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1. INTRODUCTION ET BUT DU TRAVAIL

1.1. LA COACULATION DU SANG

La coagulation du sang est caractérisée par la formation
d'un caillot inscluble. Cela est dO 2 la conversion du
fibrinogéne, une protéine de poids moléculaire élevé de
340.000, en fibrine insoluble sous 1'action de 1a thrombine,
une protéase & centre actif sérine. Une transamidase 2
centre actif cystéine ( facteur XIIIa } consolide ensuite
la structure de la fibrine par formation de liaisons cova-
lentes entre les chaines (Fig.3). ’

Deux mécanismes de coagulation conduisent 3 la formation de
la fibrine: le systdme intrinsdque (Fig.l) et le systéme
extrinsdque (Fig.2). Le syst2me intrins¥que est actionné par
exposition du sang 2 des surfaces &trangdres, autrement dit
toutes les surfaces qui ne sont pas constitufes par un
endothdle vasculaire intact: in vive par exemple les fibres
de collagdne de la paroi vasculaire, in vitro le verre. Le
systame extrinséque est mis en action quand la thromboplas-
tine tissulaire vient en contact avec les facteurs du sang

lors d'une l&sion vasculaire.

Quelques factecurs de la coagulation sont désignfs par des

noms ( fibrinogéne, prothrombine, thromboplastine tissulaire,
et calcium ). Pour les autres, les facteurs V 3 XIII, on
utilise la numération romaine qui représente approximativement
l'ordre chronologique dans lequel 1'existence de ces facteurs
a €té reconnue par le " International Committee on Blood
Clotting Factors ". La forme enzymatiquement active est dé-
signte par la lettre a.



Les facteurs d¢ coagulation {Tableau 1) sont de deux types:
d'une part les proenzymes ou zymogénes ( facteurs XII11,
X11, XI, X, IX, VII et prothrombine ) et d'autre part les
protéines régulatrices participant soit 2 1’activation

( thromboplastine tissulaire, facteurs VIII et V ) soit A
1'inhibition ( antithrombine III').

La conversion Jes zymogd@nes en enzymes actives se fait
invariablement par un processus de protéolyse limitée,
conduisant presque toujours 4 la perte de fragments pepti-
diques et en méme temps de glucides. lLa diminution du poids
moléculaire varie, la fragmentation de la prothromhine
pendant la conversion en thrombine est la plus importante.
Elle représente une perte de la moitié du poids moléculaire
( 70.000 3 37.1:00 ).

La synthése de quatre zymogdnes ( facteurs X, IX, VII et
prothrombine ) dépend dans la phase finale de la présence

de 1la vitamine K. Cette vitamine est nécessaire au systéme
de carboxylatien d'un nombre dBtermin€é de résidus d'acide
glutamique 3 1’extrémité N-terminale de 1a pfotéine, 10 pour
la prothrombine, 14 pour le facteur X. Ces restes BS-carboxy-
glutamiques permettent la fixation par chélation des ions
Caz+ et sont inportants dans la liaison de ces enzymes & la
surface des phospholipides.

Le plasma normal contient de puiséants inhibiteurs de
proté€ases parmi lesquels, 1’antithrombine 111, de loin la
plus impertante, inhibe la thrombine en formant un complexe
stoichiométrique 1:1 avec elle, Cette réaction est accélérée
en présence de 1'héparine. En outre, 1'antithrombine 11I
inhibe presque toutes les protéases de la cascade de coagu-
lation ayant comme centre actif la sérine.



La coagulation du sang est contre-balancée par la fibrino-
lyse. Ainsi le réseau de fibrine peut &tre redissous par
la plasmine, une protéase 3 centre actif sérine, et dont

la proenzyme est le plasminogéne.

Interaction des facteurs VIII et IX dans le systéme
intrins&que

Dans le systéme intrins@que, 1'activation par contact est
rrovoquée par l'interaction entre le facteur XII, la prékalli-
kréine, le kininogéne de poids mol&culaire €levé (HIMWK) et une
surface chargée négativement (telle que collagZne et kaolin).
L*activation protfolytique réciproque du facteur XII et de la
prékallikréine conduit 4 la formation du factenr XIIa et de 1a
kallikréine, HMWK accél@#re les réactions d'activation 3 la
surface activatrice. Le facteur XIIa 3 son tour active le

facteur XI en facteur Xla.

La conversion du facteur IX en facteur I}(a par le facteur XIa
en présence des ions Ca2+ se fait en 2 Etapes {1). Dans la
premiére &tape, une liaison peptidique interne du facteur IX
est hydrolysée, donnant naissance 3 un intermédiaire non actif
composé de 2 chaines polypeptidiques relifes par un ou plusieurs
poents disulfures. Dans Ia seconde &tape, un polypeptide de
poids moléculzire de 9000 est séparé du composé intermédizire
produisant zinsi le facteur IX,. Dans la réaction subséquente
du systéme intrinséque, le complexe formé par les facteurs 1X,
et V111, les ions Ca2+ et les phospholipides catalyse la comn-
version du facteur X en facteur Xa (2). Le facteur VI11 néces-
site d'abord une modification mol&culaire par la thrombine
avant sa participation dans le systéme intrinsdque (3). I1 agit
alors comme protéine régulatrice dans la génération de Xa.

La coincidence des 2 systémes intrins@que et extrinséque
aprés la formation du facteur Xa vaut aux derniéres réactions

de 1a coagulation le nom de systdme commun.
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Fig.1. Cascade de génération des enzymes dans le systéme
intrinsdque. PL = phospholipides, * indique 1'activation
du facteur répulateur concerné. HMWK = kininog2ne de poids

moléculaire €levé f(high molecular weight kininogen).
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Fig.2. Cascade de génération des enzymes dans le systéme
extrins&que. Les deux systdmes intrinséque et extrinséque
coincident aprés l1l'activation du facteur X.
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1.2. L*HEMOPHILIE A ET LE FACTEUR VIII

La maladie hbmorragique appelée hémophilie est connue dés
1'antiquité. En Suisse, plusieurs grandes familles atteintes
d'hémophilie ont £t& décrites au si2cle dernier de fagon

trés complate (4). La caractérisation de cette maladie héré-
ditaire est beaucoup plus r&cente. La mesure du temps de
coagulation du sang complet a &té la premidre technique de
laboratoire employée pour la détection de 1'hémophilie (5).
Plus tard om a remarqué que le sang d'un hémophile pouvait
corriger le temps de coagulation d'un autre, distinguant
ainsi deux sortes d'hémophilié, 1thémophilie A ou classique
et l'hémophilie B, caractérisées par la déficience de deux
facteurs de coagulation différents, le facteur VIII ( ou
facteur antih&émophilique AMF ou globuline anfihémophilique
AHG ) pour le type A et le facteur IX { ou facteur Christmas
(6) ou “plasma thromboplastin component" (7) ) pour le type B.
Chimiquement, ces deux facteurs de coagulation se distinguent
facilement., Le facteur IX est adsorbg par le sulfate de
harium, alors que le facteur VI1I ne l'est pas (8).

Le facteur VIII est &galement diminué dans une autre maladie

hémorragique héréditaire, 1a maladie von Willebrand (9).

Principales méthodes de préparation du facteur VIII

Les hémorragies provoquées par la déficience hér&ditaire ne
peuvent &tre jugulées que par Templacement du facteur déficient
au moyen de transfusion de sang, de plasma ou mieux de
concentrés,

Dans le traitement des h&mophiles A, on utilise souvent le
cryoprécipité préparé 3 partir du plasma normal (10) et le
concentré du facteur VIII prépavé par différentes méthodes
(11,12,13). En dégelant lentement et 3 froid le plasma comgelg,



on obtient un petit résidu non soluble 3 cette température,
appelé alors cryoprécipité et contenant une quantité@
appréciable de Ffacteur VIII.

Le cryoprécipité et le concentré de facteur VIII contiennent
du fibrinogéne en grande quantité. Celui-ci peut &tre €liminé
per adsorption sur la bentonite (14), par précipitation
fractionn&e avec le polyé&thyléneglycol (11,15), par protéolyse
s€lective (16,17) ou par filtration sur gel. Dans le plasma
la bentonite adrorbe sélectivement le fibrinogéne, malheureu-
sement dans les fracticns partiellemeunt purifies, elle
adsorbe sussi le facteur VIII (1S). La filtration sur gel
d'agarose semble &tre la méthode la plus efficace pour
séparer le facteur VIII du fibrinogéne; avec cette technique
le facteur VIII apparait le premier dans 1'effluent tandis

le fibrinogéne est €luvé plus tardivement (18). Ls chromato-
graphie sur des &changeurs d'ions donne souvent un rendement
faible et variable. La sensibilité duo facteur VIII aux
protBases rend la purification plus difficile. La combinaison
de plusieurs &tapes de purification permet d'obtenir un
facteur VIIT hautement purifié (15,19).

Caractérisations physicochimiques

Les premié&res cacactérisations physicochimiques du facteur
VIII montrent qu'il s'agit d'une protéine de poids moléculaire
trés Elevé ()106] {19,20,21) et gqu'il est formé par la
polymérisation de polypeptides de poids moléculaire de 200,000
liés entre eux par des ponts disulfures (19,22,23).

La composition en acides aminés du facteur VIII bovin (19}
et humain (15,23.24) a €té dEcrite dans la littérature. les
analyses de diff€rents laboratoires donnent des résultats

similaires.



La proportion des lipides varie de 0 4 10% selon les
méthodes de préparation (15,17,24), Ce sont apparemment des
contaminants, car leur composition dans les préparations
purififes dépend de 1a quantité des chylomicrons contenus
dans le plasma (20).

Les chaines polypeptidiques { ou sous-unités )} du facteur
V111 humain réduit contiennent entre 5 - 10% de glucides
(15,17 ,24) qui pourraient jouer un rdle important dans
1'activité de von Willebrand (25).

Activités biologiques ¢t immunologique

Biologiquement le facteur VIII possgde deux activités diffé-

rentes:

a) 1'activité coagulante, déficiente dans }'hémophilie A,
responsable de la normalisation du temps de coagulation
du sang ou du plasma du malade. Elle est déterminée par
les techniques de coagulation., Cette activité est aussi
diminuée dans la maladie von Willebrand.

b) 1'activité von Willebrand, diminufe ou absente dans la
maladie von Willebrand. Elle est responsable d'une part
de la rétention des plaquettes sanguines sur une colonne
de hilles de verre et d'autre part de 1'agrégation pla-
quettaire en présence de Ristocétine A. On 1'appelle pour
cela aussi cofacteur de la Ristocftine A. Les plaquettes
du sang de malade sont moins retenues sur le verre que
celles du sujet normal (26,27). La mesure de rétention des
plaquettes sur les billes de verre nécessite une bonne
standardisation de la méthode en particulier de la vitesse

d'écoulement du sang dans la colonne. La Ristoc&tine est

un antibiotique abandonné dé&s les premiers essais cliniques.

Elle cause en effet une thrombocytopénie. On a trouvé que,
in vivo,elle provoque 1'agrégation des plaquettes (28) et
démontré in vitro que le facteur VIII humain est nécessaire
1 cette agrépgation (29,30).
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Eu plus de ces activités biologiques, comme toutes les
protéines, le facteur VII] humain est un antigdne: il est

par exemple précipitd par 1'autisérum de lapin par formation
de complexe. Cette propriété est aussi désigne par concen-
tration antigénique. On parle alors d'autigdne parent du
facteur VIII ou euncore antigéne du facteur vom Willebrand.
L'antigéne se trouve eun quantité normale chez les hémophiles,
en faible quantité et méme parfois absent chez les patieuts
von Willebrand.

