47 +1,02
TCA (sex) 29,82+ 0,18 30,33+ 0,31
TP (%) 93,05+ 0,81 92,16+ 1,14
VWF (%) 91,42+ 1,20 94,44+ 1,94

- Taux de plaquettes: la différence entre les deux moyennes (témoin et malade), d =

122,53 £ al'intervalle de confiance [- 9,23, + 9,23], les deux moyennes sont hétérogenes,

donc il existe une différance sgnificative entre la moyenne des témoins (239,62 + 3,50) et

la moyenne des malades (117,09 + 3,18), le taux de plaquettes est diminué pour ces
malades (thrombopénie).

- Temps de saignement: la différence entre les deux moyennes (témoin et malade), d =
10,92 € a l'intervalle de confiance [— 1,99, + 1,99], les deux moyennes sont
hétérogénes, donc il existe une différance significative entre la moyenne des témoins
(5,55 + 0,10) et celle des malades (16,47 + 1,02), le temps de saignement est allongé.

D'apres Delobel, 1997, cette pathologie caractérisée le plus souvent par un allongement
du temps de saignement. La thrombopénie et une anomalie trés fréquente avec des
étiologies variées, de nature péiphérique ou centrale, le plus souvent acquises et trés
rarement constitutionnelles, le réle des plaquettes est magjeur dans I'hémostase primaire:
leur diminution en degca dun seuil critique peut entrainer des manifetations
hémorragiques (Géraldine et al., 2006).

- Temps de céphaline + activateur: la différence entre les deux moyennes (témoin et

malade), d = 0,51 € al'intervalle de confiance [ 0,61, + 0,61], les deux moyennes
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sont homogénes, donc il ne y'a pas de différance significative entre la moyenne des
témoins (29,82 + 0,18) et celle des malades (30,33 + 0,31), le TCA est normad.

Taux de prothrombine: la différence entre les deux moyennes (témoin et malade), d =
0,89 € al'intervalle de confiance [- 2,96, + 2,96], les deux moyennes sont homogenes,
donc il ne y'a pas de différance significative entre la moyenne des témoins (93,05 +
0,81) et celle des malades (92,16 + 1,14), le TP est normal.

Taux du facteur von Willebrand: la différence entre les deux moyennes (témoin et
malade), d = 3,02 € a l'intervalle de confiance [— 4,49, + 4,49], les deux moyennes
sont homogéne, donc il ne y'a pas de différance significative entre la moyenne des
témoins (91,42+ 1,20) et celle des malades (94,44+ 1,94), le taux du VWF est normal.

Le reste des cas (124 échantillons) sont sains:

Tableau 10. Présentation destaux de PLT, TS, TCA, TP, VWF chez les sujets sains

Etat /Test biologique TEMOINS SAINS

Taux de PLT (103 mm3) 239,62+ 3,50 239,11+ 5,75
TS (mn) 5,55+ 0,10 5,42 +0,09
TCA (se0) 29,82+ 0,18 30,05+ 0,19
TP (%) 93,05+ 0,81 91,39+ 0,79
VWF (%) 91,42 + 1,20 94,66 + 1,71

Taux de plaquettes: la différence entre les deux moyennes (témoin et malade), d =
0,51 € a lintervalle de confiance [~ 13,15, + 13,15], les deux moyennes sont
homogénes, donc il ne y'a pas de différance significative entre la moyenne des témoins
(239,62 + 3,50) et celle des sujets sains (239,11 + 5,75), le taux de plaquettes est
normal.

Temps de saignement: la différence entre les deux moyennes (témoin et malade), d =
0,13 € al'intervale de confiance [- 0,27, + 0,27], les deux moyennes sont
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homogénes, donc il ne y'a pas de différance significative entre la moyenne des témoins

(5,55+ 0,10) et celle des sujets sains (5,42 + 0,09), le temps de saignement est normal.