Anticorps et inhibiteur du facteur VIII

L'antisérum, obteuu par iunjection du facteur VI1I humain 2
d'autres espéces telles que le lapin, la chévre et le canard
précipite le facteur Y111 et inhibe les activités biclogiques.
Dans certains cas, la meutralisation de 1'activité coagulaunte
est faible (31). Ces antis&rums hétérologues contribuent
grandement 2 1'&tude immumologique de la molécule du facteur
VIII. 115 permettent de différencier l'activité von Wille-
brand et 1'antigéne du facteur VII1. En phase¢ liquide, 1'auti-
géne est précipicé, ce qui correspond aussi 2 la neutralisa-
tion de 1'activité vom Willebraud. Par amalyse en immuno-
€lectrophorése &4 7 dimensions, 1'hétErogénéité de 1'antigéne
dans le plasma normal est démountrée par la différence de
mobilité de plusreurs formes moléculaires séparées par les
techniques conventionnelles (32). Les formes moléculaires de
faible mobilité se trouvent damns le cryoprécipité et repré-
sentent presque toute 1'activité& von Willebrand (36}, taudis
que le cryosurnageant contient les formes moléculaires de
mobilité 8levée. L'antigéne daus les variants de von Wille-
brand { voir plus loin ) se distingue du facteur VIII/von
Willebrand normal) par sa mobilité plus &levée (33-35) et

par 1a diminution de 1'affinité euvers 1'anticorps démontrée
par la méthode immunoradiom&trique (37,38).
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L'hémophile peut &ventuellement développer un anticarps
affectant spécifiquement 1'activité coagula;te du facteur
VIII (40). Cet anticorps homologue, appelé en clinique aussi
inhibiteur, se forme plus souvent chez les hémophiles praves
que dans les cas modérés. La formation de cet anticorps pose
de sérieux probl2mes dans le traitement de substitution par
transfusion. D&s l'apparition de 1’anticorps on arréte, si
c'est possible, la substitution pour Eviter l'augmentation

du titre de 1'anticorps qui rend le malade totalement réfrac-
taire ao facteur VIII.

L'hémophilie acquise est caractérisée par une diminution de
1'activité coagulante du facteur VIII chez un individu aupa-
ravant normal, diminution due & 1'apparition d'un inhibiteur.
Ce phénoméne rare a €té néanmoins observé chez les malades
traités 4 12 p€nicilline {39) ou avec d'antres médicaments
(55}, et dans des cas de polyarthrite chronique éveolutive,
de grossesse et de lupus &rythémateux systémique (54).

les caractérisations de 1’anticorps homologue montrent qu'il
s'agit d'immunoglobulines de la classe IgG (41,43,44,46) et
plus rarement de la classe IgM (42,45).

Lt'inhibiteur humain, capable de neutraliser 1'activité coagu-
lante en phase liquide sans précipiter 1'antigéne, est plus
spécifique que 1'antis€érum hétérologue dans 1'étude immunole-
gique du facteur VII1 d'hémophile. Lorsqu'une protéine du plasma
d'hémophile (peu ou pas d'activité coagnlante)} peut neutraliser
1'anticorps humain dans un test en 2 temps, on dit alers que ce
plasma contient du "cress-reacting material™ (CRM) et qu'il est
CRM™ {ou A+). Environ 10% des hémaphiles passédent une quantité
de CRM équivalente'é celle du plasma normal ( représenté

alors par l'activité coagulante ), détectable par cet anti-
carps {47-51). De plus, ces hémophiles retiennent fréquemment
une certaine activité coagulante dans leur plasma { 3-10% de

I'activité normale ). Apparemment, ce variant d'hémaphile



12

posséde une molécule de facteur V1ll, lé&gérement défectueuse
quant 3 l'activité coagulante, mais dont la capacité antigé-
nique dirigée contre l'anticorps homologue est pleinement
conservée, contrairement & une antre forme plus sévidre ol le
facteur Vi1l est compl2tement dépourvu de ces déterminants
antigéniques qui pourraient réagir avec 1'inhibiteur humain.

Un malade von Willebrand développe rarement un anticorps
contre le facteur V111, Ce dernier est alors capable de
précipiter 1'antipéne ct de newtraliser les activités biole-
giques ccagulante et von Willebrand (52,53). I1 s'agit 12
aussi de la fraction d¢'immunoglobuline de la classe 1gG.

Symptmes cliniques et diagnostic

L'hémophilie A est la maladie hémorragique héréditaire la plus
fréquente. Les symptbmes cliniques les plus caractdristiques
soant les saighements dans les articulations provoquant une
limitation de la mobilité, l1'hématurie, 1'épistaxis, ce qui,
dans les cas extrémes, peut avoir des conséquences mortelles.
On distingue trois degrés d'hémophilie: sévare ( 0-1% de
l'activité normale )}, moyen { 2-6% ) et 1l&ger ( 10-15% }.

Dans 12 maladie de von Willebrand, l¢ temps de saignement de
légéres blessures est anormalement prolongé mais on abserve
rarement des hémorragies graves comme on en voit chez les
hémophiles.

Ces deux maladies se distinguent aussi de fagon trés typique
par 1'effet que prodvit 1'administration du plasma. Chez
1'hémophile, 1'augmentation de l'activité coagulante du fac-
teur VIII est imnédiate et proportionnelle 3 la quantité de
facteur VII1 inject&e. En cas de maladie de von Willebrand,

par contre, si la réponse initiale est semblable 3 celle

de 1'hémophilie, ltactivité coagulante du facteur VIII augmente
ensuite au-delld des valeurs calculées (56,58). L'administra-
tion d'un concenuré préparé 3 partir du plasma d'hé&mophile
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produit &galement une angmentation de 1'activité coagulante

chez le malade von Willebrand (57). Le mécanisme de cette

augmentation in vivo sugg&re que la partie porteuse de

l'activité coagulante et le facteur von Willebrand seraient

synthétisés par deux genes différents (62).

Le tableau Z rassemble quelques param@tres de laborateire

destinés au diagnostic de ces maladies.

Tableau 2. Quelques param@tres 2 considérer dans le diagnostic
de 1'hémophilie A et de 1la maladie de von Willebrand.

Paramé&tre

Hémophilie A

von Willebrand

SymptBmes cliniques

Temps de saignement

Activité coagulante
du facteur VIII

Activit€é von Willebrand
{rfétention des
plaquettes et cofacteur
de Ristac&tine)

Antigéne du facteur VI1IIL

Réponse & la perfusion
de plasma normal ou de
cancentré de
facteur VIII

Dévelappement d'anti-
corps homologues cantre
le facteur VIII

Hémorragie profonde dans
les tissus musculaires
et articulations,épis-
taxis, hématurie

normal

diminuée

normale
normal

augmentation immédiate
de 1'activité coagunlante
correspondant 4 la
quantité de factenr VIII
perfusée

chez enviraon 10%
des h€maphiles

Défarmations rares
des articulations,
Epistaxis fréquente

prolongé

plus ou moins
diminuée

plus ou moins
diminuée

plus ou meins
diminué

augmentation de 1l'ac-
tivité coagulante
dépassant la quantité
de facteur VIII
perfusée

trés rare
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Les variants de von Willebrand rencontrés chez les malades

nécessitent une subdivision de cette maladie (Tableau 3).

Tableau 3. Quelques variants de von Willebrand (58-61).

d = diminué, n = normal (ou apparemment normal), TS = temps

de saignement, VIII-C = activit€ coagulante, VIII-AG= antigéne
VWA = activité von Willebrand.

Variant TS VIIl-C VIII-AG VWA
type 1 prolongé d d d
type 2 prolangé noud n d
type 3 prolongé n d d
type 4 normal ou
lég&rement d d d
prolongé

L'antipéne et l'activité coagulante du facteur Vill
dans la détection des conductrices

Les E&tudes génEtiques de 1'hémophilie A soutiennent la thése
d'une maladie récessive life au chromosome X. Au départ,

on 8 observé que seuls les hommes &taient atteints par la
maladie. Toutefeis, la fille d'un hémophile bien qu'apparem-
ment saine peut avoir un fils h&mophile. Cette particularité
s'explique simplement par le mode de transmission de 1'hémo-
philie A.

Chaque cellule somatique contient 23 paires de chromosomes
dont 22 paires autosomales ( se composant de 2 chromosomes
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identiques dans les Z sexes )} et une paire de chromosomes
lige au sexe ( XY chez 1'homme et XX chez la femme ).

La conductrice de 1'hémophilie A possé&de un chromosome X
normal et un chromosome X anormal, porteur du gdne respon-
sable de 1a maladie. Sz descendance ( masculine ou féminine )
a donc 50% de chance d'hériter du chromosome X anormal, et
dans ce cas sa fille sera conductrice et son fils hémophile
(Fig.4a). L'hémophile a un chromosome X anormal et un
chromosome Y. Par conséquent toutes ses filles seront
conductrices, tandis que tous ses fils seront normaux et
qu'ils ne pourront plus transmettre la maladie 2 leur

doscendance (Fig.4b).

a) h)

Fig.4. Expllcat1on sehémathue de la transmission du g&ne
malade. XX conductr1ce, X Y hémophile.

La maladie de von Willebrand est décrite dans la plupart
de cas comme autosomale et dominante (63-865), les 2 sexes

sont £galement affectés.

Les observations faites chez les conductrices de 1'hémophilie A
peuvent &tre expliquées par 1'hypothé&se de Lyon (66), c'est-a-
dire par 1'inactivation d'un des chromosomes X chez 1'embryon
féminin. Cette inactivation est faite au hasard de sorte que

la probabilité de 1'imactivation du chremosome X normal ou

du chromosome X anormal est 1a méme. I1 en résulte que les
conductrices ont une activité coagulante &quivalente A 1la
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moitié de celle de 1'individu normal. Ce n'est vrai que
statistiquement. Selon 1'hypothése de Lyon, il est possible
dans les cas extrémes d'aveir 0% de 1l'activité coagulante si
tous les chromosomes X normaux sont inactivés ou au contraire
100% si ce sont les chromesomes X anormaux qui sont &€liminés.
Toutes les autres variations sont possibles. Ceci est indépen-
dant de la varietion physiologique normale. Comme le domaine
physiologique normal de 1'activité coagulante s'étend de 0,5
21,8 U/ml, ce seul paramdtre est insuffisant pour détecter
les conductrices. En se basant sur les deux paramétres de
1'activité ceagulante et de l'antigéne (70-74), la détection
des conductrices s'est révélée plus précise qu'avec la seule
détermination de 1'activité coagulante [75,76). Le rapport
thtorique entre 1'activité coagulante et la comcentration
antigénique est donc de l'ordre de 0,5. Cependant, les résultats
obtenus avec deux sartes d'anticorps homologue et hétérologue
{67-69) et 1'apparition de l'activité ceagulante liée A une
protéine de faible poids moléculaire apriés la perfusion chez
l¢ malade vom Willebrand (62) indiquent qu'um géne sur un
chromosome contrdle la synthése de 1'antigdne du facteur V111
et de 1'activité von Willebrand et qu'un autre géne sur le
chromosome X est responsable de la production de 1'activité
coagulante.

Facteur VIII: une molécule possédant 2 activités biologiques?

La corrflation entre activité coagulante et antig2ne chez les
individus normaux est importante pour la détection des conduc-
trices. La co-purification des activités coagulante et von
Willebrand par des techniques conventionnelles montre un lien
biologique entre les 2 entités et suggdre qu'elles se trouvent
sur le méme melécule. Cependant le phénom&ne clinique observé
aprés transfusion chez le malade von Willebrand montre que
l'activité ceagulante pourrait &tre indépendante de la synthése
de 1'activité von Willcbrand.
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Par ultracentrifupation dans un gradient de sucrose aux
concentrations &levEes de NaCl, le facteur VI1I pourrait

se dissocier en fragments actifs de faihle poids moléculaire
(84). Ces résultats ont &té confirmés plus tard par filtra-
tion sur pgel dans un tampon 3 force ionique &levée (77-83)
ou en présence de détergent (79). L'estimation du poids
moléculaire du composé portant l'activité coagulante est de
l'ordre de 100.000 - Z00.000, cependant la quantification

de la protéine est moins précise. Le composé de poids
maléculaire plus €levé, portant 1'activité von Willebrand,

représente 1'antigéne et 1la majeure nartie de la protéine.

La thrombine a €té aussi utilisée pour dissocier le

facteur V11I (86) qui peut &tre séparé en deux entités par
filtration sur gel en présence de CaCl2 0,25 M (93,95), et
dont 1'activité coagulante sédimente plus lentement par
ultracentrifugation (85). Cette dissociation du facteur VIII
, 0,25 M

la partie porteuse de 1'activité coagulante pourrait &tre

par la thrombine sugg@re qu'en présence de CaCl

séparfe de l'antigdne par la protéolyse. En plus, la présence
des inhibiteurs de protéases durant tout le processus
d'isolement du facteur VI11 diminue le phénom&ne de dissocia-
tion (94).

Le traitement du facteur V1II par des réducteurs des ponts
disulfures tels que le mercapto-2-&thanol induit une réduction
moléculaire de l'antigéne (88) de méme que le periodate de
sodium par oxydation de 2 fonctions hydroxyles adjacentes

des carhohydrates (47).

- Tout récemment le composé de faible poids molécunlaire a Eté
isolé sur les immunoadsorbants (89-91) ouv par équilibre de
partition entre 1'antigine libre et l'antigéne immobilisé (92}.
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1.3. BUT DU TRAVAIL

Ce travail est consacré A 1'étude des caractéristiques
biclogiques du fragment VIII-C obtenu par filtration sur

gel en présence de CaCl2 0,25 M particuliirement & sa
recombinaison avec le fragment VIII-AG et @ son activation
par la thrombine, puis 2 1'#tude des propriétés de 1'anti-
corps contre le fragment VIII-C. L'étude immumochimique

du facteur VIII et du fragment VIII-C en fonction de
différents anticorps contribue 3 la caractérisation partielle
de 1a molécule du facteur VII],
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2. PARTIE EXPERIMENTALE

2.1. MATERIEL ET METHODES

2.1.1. Matériel

Matériel de départ pour l'isolement du facteur VII1l:

Cryoprécipité AHF ( SRK Berne, courtoisie du Dr.Stumpfli )
ou concentré AHF de méme provenance ( produits impropres a
la transfusion }. Ces deux préparations sont disscutes dans
1'eau désiconisée de fagon 3 donner une densité optique de 50
a4 280 nm.

Réactifs:

Tris (hydroxyméthylamino-)mé&thane (TR1S), fluorure de phényl-
méthylsulfonyle (PMSF), chlorure de benzamidinium (BzHCI),
dodécylsulfate de sodium (SDS), iodoacétamide, de Merck
(Darmstadt). Alumina Cy gel Grade A 25%, di-isopropyIfluoro-
phesphate (DFP}, mercapto-2-éthancl, de Calbiochem (San Diego).
Albumine sérique bovine (BSA) fraction V, de Fluka (Buchs}.
Liquémine 5000 U-USP/ml, de Hoffmann-La Reche (Bdle).

Trasylel 20.000 U-K1/ml, de Bayer AG (Leverkusen)}. Hirudine
1000 U-AT/mg, de Pentapharm (Bdle). Antisfrum de lapin contre
le facteur VIII humain Clotimmun AHG, de Behring {(Marburg.a.d.
Lahn}. Polyé&thyléneglycol 6000 (PEG), de Serva {lleidelberg}.
Sepharese 4B, Sepharose 2BCL, Sephadex G-25, DEAE-Sephadex A-50
de Pharmacia (Uppsala). Agarose de Litex (Clostrup).

Biogel A-15m de Bio-Rad (Richmond)}. Membranes d'ultrafiltration
XM 100, d'Amicon (Dosterhout).

Facteur X, 20 U/ml, thrombine 1400 U-NIH/mg <courtcisie du
Dr.C.M.Jackson, S5t Louis (Missouri).



2.1.2. Détermination immuinclogique de 1'activité antigénique

du facteur VII1 ( ocu activité VITI-AG )

2.1.2.1. Immunc€lectrophorése d'aprés Laurell (96)

L'antigéne, ici le facteur VIII ( respectivement'le fragment
V111-AG ) migre damns un champ €lectrique vers 1'ancde dans

un gel d'agarese au pl 8,8 centenant 1'antisérum. Le complexe
antigéne-anticorps précipite quand le rappert des concentra-
tions est favorable. Ce précipité prend la forme de fusée
{Fig.5a) mise en &vidence par coloration. La hauteur des

fusées est proportionnelle 2 la concentration de 1'antigéue.

0,1 ml d'antisérum Rehring sont ajoutés & 13 ml d'agarose 1%
{(p/v) dissous dans le tampon TRIS-barhital-glyciune pH 8,8 ,
maintenu liquide A 56°C. Le mélange est vers&é en couche
homoegéne sur une plaque de verre 92 x 12 cm. Aprés durcissemeut
de la couche par refroidissement, 1a plaque est posfe dans

un suppert en plastique relié aux 2 pbles par Z ponts
d'agarose. La couche est perforée par une rangfe de trous de

2 mm de diamétre dans lesquels les diluticns du facteur VIII
sent appos6es (5 pl). La plaque, refroidie par centact du
suppert avec un bloc métallique 3 circulatien d'eau froide,
est ensuite maintenue scus une tension de 10 V/cm pendant

20 h. Aprés aveir €t& enlevée du suppert, elle est lavée
successivement avec du NaCl 0,15 M et de 1'eau, pressée

aprés chaque lavage avec du tissu de cellulose et s&chée

dans un courant d'air chaud. Le lavage €limine toutes les
pretéines solubles contenues soit dans 1'antisérum scit dans
“1a solntion d'antig2ne. 11 ne reste que le précipité antigéne-
anticorps. Firalement la coloration des fusées se fait par
immersion de la plaque pendant 10 minutes dans une solution
de hleu de Coomassie Brillant R 0,2% (p/v) disscus dans

l'acide acétique - mEthanol - “20 (1:5:5). La courbe
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2.1.2.2. Méthode immunoradiométrique (IMMUNORADIOMETRIC ASSAY)

Hoyer (97) a développé 1a méthode R1A (RadiolmmunoAssay)

pour le facteur VIII en systdme liquide-liquide. Cette
technique a une sensihilité et une précisicn supéricures &

la technique de Laurell. Tout récemment, uune seconde technique
nommée IRMA 2 site douhle, appliquée 2 Ia détermination de
I'activité V111-AG (98,99), a €té introduite dans notre
lahoratoire. Le principe counsiste 3 coupler 1'anticorps non
marqué sur une matrice insecluble qui peut &tre utilisée pour
extraire immunologiquement 1'antigéne actif du liquide biolo-
gique ( premidre rgactien ) (100). Pourvu que 1l'antigéne ait
plus d'un site immunologiquement actif, sa rétentiom sur
1'immunoadsorbant peut &tre mesurée par réaction subséquente
avec le méme anticorps radiomarqué ( deuxi&me réactiom )} (101).
La quantité de radicactivité retenue par la seconde Téaction
est proportionnelle 3 la concentration de 1'antigéne retenu
dans la premigre riéaction. La méthode est représentée

schématiquement par la fipure 6.

Y O 125 I
; lére reaction \<> >_|—25 2% reaction
—_—

+0 O+ >
& & >

——» laver et compter

Fig.6. Principe de la technique d'IRMA % site double.
<>= antigéne, >-—* = anticorps, 4 matrice insoluble.
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2.1.2.2.1. Radioiodination et purification de 1'anti-VI11-AG
spécifique

Dans cette méthode, 1'antisérum utilisé provient exclusivement
de nos lapiﬁs. La purification de la fraction IgG est décrite
sous §2.1.6 . 0,05 ml de cette fraction (0,6 mg) dans le
tampon phosphate de sodium 0,05 M pH 7,5 sont marqués avec
1'iodure de sodium 1251 radioactif (1 mCi} par la méthode 3

la chloramine-T (102) puis séparés de 1'iodure en excés par
filtration sur gel sur une colonne de Sephadex G-25 prééquili-
brée avec le tampon TRIS-NaCl centenant 1 mg/ml BSA pH 7,4,
La séparation de 1'anti-VIII-AG de la fraction d'immuno-
globuline glehale radiomarquée est faite par l'adsorption

de celui-ci sur l'immunoadserhant VI1I-Sepharose ZBCL et son
Elution en milieu acide: 2 ml 125I-IgG sont alors ajoutés i
0,2 ml VIII-Sepharose (50 U VIII-AG/ml} et le mélange est
maintenu sous agitation magnétique pendant 2h 3 tcmpérature
ambiante. Le gel est ensuite lavé avec 8 x 2 ml de tampon
TR15-NaCl contenant 1 mg/ml BSA par resuspension et centrifu-
gation. Dés que la radioactivité de la solution dec lavage est
tréds faible,le gel est resuspendu dans 2 ml de tampon glycine-
NaCl contenant 1 mg/ml BSA, pH 2,5 , pendant 10 minutes.

Le surnageant, séparé duv gel par centrifupgation, est ramené

au pH 7,4 par l'adjonction de TR1S 0,1 M - NaCl 0,1 M
contenant 1 mg/ml BSA, pH 8,8, Ce matériel final contient
environ Sx106cpm par ml (counts per minute).

2.1.2.2.2. Mode opfratoire de 1'IRMA

La paroi intérieure des tuhes en polystyréne 10 x 70 mm
(Semadeni, Berne) est d'abord rev8tue d’anticorps non marqué:
0,5 ml de 1a fraction IgG diluée 1:2000 dans le tampon NaHCO3
0,05 M, pH 9,6 . On laisse en contact pendant 12 h 2 1°c.

La solution est ensuite aspirée, le tube lavé une fois avec
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0,7 ml de tampon de dilution est incubé& pendant 20 h & 37%
avec 0,2 ml de 1'échantillon contenant l'antipgéne 3 mesurer
dilué dans le méme tampon. Le plasma normal dilué de 1:200
4 1:12800 est utilisé comme standard., Aprads l'aspiration de
1'échantillon, lc¢ tube est rincé avec 2 x 0,5 ml de tampon
de dilution. On ajoute alors dans le tube vide 0,2 ml de
lzsl-anti~VIII—AG épécifique, dilué dans le tampon de dilution
pour donner environ 5000 cpm ( dilution 1:200 du matériel
fraichement préparé ) et on incube nendant 20 h i 37°%.

Le réactif est alers enlevé par aspiration, le tube rincé

avec 2 x 5 ml d’eau d€sionisée. La radicactivité retenue a

la surface du tube est mesurée pendant 5 minutes dans un
scintillateur d rayon ¥. Le pourcentage de radiocactivité
retenue par rapport A la quantitf totale ajoute est exprimé
en fonction de la dilution du plasma humain normal.

Un exemnle de calcul et la courbe d'é&talonnage sont repré-
sentés dans le tableau 4 et la figure 7.

Tableau 4. Exemple de calcul d'une courbe d'&talonnage.
OTAA = quantité totale de radicactivité ajoutfe

Dilution du V111-AG Radioactivité % retenu

plasma humain (/ml x 10-3] (counts/Smin)

1:200 5,0 15 937 62,5
1:400 2,5 11 801 46,3
1:800 1,25 7 634 9,9
1:1600 0,625 4 202 16,5
1:3200 0,313 2 355 9,2
1:6400 0,157 1 589 6,2
1:12800 0,079 1 089 4,3

(TAA - 25 513 100
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Fig.7. Courbes d'é€talonnage de l'activité VIII-AG déterminée

par 1la méthode d'IRMA. La radioactivité retenue 3 la surface

du tube on % par rapport A la quantité totale de radiocactivité

ajoutfe est représentée en fonction de ltactivité VIII-AG

en solution.

a) domaine de mesure 0,625 - 5,0 x 10-3 U/ml échelle linaire
(8) - log (U/ml). '

b) domaine de mesure 0,8 - 12,5 x 10°7 U/ml échelle lingaire

{(3) - lin€aire (U/ml).
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2.1.3. Détermination de la partie portcuse de

1’activité coagulante

2.1.3.1. MéEthode biclogique ( activité VIII-C )

Deux méthodes sont utilises pour la détermination de 1‘acti-
vité V111-C: 1la premiére, appelée méthode en un tenps, est
hasée sur le temps de thromboplastine partielle avec le kaolin
comme activateur (104), la seconde, méthode en 2 temps selon
Biggs et al (105) et modifi&e par Denson (106), est basée

sur le principe de la formation du facteur Xa' L'enregistrement
du temps de coapgulation est fait dans les 2 cas automatiquement
32 1'aide du coagulomdtre Schnitger & Gross. La courbe d'éta-
lonnage est teprésentée par le temps de coagulaticen en

secondes en fonction de 1a dilution du plasma humain normal

sur le papier a double &chelle logarithmique (Fig. 9).