- Temps de céphaline + activateur: la différence entre les deux moyennes (témoin et
malade), d = 0,23 € a l'intervale de confiance [ 0,38, + 0,38], les deux moyennes
sont homogénes, donc il ne y'a pas de différance significative entre la moyenne des
témoins (29,82 + 0,18) et celle des sujets sains (30,05+ 0,19), le TCA est normal.

- Taux de prothrombine: la différence entre les deux moyennes (témoin et malade), d =
1,66 € al'intervale de confiance [— 2,22, + 2,22], les deux moyennes sont homogeénes,
donc il ne y'a pas de différance significative entre la moyenne des témoins (93,05 +
0,81) et celle des sujets sains (91,39 + 0,79), le taux de prothrombine est normal.

- Taux du facteur Willebrand: la différence entre les deux moyennes (témoin et
malade), d = 3,11 € a l'intervale de confiance [~ 4,11, + 4,11], les deux moyennes
sont homogénes, donc il ne y'a pas de différance significative entre la moyenne des
témoins (91,42 + 1,20) et celle des sujets sains (94,66 + 1,71), le taux de VWF est
normal.

Ces sujets ne présente aucun déficit, et leurs manifestations hémorragiques duent peut étre

aux prés des médicaments comme |'aspirine (anti-agrégant plaguettaire).

Les différentes étapes du diagnogtic biologique réalistes lors de cette démarche

résumées dans le schéma suivant:
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Numeération plaquettaire
Diminuée (<250 10°mms3)

Numeération plaquettaire
Normal

Mesure du temps de saignement
Allongé

M esur e du temps de saignement
Allongé

Mesuredu TCA
Normal

Mesuredu TCA
Allongé (doublé)

Dosage de prothrombine (TP)
Normal

Dosage de prothrombine (TP)
Normal

N

Dosage du vVWF
Normal

Pathologie:
Thrombopénie

Dosage du vVWF
Trésdiminué (< 1%)

Dosagedu F V111
Trésdiminué (< 5%)

Analyse des multiméres de VWF
plasmatique
absents

Pathologie:
Maladie de Willebrand tvpe 111

Figure 22. Exploration biologique de lamaladie de von Willebrand type I11.
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Conclusion générale

Le diagnostic biologique de la maladie de von Willebrand qui a été effectué sur 200 cas

suspects de lapopulation de I'Est et Sud Algériens nous a permis de démontrer que :

La prévalence de la maadie de von Willebrand dans la région de I'Est et Sud
Algériens est de 2% par apport a la population éudiée, elle est moins fréquente que d'autres
syndromes hémorragiques comme la thrombopénie (36%). On a détecté quatre cas de von
Willebrand type 3 (sévére). Mais la maladie de Willebrand reste théoriquement la plus

fréquente.

Cette pathologie se traduit par des anomalies de I'hémostase primaire en raison d'une
absence totale du VWF plasmatique. Le temps de saignement mesuré par la méthode lvy
incison est trés allongé, révéle auss une anomalie de I'némostase primaire caractérisant cette
maladie.

La maladie de Willebrand type 1l peut saccompagner d'une anomalie de I'hémostase
secondaire (coagulation) a cause de déficit du FVIII (anti-hémophilque A) mesuré par le
dosage du taux de FVIII plasmatique. Le vVWF assure le transport de F V111, de ce fait le taux
de FVIII mesuré est auss abaissé, ce qui expligue I'alongement du TCA (explore la voie
endogeéne, et le F VIII principalement). Le VWF aun double réle, il acertes un réle primordia
dans I'hémostase primaire, et un deuxiéme rdle important, c'est la proténe transporteuse du

F VIII coagulant ou anti-hémophilique A.