Dans la mfthode en un temps, l'activité coagulante biclcgique
est déterminfe par sa capacité A corriper le temps de coagu-
lation d'un plasma d'hémophile ayant une activité inférieure
20,00 U/ml (1 U est 1'activité équivalente 3 celle de 1 ml
du plasma humain normal ). On incube ¢,1 ml du plasma
d'hémophile avec 0,1 ml du mélange de kaolin 6 mg/ml -
phospholipide { dilution 1:500 de la solutien mére (107} ) 2
37% pendant 15 minutes., Ensuite 0,1 ml de CaCl2 25 mM sont
ajoutés et le temps de cocagulation du mélange est enregistré.
Four le deosage de 1'activit® VIII-C en présence de thrombine
ou de chlorure de calcium 0,25 M, des modifications ont &té
apportées 2 1la méthode de fagon 3 la rendre adéquate

(Tahleau 5).
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Tableau 5. Dosuge de 1'activité VIII-C du facteur VIII par

la m&thode en un temps. normale (n), &chantillon en présence

2 0,25 M (Ca}.
L'incubation se fait dans les 3 cas 4 37°C pendant 15 minutes.

de thrombine (Th) ou en présence de CaCl

Les volumes sont exprimés en ml,

n Th Ca
Plasma d'hémophile 0,1 0,1 0,1
Kaolin-phospholipide 0,1 0,1 0,1
INC INC
Echantillon 0,1 0,1 0,2
INC
CaCl2 25 mM 0,1 0,1 -
5¢e¢
10 |
4 m—
90 ] ""--——._.__.
\\.\-‘
700 .
\.\
S0

T

0002 0005 00f 002 005 O
| VII-C [U/ml]

Fip.9. Courbe d'é&talonnage de l'activité VIII-C déterminée
par la méthode en un temps. Le temps de coapgulation (sec)
est représenté e¢n fonction de 1'activité VIII-C en solutien.
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Dans la méthode en 2 temps, le réactif est préparé par
mélange A volumes €fgaux de s&rum humain normal dilué 1:10 ,
de phospholipide dilué 1:50 et du facteur V bovin activé
dilué 1:100 (~1 U/ml). Dans le premier temps, 0,1 ml du
réactif est incuhé avec 0,1 ml de la dilution de 1'Bchan-
_tillon en présence de 0,1 ml de CaCl2 25 mM pendant 10 minutes
a 37°C. Puis 0,1 ml du plasma normal est ajouté et le
temps de coagulation est enregistré ( deuxidme temps ).
Dans cette méthode, 1'&chantillon a mesurer doit &tre privé
des facteurs de coagulation dépendant de la vitamine K.
Ces facteurs sont €liminés par l'adsorption & 1'Alumina
( A1(OH); ) .

Dans le texte, les termes d'activité coagulante biologique

VIII-C et d'activité coagulante sont utilisés indifféremment.

2.1.3.2, Méthode immunologique (activité VIII-C(Ag) }

On parle de 1'activité coagulante immunologique VIII-C{Ag)
lorsque 1'anticorps neutralise 1'activitf coagulante biolo-
gique sans modifier 1'activité antigénique du facteur VIII.
La partie porteuse de 1'activité VIII-C{Ag) est synonyme

de CRM ( voir § 1.2.). Le complexe formé entre le fragment
VIII-C et 1'anticorps (anti-VIII-C) ne précipite pas et
posséde trds peu d'activitd coagulante. Cette activité
VI1I-C(Ag) est plus stable que l'activité coagulante pendant
la conservation.

L'exemple typique de cette sorte d'anticorps est 1'inhibiteur

homologue ( voir § 1.2.}.
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2.1.4, Electrophor@se sur gel de polyacrylamide

en présence de SDS et d'aparose 0,5%

L'électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de sDS
et d'agarose 0,5% (p/v) est faite a4 pH 7,2 dans le tampon
phosphate de sodium 0,1 M (108,109). L'agarose est ajouté

pour des raisors mécaniques. L'échantillon est mélangé€ 2

parts €pgales avec J'urée 8 M - SDS 2% (p/v). Pour 1la réduction
totale du facteur V111, le mélange est chauffé a 100% pendant
2 minutes en présence de 2% (v/v) de mercapto-2-éthanol,

Préparation dv gel de polyacrylamide 3 3%:

1,2 g d'agarose Litex sont dissous dans 100 ml d'esu désionisée
par chauffage. La solution d'agarose est maintenve liquide

a 56°C dans wn bain-marie. Pour préparer du gel de polyacryl-
amide 2 3%, on mélange les solutions suivantes: 3 ml d'acryl-
amide (scrylamide 28 g et N,N'-diméthyldiacrylamide 0,75 g

dans 100 ml d'eau), 5,8 ml HZO » 7 ml de phosphate de sodium
et SDS (NaZHP04.2H20 10,24 g , NaHZPOA.HZO 3,12 g , SDS 0,8 g
dans 200 ml H20 pH 7,2) , 25 pl N,N,N',N'-tétraméthyl&thyléne-
diamine (TEMED}. Le m&lange est porté 2 56°C pendant 5 minutes.
Puis on ajoute 11,6 ml d’agarose et 0,6 m]l de peroxodisulfate
d'ammonium ( (NH4]25208 ) au mé&lange, avec lequel on remplit
immédiatement une série de tubes de verre 0,5 x 8,7 cm placds
verticalement sur unm support en caoutchouc faisant bouchon

(1,2 ml de mélange pour un gel de 6 cm ).

En présence de DS, les protéines sont dEunaturfes eu se char-
geant négativement et migrent vers 1'anode du champ €lectrique.
Ls position de migration de la protéine dans le gel ne dépend
alors que de son poids moléculaire, ce qui permet une estima-
tion de ¢e dern_er: plus la migration est rapide, plus le
poids moléculaire de la protéine est faible.

l
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2.1.5. Couplage des prot€ines au CNBr-Sepharose

Les gels Sepharose 4B et Sepharose 2BCL sont activés avec le
bromure de cyanogéne {110). Par incubation avec le gel activé
les protéines se lient par covalence au gel par 1'intermé-
diaire des groupes amines primaires.

pH 11

+ CNBr ————»

- HBr

Aprés avoir &été lavé & 1'eau désionisée sur un filtre de nylon

pour enlever le liquide préservatif, le gel est transféré

dans un bécher, refroidi dans un bain de glace et suspendu

dans son volume d'eau. Le bromure de cyanogéne, dissous dans
l'acétonitrile & une concentration de 2 g/ml, est ajouté i

la suspension maintenue sous agitation magnétique (1 ml CNBr

pour 10 ml de gel), tandis que le pH de la solution est
maintenu entre 11 et 12 par l'addition de NaCl 10 M. La

I température de la solution ne doit pas dépasser 12°C. la

réaction est stoppée aprés 15 minutes par transfert de la

suspension sur un filtre de nylon et par lavage intensif avec

de l'eau désionisée et du tampon NaHCO3 0,1 M - NaCl 0,5 M,

rH 8,9. Toutes ces opérations sont exécutfes dans une hotte

a4 tirage artificiel. Ensuite le gel est transféré dans un

ballon 2 1 col suivi par la solution de protéines dans le

méme tampon bicarhonate. lLe mélange est agité par un mouvement

rotatoire (au Rotavapor) pendant 20 h A 4°c. Les protéines

destinées 3 la fixation ont &té d'abord dialysées contre
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2 x 50 volumes du méme tampon pendant 24 h A froid. Aprés la
fixation des protéines, les sites du gel restant actifs sont
neutralisés par 1'€thanclamine 1 M dans le tampon bicarbonate.
Le suppart est ensuite lavé alternativement par les tampons
acétate de sedinmm 0,1 M pH 5 et bicarbonate de sodimm 0,1 M
pH ¢ contenant 1 M de NaCl pour enlever les protéines seule-
ment adsorb€es A la surface du gel. Le gel est conservé 2

4°¢ en présence de NaN_, 0,02% (p/v).

3

2.1.6, Préparation des anticorps

2.1.6.1. Mode opfrateire

Les lapins sont sensibilisés par les antigénes isolés

( facteur VIIT, fragments V11I-AG et V1II-C }. 0,5 ml de
chaque solution Emulsifife avec une méme quantité d'adjuvant
incomplet de Freund sont injectés sur le dos par voie sous-

cutanée.

Aprd&s quatre injections successives, 3 raisen d'une injection
par semaine, le sang est collectd et abandonné pendant une
journée 3 tempiratnre ambiante. Les prises de sang subs€quentes
sont faites une semaine aprés 2 injections de rappel 3 une
semaine d'intervalle. L'antisérum est pipetté et clarifié

par centrifugation. A 9 volumes d'antisérum on ajoute un
volume de citrate de sodium 3,8% (p/v) puis on chauffe 3

569%¢ pendant une heure et adsorbe 1'antis&rum sur Al(OH)3
jusqu'd ce que le taux du facteur X soit inférieur 23 1%.

Un passage de 1'antisé&rum sur une colonne de NHP-Sepharose 4B
{3 m1 du plasma humain normal (NHP) sont couplés 2 30 ml de
CNBr-Sepharose 48) permet d'€liminer les impuretés d'immuno-
précipitation mises en &vidence par 1'immunoélectrodiffusion

de Scheidegger (Fig.8). Ces impuretfs proviennent de
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1'immunisation par des traces de diverses protéines dans les
préparations des antiggnes. L'antisérum est ensuite précipité
avec le sulfate d'ammonium 3 50% de saturatien, le précipité
redissous dans le tampon d'acétate de sodium 0,05 M , pH 5
est dialysé contre le méme tampon. Un précipité formé pendant
la dialyse est €liminé par centrifugation, le surnageant

est appliqué 24 une colonne de DEAE-Sephadex A-50 (2 volumes
d'antisérum pour un volume de gel) prééquilibré avec le

méme tampon. Les protéines non retenues sont concentrées

par précipitation 8 50% de saturation de sulfate d'ammonium.
Le précipité est redissous dans le tampan TRIS-NaCl pH 7,4 ,
dialysé contre 100 volumes du m€me tampon et filtré sur une
colonne de Biogel A-15m. Les fractions correspondant aux

I1gG sont réunies, concentr€es par ultrafiltration et conser-
vEes 2 -ZOOC. La valeur d'absorption 2 280 nm d'une saolution

1g6 1 g/100 ml est prise égale 2 13,8 (}\%zo = 13,8).

Désormais les fractions IgG correspondant 2 1'antisérum
obtenu par 1'injection des antig2nes du facteur V1II, des
fragments VIII-AG et VI1I-C sont appelées respectivement
anti-VII11 , anti-VIII-AG et anti-VIII-C,

2.1.6.2. Diagramme de préparation
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Antisérum (AS)

1) 1 vol. citrate 3,8%

2) 56%C, 1 h
3) Adsorption sur Al(OH)3 5% (v/v)

Précipité

3 &carter

AS adsorbé

: 9 vol., AS

1} NHP-Sepharose 4B
2) 50% de saturation de (NH4JZSO4

_l

Surnageant

a Bcarter

Précipité 1

dissous dans acétate 0,05 M pH 5

1) dialyse
2) DEAE Sx A-50 pH S
3) 50% de sat. de (NH4)2804

I

Surnageant

A dcarter

|

Précipité 2

1)
2)

3)

dialyse

filtration sur Biopel
A-15m

concentration par
ultrafiltration

Fraction IgG
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2.1.7. Test de neutralisatien par les anticorps

L'unité Bethesda a 6t€ originalement utilisfe pour mesurer

la capacité inhibitrice des anticorps humains (l111) dans la
neutralisation de 1'activité VIII-C du facteur VIII. Un
antisérum contenant 1 U Bethesda inhibe 50% de l'activité
coagulante biologique du plasma humain normal dans les condi-

tions expfrimentales décrites ci-dessous.

0,1 ml du plasma humain normal est incubé avec 0,1 ml
d'une série de dilutions croissantes de l'antisérum pendant
2h a 37°C. L'activité ceoagulante ré€siduelle est mesur€e par
la méthode en un temps, en utilisant le plasma d'h€émephile
comme substrat. Le contrfle se fait avec le tampon de dilu-
tion au lieu de la dilution de 1'antisé€rum. En représentant
1'activité résiduelle VIII-C (en % par rappert au contrfle}
en fonction de la dilution de 1'antisérum, on obtient la
courbe de neutralisation., La dilutien de I'antisfrum pour
obtenir 50% de l'activité VIII-C rfsiduelle représente
1'inverse du nombre d'unités Bethesda de 1'antisérum (Fig.10).

En plus du plasma humain ncrmal, le cryoprécipité ( voir sous
§ 2.2.6.1.), le facteur VIII cbtenu par filtraticn sur gel

( voir sous § 2.2.7.) et le fragment VIII-C ( veir sous

§ 2.2.6.2.) sont aussi utilisés et spécifiquement mentionnés

dans les expériences correspondantes.
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VIII-C . [/]

res
100 |
5
\I 1:217
|
50 !
‘\~\~\--~.~‘q‘_-!
0. 800 400 200 1:100 IgG-dilution

Fig.1l0. Exemple de détermination de la capacité inhibitrice
d'un anti-VIII-C hétérologue. Cet anti-VIII-C, apré&s avoir
€té adsorbé sur l'immunoadsorbant VI11-AG-Sepharose 2BCL,
ne neutralise plus le fragment V111-AG et contient 217 U
Bethesda /ml d'anti-vIII-C. .

2.1.8. Tampons

Tampon d’immunoélectrophor&se (techniques de Laurell et
Scheidegger):

TRIS-barhital-glvcine pH 8,8 : Véronal 0,315 mole (65 g),
acide barhiturique 0,056 mole (10,35 g}, glycine 3,743 moles

(281 g), TRIS 1,366 mole (226 g) dissous dans 10 L HZO
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Tampon d'électrophorése (gel de polyacrylamide):

128 g Na,HPO,.2H,0 , 39 g NaH,PO,.H,0 , 10 g SDS , 2 g NaN,
dissous dans 10 L HZO pH 7,2

Tampon de dissociation du complexe antigéne-anticorps:

Glycine-NaCl pH 2,5 : glycine 0,05 M - NaCl 0,1 M - BSA Ilmg/ml
3,745 g glycine , 5,84 g NaCl , 1 g BSA dissous dans environ

1L HZO’ ajuster le pH a8 2,5 avec HC1 2 M (~15 ml)

Tampon TRIS-NaCl:

TR1S 0,02 M - NaCl 0,2 M - NaN, 0,02% : 2,42 g TRIS , 11,7 g

NaCl dissous dans 1 L HZO’ ajuster le pH 4 7,4 avec HC1 1 M

Tampon de dilution: pour dilner les &chantillons lors de la
détermination, CH3COONa C,0264M - NaCl 0,108 M , BSA 1 mg/ml -

NaN3 0¢,02% - véronal €,0264 M pH 7,35:

3,598 g CH3C00N3.3H20 s 5,45 g véronal, 6,3 g NaCl , 1 g BSA
dissous dans environ 1 L, ajuster le pH A 7,35 avec 160,7 ml

HCl 0,1 M

Tampon 1:
TRIS 0,05 M - NaCl 0,2 M - BzHCI 1 mM - PMSF 1 mM - PEG 6000

n,1% - NaN3 ¢,01% pil 7,5

Tampon 2:

TRIS 0,05 M - CaCl,
PEG 6000 0,1% - NaN

0,25 M - BzHC1 1 mM - PMSF 1 mM -

5 0,018 pH 7,5

Tampon 3:

TRIS 0,05 M - NaCl 1 M - BzHCL 1 mM - PMSF 1 mM - PEG 6000
0,1% - NaN3 0,01% pH 7,5
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2.2. RESULTATS

2.2.1. Isolement et dissociation du facteur VIII

Les principales étapes du procédé sont indiquées dans la

figure 11.
Cryoprécipité ou
concentré de
facteur VIII
solution aqueuse
adsorption sur
AL(OHY, 4 4% (v/v),
centri%ugation
- —
Précipité Surnageant
a €carter
Biogel A-15m (5x70 cm), tampon 1
volume = 1-2% du vol. du gel
" Fractions riches en facteur VIII
Ultrafiltration XM 100 ou o
précipitation 3 10% de PEG 1h, 4-C
centrifngation
Facteur VIII
Sepharose 2BCL (2,5x50 cm)
tampon 2
volume = 2% du vol. du gel
r !
Fractions contenant Fractions contenant
VIII-C VIII-AG
pltrafiltration XM 100 ultrafiltration XM 100
dialyse dialyse '
LFragment VIii-C lFragment VIII—AGj

Fie.ll. Procéd€ dlisolement et de dissociaFion du facteur VI1I1I1.

Les produits encadrés ont servi 2 1'immunisation des lapins.



Des inhibiteurs de protfases tels que PMSF 1 mM
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, DFP 1 mM

et BzHCl1 1 mM sont présents 3 toutes les &tapes. Le rendement

pour les activités VIII-C et VIII-AG est mentionné pour chaque

étape dans le tableau 6.

Tableau 6. Activité et rendement en VI1I-C et VIII-AG au

cours de l'isclement. Les nombres entre parenth&ses montrent

les valeurs extrémes. Colonne 2: nombre d'expériences ,

colonne 3: rapport des activités VIII-C sur VIII-AG ,

colonne 4:activité spécifique VIII-C par unité d'absorptioen

4 280 nm, colonne 5: rendement des activités VIII-C et VIII-AG

en %.

Etape Nb.exp. Rapport Activité Rendement (%)
VIII-C sur spécifique
VIII-AG VIii-C VIII-C VIII-AG
Produit de départ 16 0,3 0,5 100 100
(0,12-0,73)
Adsorbé sur AI(OH)3 15 0,26 - 36 96
(0,11-0,50) (60-100) (80-100)
Filtration sur 16 0,37 12,5 49 44
Biogel A-15m (0,16-0,72) (23-87) (25-69)
Facteur VIII 13 0,29 16,2 33 35
purifié (0,11-0,75) { 7-68) (25-41)
Filtration sur gel
Sepharose 2BCL en 8 - - 26 33
présence de CaClZ { 5-44) (22-40)

1,25 M

La filtraticn sur Biogel A-15m ou sur Sepharose 2BCL

du concentré ou du facteur VIII en présence du tampon 1
montre que les fragments VIII-C et VII1-AG sont &lués dans
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le volume interstitiel de la colonne (Fig.l2). Les pics des

activités VIII-C et VIII-AG sont légérement déplacés vers la

droite par rappert & 1'absorption 3 280 nm.

A vm-C

viit AG

L e

-10

- 2

Fig.12.

90 fract.

Isolement du facteur VIII. Filtration sur Biogel A-15m

(5x70 cm) avec le tampoen 1, 60 ml/h, 10 ml/fraction. Le volume
interstitiel correspond 4 420 ml d'effluent. Absorption 2

280 nm (A}, activités antigénique (VII1-AG) et coagulante

(VIII-C) en U/ml dans les différentes fractions.

Par filtration sur gel en présence de CaCl2 0,25 M, le

fragment VIII-C, de faible poids moléculaire, est nettement
€1lué dans le volume interne de la colomme et séparé du

fragment VIII-AG aui, de poids moléculaire plus é€levé, est



41

toujours €lué dans le volume interstitiel (Fig.13). Cependant
une faible activité VIII-C se retrouve encore dans les frac-
tions contenant le fragment VIII-AG (<0,1 U/ml), et inverse-
ment. La détermination de I1'activité VIII-AG par la technique
de Laurell est peu précise pour des concentrations inférieures
i 0,1 U/ml. Cette contamination peut &tre mise en évidence
par concentration du fragment VIII-C ou par dosage d'aprés la
technique d'IRMA. Cette dernidre méthode révéle une contamina-
tion de 0,06 U/ml VIII-AG dans 14 préparation du fragment
VIII-C. Le rapport des activités VIII-C/VIII-AG dans les
préparations des fragmeuts VIII-C et VIII-AG est respectivement
de 30 et 0,01. Le second pic sur la figure 2 4 280 nm repré-

sente la position de BSA.

A fvli-C Vill AG
s R - '3'23 28'32 Sl

- 3.0 -3.0

-2.0

-2.0

-1.0

10 20 30 40 fract.

Fig.l3. Dissociation du facteur VIII en présence de 0,25 M de
CaClZ. Filtration sur Sepharose 2BCL (1,6x29 cm) avec le
tampon 2 contenant 1 mg/ml BSA, S mi/h, 1,6 ml/fraction.
Absorpticon 3 280 nm (A), activités antigénique (VIII-AG) et
coagulante (VIII-C) en U/ml dans les différentes fractions.
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A titre d'exemple, la dissociation du facteur VIil est moins
nette en présence de NaCl 1 M. En effet le fragment VIII-C
est présent daus un plus large veolume d'effluent (Fig.l4).

A VIII.C +-+ VIH-AG sees
280
[urmi] [u/mi]
L 3.0
1.4 1 {-"
L0 Iy (20
ol 1\
1. .;
Los 1% | 1.0
0.6 T ) . +:+4 -\:' + + ty .
“;}‘ \- “"t

10 20 30 40  fract.

Fig.14. Dissociation du facteur V111 en présence de NaCl 1 M,

2.2.2. Recombinaison des fragments VIII-AG et VIII-C

Les fractiens contenant le fragment VII1-C d'une part et celles
contenant le fragment VIII-AG d'autre part (marquées par un
trait horizontal sur la Fig.13) sont dialys@es pendant une

nuit contre 50 volumes du tampon 1. Les solutions sont ensuite
réunies et concentrées par ultrafiltration sur XM 100. le
concentré obtenu est appliqué sur une colonne de Sepharose ZBCL
et €lué avec le tamponm 1., Les activités VIII-C et VIII-AG

se retrouvent alors dans les mémes fractioms (Fig.15). Par
cette technique de "recombinaison", le fragment VIII-C se lie
de nouveau au fragment VIiII-AG. lLe second pic indique la

position de BSA.
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A |vii-C vill AG

-3.0
- 2.0
1.0

30 40 fract.

Fig.15. "Recombinaison" du facteur VIIl. Les fractions 13-23
et 28-32 obtenues par dissociation (Fig.13) sont mélangées et

dialysées pour &liminer le CaCl Filtration du mélange sur

2
Sepharose ZBCL (1,5x29 cm) avec le tampon 1 contenant 1 mg/ml
BSA, 5 ml/h, 1,6 ml/fraction. Absorption 3 280 nm (A}, acti-

vités VIII-AG et VIII-C en U/ml dans les différentes fractions.

2.2.3. Combinaison du fragment VIII-C et du facteur VIII

Nous avons denc observé 1la combinaison des fragments VIII-C
et VIII-AG par la technique de filtration sur gel. Cette
combinaison nous incite & voir si le facteur VIII lui-mémec

posséde aussi une affinité envers le fragment VIII-C.

Dans cette expérience, le facteur VIII et le fragment VIII-C
proviennent d'une méme expérience d'isolement. Des quantités
connues de factecur VI1I et de fragment VIII-C sont mélangées
et appliquées & unc colonne de Sepharose 2BCL. Dans les con-
tréles, le facteur VIII et le fragment VIII-C sont filtrés

séparément sur la méme colonne (Fig.l6]).
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Quoique le rendement du fragment VIII-C aprés filtration

sur gel soit trés faible, le maximum d'activité d'environ
0,04 U/ml est observé & la fraction 21 (Fig.l6a)}, correspcn-
dant & un poids meléculaire faible. Le maximum de 1'activité
coagulante du facteur VIII (Fig.16b) et du mElange (Fig.l6c)
s'€lave respectivement 3 0,2 et 0,4 U/ml & la fraction 11

ol 1'activité antigénique est maximale (1,2 U/ml}.

En comparant les activités retrouvées dans 1'effluent, cn
observe que l'activité VIII-C du mflange est presque doublée
sous le pic de 1l'activité VIII-AG, qui est restée constante
dans les 2 cas. Donc le facteur VIII peut fixer le fragment
V1I1-C ajouté. En plus, la présence du fragment VIII-AG
(provenant du facteur VIII) augmente la stabilité de 1'acti-
vité du fragment VIII-C lors de la filtration sur gel.
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Tig.16. Combinaison du fac-
teur VI11 et du fragment
VIII-C.

a) Filtration du {fragment
VIIT-C (ImI, 1,2U) sur
Sepharose 2BCL (1,5x29%cm).
1,5 ml/fraction, 5 ml/h

. Rendement VIII-C 18%

.b) Filtration du facteur

‘Vlll sur la méme celonne

(Zm1, 2,60 VIII-C , 11,80

VII[-AG)

Rendement VIII-C 78%
VIII-AG 88%

DJfrni] c) Filtration du mélange

(2ml} de facteur VIII
(0,5m1, 2,60 viii-c, 11,80
VIII-AG) et de fragment
VIII-C (2ml, 2,3U VIII-C).
L'activité VIII-AG est
sensihlement la méme que
sous b), tandis que 1’acti-
‘vité VIII-C est presque
‘doublée.

‘Rendement VIII-C 73%

l VII1-AG 78%

280 vir-¢ Fragment VIII-C
. =t
14
102
1.0 . -
101 co
06 - e
! ey,
4444 -!fr >bod ‘
Facteur VIII VII-AG
1‘4 . ) [ ]
110 L 2.0
10 .
los / 1.0
06 | +\ e
AN
. VIL-AG
280 ¢ VHI-C
[vim]  vin-c +vin
.ee —— St
14 .
110 | 2.0
1.0 .
Los P 1.0
1&3 \ h ’
0.6 . . !ﬂii--
-/’ *\JE'-.
10 20 30 fract
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2,2.4, Activation du facteur VIII et du fragment VIII-C

par la thrombine

Lorsque le facteur VIII est préincub€ avec la thrombine, le
temps de coapgulation est raccourci dans la méthode en un temps.
Ce phénomEne correspond % une activation du factewr VIII. On

a prouvé que la présence de la thrombine, dans 1la dilution
finale, n'exerce aucun effet sur le systéme de mesure.