Le déficit en facteur VWF (< 1%) et FVIII (< 5%) et I'absence de tous les multimétres
de VWF dans le plasma (testé part électrophorese des multimeéres de VWF plasmatiques), et
I'allongement du temps de saignement et de TCA (doublé) avec un taux plaquettaire (mesuré
par I'automate) normal, et un taux de prothrombine normal (explore la voie exogene) conduit
alamadadie de von Willebrand type I11.

Lors de la démarche diagnostique, la rédisation du temps de saignement est une éape
clef du diagnostic biologique des troubles de I’hémostase primaire. Un bilan biologique se

limite & une numération des plaquettes, mesure du (TS), du TCA, du VWF, du TP, dont les



résultats décident de la poursuite des examens complémentaires et /ou des dosages

spécifiques.

L'exploration de I'némostase primaire par divers tests de dépistage permet d'une part
d'évaluer et de préciser le type de la maadie de Willebrand et d'autres syndromes
hémorragiques qui peuvent étre associés comme la thrombopénie caractérisée par un déficit
du taux de plaguettes et un alongement du temps de saignement, et d'autre part de savoir qu'il
existe un trés grand retentissement de la maladie de Willebrand sur les tests courant de
I'némostase.

Malgré les recherches avancées sur cette pathologie grave de I'hémostase primaire, la
maladie de Willebrand reste encore mal connue et apercue généralement lors d'une
hémorragie en cas d'intervention chirurgicale ou un accouchement, et elle présente une grande

hétérogénéité biologique, et génétique d’ou parfois des difficultés des diagnostiques.



Annexe

Lequestionnaire:

[dentification

Nom: ... Prénom: ... Age: ... ans.

Sexe: F:

Bilan del’hémostase

N° Malade: ...

PLT:...10%mnm?. TS:...(mn). TCA:...(9. TP:...(%).

VWF: .... (%).

Examens complémentaires

Dosage du facteur VIII (AntihémophiliqueA) : ... (%).

Commentaires: ...
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Résumé

La maladie de von Willebrand est une affection hémorragique héréditaire due a un
défaut géenétique de la concentration, structure ou de la fonction du facteur von Willebrand
(VWF). Le VWF est indispensable d'une part aux interactions des plaguettes sanguines avec la
paroi vasculaire et d'autre part au transport et & la survie du facteur VIII (FVIII) ou
antihémophilique A. Notre problématique tend a mettre en évidence la prévalence de cette
maladie hémorragique chez une partie de la population de I'Est et Sud Algériens par un
dépistage et un diagnostic biologique basé sur des tests biologiques spécifiques (mesure du
taux des plaquettes sanguines, mesure du temps de saignement (TS) et du temps de céphaline
+ activateur (TCA), dosage du taux de prothrombine (TP), dosage du taux de VWF, analyse
des multiméres de VWF plasmatiques, le dosage du facteur VI (antihémophilique A).

Les résultats obtenus ont montré:

Un déficit en facteur VWF et FVIII, absence de tous les multimé&es du VWEF,
allongement du TCA et du temps de saignement, avec un taux plaquettaire normal, et un taux
de prothrombine.

Quatre cas de maladie de Willebrand type Il ou sévéere ont éé trouvé sur 200 cas
suspects (tous ont montré une concentration de VWF <1%, le FVIII est <5%, le TCA est
doublé le TS est dlongg, et tous les multiméres du VWF sont absents dans e plasma).

La maadie de Willebrand type Il n'est pas seulement une pathologie de I'hémostase
primaire, mais elle peut sSaccompagner d'une anomdie de I'hémostase secondaire
(coagulation) a cause de déficit du F VIII.

La mdadie de von Willebrand est moins fréquente (2%) chez cette population étudiée
que d'autres syndromes hémorragiques identifiés par le diagnostic différentid comme la
thrombopénie (36%). La maladie de von Willebrand reste théoriquement la plus fréquente.

Motsclés
Maladie de Willebrand, diagnostic différentiel, facteur von Willebrand, facteur VIII ou
antihémphilique A, diagnostics biologiques, thrombopénie.
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