50 x 4 Facteur VIl .
40 x4
+
A b : .
c 30 x 07 Ulml Thrombine
.9 *-— 0-07 Ll "
IS aeeen. 0007 o w
2 20 x -
[5)
<
10 x

15r0 min

Fig.17. Activation du facteur VIII par la thrombine en fonction
du temps. 200 pi de facteur VIII {1 U/ml V111-C) en présence de
10 pl d'une solution de thrombine. Les cdncentrations finales

de thrombine sont indiquées sur la figure.
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La figure 17 montre l'activation du facteur VIII en présence
de 3 différentes concentrations de thrombine en fonction du
temps, Quand le facteur VIII est incubé& avec 0,07 U/ml de
thrombine, 1'activité coagulante augmente de 30 fois aprés

1 minute d'incubatien et diminue rapidement avec le temps.
Aprés une heure d'incubation 2 4°C, 1'activité coagulante ne
représente plus que 10% de la valeur de contrble (sans throm-
bine). A une concentration plus &levée de thrombine (0,7 U/ml)
l'activation est plus rapide, de méme que 1'inactivation.

A une faible concentration de thrombine {0,007 U/ml), 1'acti-
vation atteint meins rapidement le maximum (10 min.} qui est

plus faihle, et décroit lentement avec le temps.

56“ Fragment VIii-C !

40 x

30 x-q

20 x

Activation

10 x

0 Y 7 T - T
30 60 90 min
Fig.18. Activation du fragment VIII-C par la thrombine en fonc-
tion du temps. 200 pl de VIII-C (1,2 U/mi) en présence de 10 pl
d'une solution de thrombine (concentration finale 0,7 U/ml).
Apr&s 73 minutes d'incubation, une seconde addition de throm-

bine ne provoque pas de neouvelle activation.
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Le fragment VIII-C peut aussi Etre activé par la thrombine,
de la méme manidre que le facteur VIE1 (Fig.18)., Apré&s que

le taux d'activité coagulante est retombé 3 environ 10% de
la valeur de contrdle (sans thrombine), une nouvelle additiom
de thrombine indiquée par la fléche ne peut plus activer le
fragment VIII-C.

2.2.4,1, En présence de chlorure de calcium

La figure 19 représente 1'activation du fragment V111-C en
présence de CaClz. On a utilisé des concentrations variant
entre 0 et 250 mM. Avec 1'&lévation de la concentration de
CaClz, le coefficient d'activation diminue, l'activation
est retardée et i1'inactivation est également ralentie.

Le facteur VIII wrésente  le méme phénoméne de retardement

{résultats nom représentés).

2.2.4.2. En présence d'hirudine

L'activation du facteur VIII par la thrombine est &tudiée en

présence de 1'hirudine ajoutée (Fig.20):

1} avant que l'activation atteigne le maximum: le ceoefficient
d'activation reste 3 peu pras constant pendant Zh et décline
lentement, 1'activation du facteur VIII est de nouveau
visible aprés une nouvelle addition de thrombine (0,7 U/ml)
4h plus tard

2) apras dépassement du maximum: le mé&lange se comporte 3 peu
prés comme dans le contrfle (sans addition d'hirudine)

3) dans le troisi2me cas, le facteur VIII e¢st traité par um
mélange de thrombine-hirudine fraichement préparé. L'acti-
vité coagulante n'est nullement affectée jusqu'l une
nouvelle addition de thrombine (0,7 U/ml).
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2.2,4.3. DEtermination par la méthode en 2 temps

Dans la méthode en 2 temps, le temps de formation du facteur Xa
{ler temps) est choisi de maniére que le temps de coagulation
aprés 1'addition du plasma normal (2&me temps) atteigne son
minimum, c'est-3-dire lorsque l'activité maximale du facteur X,
est atteinte. Si le ler temps d'incunbation est maintenu
constant, on n'observe que 1l'inactivation du fragment VIII-C

en présence de thrombine. L'activation du fragment VIII-C

par la thrombine ne devient évidente que lorsque le ler temps

d'incubation est raccourci (Tableau 7).

Tableau 7. Activation du fragment ¥VIII-C par 1a thrombine
observée par la méthode en 2 temps. La valeur moyenne de

3 dilntions du fragment VIII-C 1 U/ml en présence de throm-
bine 0,07 U/ml représentée en fonction du ler temps d'incu-
bation est calculée sur une courbe de référence (sans throm-
bine}. Le ler temps d'incubation dure 10 minutes pour atteindre

le palier dans la méthode normale sans thrombine.

ler temps d'incubation (min.).. 2 4 6 10
Valeur moyenne de 3 dilutions 0,63 0,93 0,95 0,79
{U/ml} +G,07 0,07 +0,05 +0,11

En présence de thrombine, le temps de coagulation atteint

plus rapidement le¢ palier ( ler temps d'incubation de 4 min.}.
Le méme phénomé&ne est aussi observé avec le facteur VIII
partiellement purafié, ou dans le plasma.




52

2.2.5. Réduction du facteur VIII par le mercapto-2Z-&thanecl

Dans cette expérience, la réduction du facteur VIII par le

mercapto-2-&thanol est suivie en fonction du temps.

On fait réagir 2 25°C 1 ml du facteur VIII (1,35 U V11i-C,
2,% U VI11-AG) obtenu par filtration sur Biogel A-15m avec
10 pl d'une solution de mercapto-2-€thanol 5 M fraichement
prépartée (concentration finale 50 mM). A différents inter-
valles, 0,075 ml du mélange sont prélevés et la réduction
est stoppée par unc quantité équimolaire d'iodoacétamide.
Les activités VIITI-C et VILI-AG ¥ sont ensuite déterminées,
en méme temps 1'échantillon (25 pl) est analysé sur gel de
polyacrylamide 3% en présence de SDS et d'agarose.

Le facteur VIII montre upe bande principale élargie et
plusieurs bandes secondaires sur gel de polyacrylamide 2 3%
en présence de SDS et d'agarose, Apréds sa réduction totale,
une seule bande est visible. Pendant la téduction progressive
du facteur V111, plusieurs bandes intermédiaires apparaissent
et finalement se r&solvent en une seule bande principale
(Fig.2la). Tandis que 1'activité coagulante reste inchangée
ou légerement diminufe pendant 2 h, 1'activité antigénique
augmente avec le temps ({Fig.Zlb).

Par réduction douce, des sous-unités du facteur VIII de
différents poids moléculaires peuvent &tre mises en évidence
en fonction du temps. La réduction totalc montre cependant
une secule sous-unité principale (ou des sous-unités de poids
moléculaires semblables).
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2.2.6. Neutralisation du facteur VIII et du fragment V11I-C

par différents anticorps

Les, antigénes (facteur VIII, fragments VIII-AG et VIII-C)
obtenus par la méthode décrite au § 2.2.1 ont servi 3 immu-~
niser les lapins. L'immunisation plus lente avec le frag-
ment VIII-C et la purification des immuneglobulines IgG sont
décrites auparavant (§ 2.1.6.). Les m&mes anticorps sont
employés pour les expériences ci-dessous.

2.2.6.1. Neutralisation du facteur VIII

Dans cette expérience, le cryoprécipité est choisi comme

source du facteur VIII pour 2 raisons principales:

a) les activités VIII-C et VIIL-AG y sont trés stables, la
perte de I'activité VIII-C dans Ie contréle aprés 4 h
d'incubation 2 37°C est négligeable,

b) i'activité VIII-C peut &tre aussi bien déterminfe par la
méthode en un temps que la méthode en 2 temps (absence
partielle des fzcteurs dépendant de la vitamine K).

0,04 ml du cryoprécipité (2,8 U/ml VIII-C, 10 U/ml V1II-AG)
sont ajoutés & une série de dilutions des anticorps.[ﬂ,lﬁﬂ ml).
Le mélange cst incub& pendant 4 h 2 37°C. I1 est ensuite
centrifugé pendant 10 minutes. L'activité VI11-C résiduelle
est déterminée dans le surnageant par les 2 méthodes de

mesure, et 1'activité VIL1-AG résiduelle par la méthode de
Laurell. Elles sont représentfes cn § par rapport au contréle
(contenznt le tampon de dilution au lieu de la dilution d'l1gG)
en fonction de la concentration des anticorps (Tableau 8).

La figure 22 représente seulement les valeurs obtcnues par

la mEthode en 2 temps.
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- avec 1'anti-VIIJ: les activités VIII-C et VIII-AG décroissent
parall@lement & 1'augmentation de la concentration d'anti-VI1I
{Tableau 8a ¢t Fig.22a). Le taux de neutralisation de 50%
est atteint 4 la dilution de 1:35 pour l'activité VIII-AG
et de 1:15 pour l'activité VIII-C (Fig.22a). La nentralisation
de VIII-AG est totale 3 la dilution de 1:10. La mé&thode en

un temps donne des résultats similaires (Tablean 8a).

- avec 1'anti-VI11-AG: la neutralisation & 50% de VIII-AG est
obtenue 3 1a dilution de 1:50 (Fig.22b). A la dilution de
1:20, la neutralisation de l'activité antigénique est
pratiquement tctale (97%) alors que 1la neutralisation de
l'activjté coagulante est trads faible (0-10%). Aprds que
toute 1'activité VIII-AG a €t€ neutralisge, il y a une
abrupte diminution de 1'activité VIII-C. Le phénomeéne est
typique pour plusieurs anti-VIII-AG testés. Un précipité
est aussi observé 1 la dilution de 1:10. Les résultats obtenus

avec la m&thode en un temps sont similaires (Tableau 8b).

- avec 1'anti-VIII-C: les anticorps anti-VIII-C neutralisent
50% de 1'activité coagulante 3 Ia dilution de 1:30 (Fig.22c}.
L'antisérum réagit faiblement avec le fragment VIII-AG
(précipitation visible dans la technique de Laurell). Une
absorption préalable de 1'antisérum par ce dernier n'affecte
pas sa capacit? de neutralisation de 1'activité coagulante.

2.2.6.2. Neutralisation du fragment VIII-C

Le fragment VIII-C, obtenu aprés dissociation du facteur VIII

en présence de CaCl, 0,25 M (§ 2.2.1.)},contient 2,5 U/ml.

2
Pour éviter une perte importante de l1'activité coagulante et
afin que la réaction antigdne-anticorps procéde rapidement,
l'incubation se fait pendant 30 minuntes & 379C. Cce changement
mis A part, Ies conditions expérimentales sont décrites aupara-
vant (§2.2.6.1.). L'activité coagulante résiduelle, déterminée
par la méthode en un temps, est représentée en % par rapport

au contrdle en fonction des anticorps (Fig.23).
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- avec ltanti-VIII: I'activité VIII-C décroit en fonction de
la concentration croissante de I'anti-VIII (Fig.23a). La
neutralisation & 50% correspond 3 une dilution de 1:80 de
I'anti-VIII.

- avec I'anti-VIII-AG: 1'activité VI1I-C n'est nullement affectée
(Fig.23b). Cela suggére que le fragment VIII-C a des déter-
minants antigéniques non reconnus par 1'anti-VIII-AG.

- avec l'anti~VI1I-C: comme dans le cas de 1'anti-VIII, 1'acti-
vité VIII-C résidunelle diminune en fonction de la concentration
croissante de 1'anti-V11I-C (fig.ZSc). La neutralisation 2
50% correspond 3 la dilution de 1:160 de 1'anti-VIII-C.

Tableau 8. Neutralisation dn facteur VIII par différents
anticorps. Les activités VIII-C et VIII-AG résiduelles en t
en fonction de la dilution des anticorps.

Dilution VIII-C résiduelle (1)} VIII-AG résiduelle (%)
1 temns 2 temps Laurell

a) anti-VI]1l

1:10 33 38 0
1:15 S8 57 i3
1:20 72 59 21
1:30 - 70 45
1:40 85 76 60
1:80 - 84 81
1:160 93 94 86
b) anti-VII11-AG -
I1:10 16 20 0
1:15 19 1] ]
1:20 60 90 3
[:30 87 85 29
1:40 90 95 44
1:80 97 95 63
1:160 97 100 75
c) anti-VIIT-C
1:10 19 36 88
I1:20 21 41 93
1:40 48 60 90
1:80 63 [a) -

1:160 84 80 -
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Fig.22. Neutralisation du facteur VIII {cryoprécipit€) par
Hl%férents anticorps. a) anti-VIII, b) anti-VIII-AG,

c) anti-VIII-C. Activités VIII-C et VIII-AG résiduelles (en %
des activités de contrdle) en fonction de 1a dilution de
1'anticorps. L'activité VIII-C est déterminée par la méthode
en 2 temps.
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Fig.23. Neutralisation du fragment VITI-C par différents
anticorps. &) anti-VIII, b) anti-VI[1-AG, ¢} anti-VIII-C.
Activité VIII-C rBsiduelle (en % de ltactivité VIII-C du
contrdle) en fonction de la dilution de I'anticorps.
Ltactivité VITI-C est déterminée par la méthode en un temps.
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2.2.7. Stabilité de l'lactivité VIII-C(Ag), de 1'anti-VIII-C

et du complexe VIII-C{Ag)-anti-VIII-C en fonction

du pH et de la température

2.2.7.1. Neutralisation de 1'activité VIII-C(Ag) par
1'anti-VIII-C

Pour &viter une précipitation non spécifique des protéines

(par exemple dy fibrinog2ne) lors du traitement, le facteur VIII
utilisé dans cette expérience provient dun pic du volume inter-
stitiel obtenu par filtration sur gel comme sous § 2.2.1. et
conservé pendant une semaine a 4°C. L'anti-VIII-C provenant
d'un seul antisérum est préalablement adsorbé sur 1'immuno-
adsorbant VII1-AG-Sepharose 2BCL (2 fois) jusqu'a ce que la
neutralisation de 1'activité VIII-AG du plasma humain normal
incubé avec une méme quantité d'anti-VIII-C ne soit plus détec-
table par la technique de Laurell.

Le facteur VII1 fraichement préparé est d'abord incub& avec
différentes concentrations de 1'anti-VIII-C (217 U Bethesda/ml,
~10 U/mg) pour déterminer les conditions optimales de
nentralisation. Le tableau 9 et 1a figure 24 représentent la
neutralisaticon par 1'anti-VIII-C de 1'activité coagulante

du facteur VIII fraichement préparé par filtration sur gel

du cryoprécipité.

Aprés conservation & 4%¢ pendant une semaine, l'activité
coagulante biclogique du facteur VIII a haissé de 6,9 U/ml &
0,% U/ml, tandis que 1'activité VIII-C(Ag) semble entiérement
conservée c'est-d-dire que le factenr VIII dépourvu en grande
partie de son activité VIII-C nentralise encore 1'anti-VIII-C.
L'avantage de cette conservation est que 1'activité VIII-C
provenant du facteur VIII &gé contribue peu 8 L'activité
coagulante résiduelle provenant de 1’Etape indicatrice.
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Tablcay 9. Neutralisation de 1'activité VI11-C(Ag) par
1'anti-VIII-C. 0,1 ml de facteur VII1 (6,9 U/ml VIII-C, 12,6 U/ml
VIII-AG) est incubé avec 0,01 ml d'une série de dilutions

de 1'anti-VIII-C pendant 1 h, 37°C. L'activité VI1I-C résiduelle
est déterminée par la méthode en un temps.

Dilution VIII-C résiduelle
d'1gG (0/m1) (%)
Contréle 6,25 100
sans dilution ¢,05 0,8
1:2 0,48 7,5
1:4 1,75 28
1:6 3,0 48
1:10 4,6 74
1:100 6,25 100

VIII-C ;¢ (%) 2
100,

T T T Y ~T T ¥ ? T i‘
S

10
Anti-VIII-C (pl)
Fip.24. Neutralisation de 1'activité V111-C(Ag) par 1l'anti-vy111-C.

0

L'activité VI1I-C résiduelle en % par rapport au contréle en
fonction de la quantité d'anti-V111-C njoutée. La fl&che indique
Ia dilution de I'anti-V1I11-C choisic pour les expériences de
stabilité (1:50 , 2 Pl d'anti-VIII-C pour 100 Pl de facteur V111
igé).
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2.2.7.2. Principe de 1'étude de stabilité

On a besoin de 2 sources de facteur VII1I. La premi2re source
(pratiquement dépourvue d'activité coagulante), proveuant de

la filtratiom sur gel et décrite au § 2.2.7.1., est destinée

4 bloquer 1'anti-VIII-C. La seconde source est le cryoprécipité
dans lequel 1'activité coagulante du facteur VIII est trés
stable; il est utilisé comme indicateur dans la détermimation
biolegique.

1) Stabilité de 1'anti-V¥I1I-C: 1'anti-VIII-C possdde la capacité
d'inhiber 1'activité VI1I-C(Ag) du facteur VIII. Le but de
1'expérience est d'observer si cette capacité est diminuée
aprés un traitement pkysique de 1'anti-VIII-C, tel que
chauffage ou changement de pH. L'expérience nécessite donc
2 étapes.

Etape de traitement: dans la premidre étape, l'anti-VIII-C
est soumis au changement de température ou de pH pendant
30 minutes.

Etape indicatrice (neutralisation de l'activité coagulante):
aprés avoir &t ramené aux conditions initiales (respective-
ment 20°C et pll 7,5), 1'échantillon est incub& avec le
cryoprécipité (source du facteur V111) pendant 2 h & 37%
{Z&me &tape). L'activité VIII-C résiduelle du mélange cst
ensuite déterminée., Elle est inversement proportiounelle

4 la concentration de 1'anti-V11I-C actif en solution. Le
rapport des activités VIII-C dans le mélange et le contréle
(contenant le tampon de dilution) exprime quantitativement
la stabilité de 1'anti-VIII-C.

2) Stabilité de l'activité VIII-C(Ag) du facteur VIII: par
définition, 1'activité VIII-C(Ag) est 1'activité qui neutra-
lise 1'anticorps dirigé contre 1'activité coagulante sauns
que l'activité VIII-AG du facteur VIII soit modifiée (exemple
de l'anticorps décrit au § 2.2.7.1.). Pour é&tudier,k la stahi-
lité de 1'activité VII1-C(Apg) on utilise 3 Etapes.
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Etape de traitement: dans cette €tape I'€échantillon contenant
1'activité VIII-C{Ag) (ici le facteur VIII &gé& § 2.2.7.1.)
est soumis & des variations des conditions physiques
(température ou pH).

Etape de blocage: l'€chantillon est ensuite ramené aux condi-
tions initiales. fn y ajoute une quantité de¢ 1'anti-VIII-C

en léger défaut, donc si I'activité VIII-C(Ag) n'était pas
détruite pendant 1'Ctape de traitement, elle bloquerait
complétement 1'anti-VIII-C ajouté. On incube le mélange
pendant 2 h a 37°C.

Etape indicatrice (neutralisation de 1l'activité coagulante):
8 1a fin de cette pfriocde, le cryoprécipité est ajouté et
Ie m€lange est incub& pendant 2 h 2 37°C. L'activité VIII-C
résiduelle du mélange est ensuite déterminée. Elle est
proporticonnelle 4 1'activité VIII-C(Ag) restant active en
solution. Le rapport des activités dans le mélange ct le
contrfle {contenant lc tampon de dilution) exprime Ia
stabilité de 1tactivité VI1I-C{Ag). Si ltactivité V11I-C
résiduelle du m&lange est plus faible aue celle du contréle
on peut dire que 1l'antl-VIII-C restant libre apri2s 1'&tape
de blocage neutralise 1'activité VIII-C provenant du
cryoprécipité et donc qu'il y a une destructiaon de 1'acti-
vité VIII-C(Ag) peudant le traitement physique.

Stabilité du complexe VIII-C(Ag)-anti-VI1I-C: dans le para-
graphe précédent, on a vu que J'activité éoagulanterdu
facteur VIJI est neutralisée par I'anticorps du Iapin.
L'activité antigénique du facteur VIII n'est pas altérée,
un complexe formé entre la partie porteuse de J'activité
VIII-C(Ag) et 1'anti-VIII-C est inactif dans le systéme de
détermination biclogique. L'étude de la stabilité du

complexe sc¢ fait en 3 €étapes.

Formation de complexc: dans cette €tape, on laisse réagir
la partie porteuse de l'activité VIII-C(Ag) (ici le facteur
VITI 3gé) et 1'anti-VIII-C en l6ger défaut pendant zh 2 37°C
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(dans une expfrience, cette €tape a été prolongée pendant
20 h a 4°C sans affecter les résultats finaux). Le cemplexe
n'est pas sparé du facteur VIII, la partie perteuse de
1'activité VII1-C(Ag) reste en léger excés cn solution. En

plus, aucune précipitation n'est observée.

Etape de traitement: le complexe est soumis A des variations
de température ou de pH pendant 30 minutes.

Etape indicatrice (neutralisation de l'activité ceagulante}:
le complexe €5t ramené aux conditions initiales [ZDOC,pH 7,5).
Le cryoprécipité est ajouté et on incube le mélange pendant

2 h a37°C. L'activité VI1i-C résiduelle est ensuite déter-
minée. Llle est proportionnelle & la concentration du complexe
non dissocié. Le rapport des activités VIII-C dans le mélange
et le contrlle exprime la stabilité du complexe. §'il y avait
une neutralisation de l'activité coagulante dans le mélange,
on dirait que ic complexe a été dissocié par le traitement
physique, que l'activité VIII-C(Ag) est détruite et que
1'anti-V1II-C Llibéré inhibe ensuite 1'activité coagulante

indicatrice, ajoutée dans cette &tape.

Le principe de 1'Stude de stabilité est indiqué schématiquement
dans Ie tableau I0.

Tableau 10. Principe de 1'6tude de stabilité.

Anti-VIII-C VIii-C(Ag) Anti-vIII-C-+ VIII-C(Ag)

---------- Complexe VIII-C(Ag)-anti-VIII-C

Traitement physique (température ou pH)

----- Anti-VITT-C {blocage) ———————

Facteur VIII du cryoprécipité (neutralisation de 1l'activité VIII-C
indicatrice)}
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2.2.7.3. Stabilité en fonction de la tempErature

Les conditions expérimentales de 1'€tude de stabilité de ces
composés en fonction de 1la température sont décrites dans le
tableau 11.

Tableau 11. Stabilité de VIII-C{Ag), d'anti-VII1I-C et du com-
plexe en fonction de la température. TD = tampon de dilution,
dans le contrfle de 1'étape indicatrice 1'échantillon est
remplacé par une quantit& equivalente de TD.

Anti-VIII-C

VI1I11-C(Ag)

VIII-C(Ag)-anti-VIII-C

2 pl anti-VIII-C
+ 200 p1 TD

100 pl ¥111
+ 100 31 TD

Z pl anti-VIII-C
+ 100 Pl VIII

Incuber 2 h , 37°

C .

Les Gchantillons sont traité€s aux différentes températures
(pH 7,5) pendant 30 minutes. Refroidir a 20°C.

----- + 2 pl anti-VIII-C | + 100 pl TD
Incuber 2 h , 37°¢C

Etape indicatrice: 160 pl de 1'échantillon traité

40 pl du cryoprécipité 2,8 U/ml VII1-C,
10 U/ml V1I1-AG

Incuber 2h , 37°C
Mesurer 1l'activité coapgulante résiduelle

Les conditions sont choisies de telle maniére que:

a} 1'activité VIII-C résiduelle soit de 1l'ordre de 30-40% du

contrdle dans 1'étape indicatrice en présence de 1'anti-VIII-C

b) 1'activité VIII-C varie entre 30-100% en présence de
1'anti-VIII-C et du facteur VIII 8gé& {(source de l'activité
VI1I-C(Ag) )
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¢) les Echantillons soient directement analysés sans manipula-

tion supplémentaire (par exemple concentration).

L'activité VIII-C résiduelle déterminée par les deux méthodes
de mesure (en % par rapport au contrdle) en fonction de la
température est représentée dans le tableau 12.

Tableau 12. Stabilité de V1II-C(Ag), d'anti-VIII-C et du
complexe en fonction de la température avec comparaison entre
les 2 mEthodes de mesure. L'expérience est répétée 2 fois et
la valeur moyenne enregistrée. L'activité VIII-C résiduelle en
% est calculée par rapport au contrdle (contenant seulement

le tampon de dilution au lieu de 1'échantillon}.a) méthode

en un temps, b) méthode en 2 temps.

a) Méthode en un temps

Tempfrature VIII-C résiduelle (%)
"o Anti-VIII-C | V111-C(Ag) | Complexe
20 3341 0842 105+5
37 32+2 93+7 95+5
45 29+3 84+6 83+7
56 28+1 29+2 49+5
66 22+1 2145 31+7

b) Méthode en 2 temps

Température I VIII-C résiduelle (%)
(OC) l Anti-VIII-C | VIII-C(Ag) Complexe
20 4347 94+1 89+9
37 4542 97+3 9545
45 42 81+4 9347
56 43+1 41+3 65+3
66 43+5 37+1 58+3
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La méthode en Z temps est moins sensible que la méthode en un
temps pour de petites différences, malgré cela les résultats
sont semblables. Ces résultats démontrent que le méme effet
est mesuré par les 2 méthodes. La figure 25 donne seulement
les résultats obtenus par la mé&thode en 2 temps.

a---0 Complexe

VII-C o [%]  a--a VII-C(Ag)
100 e—e Anti-VIII- C
a-—-73.. .
}a PR §
j g\
(.
v,
60 4 \ 3
T \
] I—__—-—-k. \'r!- ‘I
20.

A P
20 " 37 45 56 66 T [c]

Fig.25. Stabilité de 1'anti-VIII-C, VIII-C(Ag) et du complexe
en fonction de la température. Les barres verticales représentent
les valeurs extrémes ohtenues de 2 expériences. L'activité VIII-C

est déterminée par la méthode en 2 temps.



Anti-VIII-C: La stabilité de 1tanti-VII1-C est &tudiée 2
différentes tempfratures (20,37.45,56,66°C). La nentralisation
de l'activité coagulante de 1'étape indicatrice par 1'anti-VIII-C
traité 3 différentes températures reste 3 pen nrés constante
(activités VIII-C r&siduelles 22-33% et 43-45% mesurées
respectivement par les 2 méthodes en 1 et 2 temps). Cela montre
que 1'anti-VIII-C est tré&s stable jﬁsqu'a 66°¢C pendant 30 minu-
tes. La différence des résultats obtenus dans les 2 mEthodes
provient peut-&tre du principe des méthodes., Dans la méthode

en un temps, 1'anti-VIII-C devient plus actif lorsque la
températurc aupnente. Le chauffage provoque une lé€gé&re Evapora-
tion inévitable de 1'échantillon. Donc la concentration de
l1'anti-VIII-C augmente légé@rement lorsque 1'échantillon est
traité 4 des températures croissantes, ce qui explique une
augmentation de la capacité inhibitrice de 1'anti-VIII-C.

Par contre, cet effet n'est pas détectable par la méthode en

2z temps, qui se révéle alors moins sensible.

VIII-C(Ag): Av fur et @ mesure que la température augmente,
1'activité VIII-C{Ag) devient moins stable. Tandis qu'elle

est lEépgérement diminuée 2 45°C (activités VIII-C résiduelles
d'environ 80% mesurfes dans les 2 méthodes),. elle est compléte-
ment détruite a S6°C pendant 30 minutes (activités VIII-C
résiduelles 29% et 41% mesurfes respectivement par les méthodes
en 1 et 2 temps). A 56°C, elle perd compl@&tement sa capacité

de blocage envers l'anti-VIII-C, qui est libre et neutralise
ltactivité VI1I-C ajoutée dans 1l'étape indicatrice. On retrouve
dans 1'&chantillon tout 1l'anti-VIII-C libre ajouté dans

1'&tape de blocage.

Complexe VIII-C(Apg)-anti-VIII-C: Le complexe est stable 2 45°C.
Par contre il est instatle aux températures plus &élevées.
A 56°C, il est partiellement détruit (activités VIII-C rési-

duelles 49% et 65% mesurdes respectivement par les mEthodes
en 1 et 2 temps). Comme 1l'anti-VIII-C est trés stable 2 cette
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tempfrature et que 1'activité VIII-C(Ag) est complétement
détruite (voir plus haut}, la destruction partielle du complexe
est expliquée par la destruction de l'activité VIII-C(Ag)

avec libération de 1'anti-VIII-C ot neutralisation de l'tacti-
vité VIII-C ajoutée dans 1'étape indicatrice. A 66°C , la
dissociation du complexe par destruction de 1'activité VIII-C(Ag)
est encore plus prononcée. Toutefois le complexe montre une
plus grande stabilité que la partie porteuse de l'activité
VIII-C({Ag) seule. Cette activité VIII-C(Ag) est prohablcmenf
mieux protégée de la chaleur par formation de complexe avec
1'anti-VI1I-C.

2.2.7.4. 5tabilité en fonction du pll

La stabilité de VIII-C(Ag), d'anti-vIJI-C et du complexe en
fonction du pH est &€tudiée de la méme manidre que sous § 2.2.7.3
en maintenant la température constante 3 20°C. Les conditions
expérimentales sont décrites dans le tahleau 13.

L'activité VIII-C résiduelle (en % par rapport au contrble)

en fonction du pH, déterminée par les Z méthodes, est repré-
sentfe dans le tableaw 14, Les résultats obtenus par 1la méthode
en Z temps sont représentfs damns la figure 26.

En raison des petites quantités uvtilisfes, la mesure du pH

de la solution est presque impossible., Pour surmonter cette
difficuité, 1'ajustement du pH de i'échantillon est simulé

par une courbe de titration de la selution contcnant 1‘'échan-
tillon (pH au départ 7,5). Pour augmenter la capacité de tampon
de cette soglution, un tampon de glycine 0,12 M -~ acétate de
sodium 0,12 M est ajouté et la solution est titrée avec HC1

0,1 M ou NaCH 0,1 M dans le domaine de pll 2-10, En se basant
sur cette courbe de titration une quantité de HCI ou Nadl

calculée est ajoutfie 4 1'Echantillon pour obtenir le pH désiré.
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Cette technique a des avantages tels que: absence de contami-
nation de 1a solution et de perte de solution, obtention facile
et rapide du pH désiré et travail possible avec des petites
quantités.

Tableau 13. Stabilité de VIII-C(Ag), d'anti-VI11-C et du
complexe en fonction du pH. Tl = tampon dans lequel le¢ facteur
VIII est conservié, TGA = glycine 0,12 M - CH3COONa 0,12 M
contenant 6 mg/ml BSA pour augmenter ia capacité de tampon de
1'échantillon dans le domaine de pH 2-10 , TD = tampon dc

dilution.

Anti-vIII-C VITI-C(Ag) YI11-C(Ag)-anti-VIII-C
2 pl anti-¥I1I-¢ 100 pl VIII 2 pl anti-VITI-C

+ 100 pl T1 + 20 pl TGA + 100 pl VIII

+ 20 pl TGA + 20 1 TGA
---------- Incuber 2 k , 37°C

Traiter les &chantillons pendant 30 minutes aux différents pH
par 1'adjonction de HC1 0,1 M ou NagOH 0,1 M & 1'aide d'une
courbe de titration. Ramener au pH initial (7,5) par 1l'addition
d'une ouantité équivalente de NaOH 9,1 M ocu HC1 0,1 M et ajuster
le volume & 200 Pl avec 1D.

----- + 2 pl anti-VIII-C ————-
Incuber 2 h , 37°C

Etape indicatrice: 160 pl de 1'échantillon traité

40 pl du cryoprécipité 2,8 U/ml V1Ii-C ,
10 U/ml VIII-AG

Incuber 2 h , 37°C

Mesurer I'activité coagulante résidueile
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Tablean 14. Stabilité de VII1I-C(Ag), d'anti-VIII-C et du
complexe en fonctiom du pH. L’activité V1II-C est dEterminée
avec les 2 méthodes de mesure, nd = non déterminé, L'activité
V111-C résiduelle en % est calculée par rapport aup contrdle
{contenant le tampon de dilution au lieu de 1'échantillon).
a) méthode en un temps , b) méthode en 2 temps.

a) Méthode en un temps

pH VII1-C résiduelle (%)
Anti-v111-C | VIII-C(Ag) | Complexe

2,5 nd 33 45
3,5 nd 51 52
5,0 nd 77 90
7,5 nd 97 96
9,0 - nd 97 99
10,0 nd 82 106

b) Méthode en 2 temps

pi VIII-C résiduelle (%)
Anti-VIII-C VIII-C(Ag) Complexe
2,5 49 + 4 46 + 3 53 + 3
3,5 a6 + 2 66 + 6 76 + 1
5,0 39 85 93 + 3
7,5 43 + 2 89 + 6 93 + 3
9,0 44 87 + 3 78 + 2
10,0 43 + 2 84 78 + 2
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Fig.26. Stahilité de VIII-C(Ag), d'anti-VIII-C et du complexe
en fonction du pH. Les barres verticales représentent les
valeurs extrémes obtenues de 2 expériences. L'activité VIII-C
est déterminée par la méthode en 2 temps.

Anti-VIII-C: La stabilité de 1'anti-VIII-C est &tudife aux
différentes valeurs de pH (2,5, 3,5, 5, 7,5, 9, 10).

La neutralisation de 1l'activité VIII-C ajoutfe dans 1'E&tape
indicatrice est 2 peu prés constante {activités VIII-C rési-
duelles 39-49% mesurfes par la méthode en Z temps (Tableau 14b}) ).



72

Ces résultats montrent que I'anti-VIII-C est trés stable dans
le domaine de pH &tudié (2,5 - 10). Dans une expérience non
rapportée, l'anti-VII1-C est resté stable au pll 2,5 pendant

au moins 24 h.

VIII-C{Ag): La courbe de stabilité montre que I'activité
VIII-C(Ag) est stahle dans le domaine de pH 5-10. Au pH 3,5
cette activité est fortement diminufe. Seule une nartie de
1'anti-VIII-C ajouté est bloqufe et la partie Iibre peut
neutraliser 1l'activitg& VIII-C ajoutfe dans 1'é€tape indicatrice
(activités VIII-C.ritsiduelles 51% et AGY mesurées respective-
ment par les mEthodes en I et 2 temps). Au pH 2,5 pendant

30 minutes, ltactivité VIII-C(Ag)} est complétement détruite,
L'anti-vIII-C ajouté lors de la 2¥me Etape afin de bloguer
l'activité VI11-C(Ag) reste entirement libre. Il neutralise
1'activité VIII-C ajoutée lors de 1'€tope indicatrice dans les
mémes proportiouns que lors de I'€tude de stabilité de I'antj-
VIII-C (activités VITI-Crésiduelles 49% dans le cas d'anti-VIII-C
et 46% Iorsque lia partie porteuse de 1'activité VII1-C(Ag) est
traitée 2 pH 2,5).

Complexe VIII-C(Ag)-anti-VIII-C: Les rgsultats de stabilité

montrent que le compiexe ©st stable dans le domaine de pH 5-10.
Au pH 3,5 il est partiellement détruit (activités VIII-C r&si-
duelles 52% et 76% détermindes respectivement par Ies méthodes
en 1 et 2 temps). Au pll 2,5 il est presque totalement détruit
(activités VIII-C résiduelles 45% et $3% détermin€es respective-
ment par les méthodes en 1 et 2 temps). Comme 1'anti-VIII-C

est stable 4 ce pH, et que l'activité VIFI-C(Ag) est entiére-
ment détruite, la dissociation du complexe est certainement
causée par Ia destvuction de I'activité VIII-C(Ag), et par la
libération de 1'anti-VIII-C qui mcutralise 1l'activité VIII-C
ajoutée dans I'Stape indicatrice. Comme dans le cas de 1'€tude
de stabilité du complexe en fonction de la température, la
protection de l'activité VIII-C(Ag) par formation de complexe

avec 1'anti-VII1-C est aussi observée.
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2.2.8. Adsorption du facteur VIII en systéme solide-Iiquide

En systéme liquide-liquide (§ 2.2.6.1.) on a montré que les
anticorps anti-VIII-AG et anti-VIII-C peuvent créer une
diminution de l'activité coagulante du facteur VIII et que
1'anti-VIII-C peut neutraliser I'activité coagulante du
fragment VIII-C (§2.2.6.2.). Fixés sur un support solide tel
que l'agarose peuvent-ils réagir de la méme mani&re qu'en

solution?

2.2.8.1. Préparation de 1'anti-V1i1-C-Sepharose 2BCL

L'antisérum provient du lapin immunisé& avec le¢ fragment VIII-C,
L'isolement des I[gG est fait d'aprés § 2.1.6. Les immunoglobu-
lines neutralisant encore l'activité V1II-AG du facteur V111
sont adsorbfes sur 1'immunoadsorbant VIII-AG-Sepharose 2ZBCL.

A la fin de 1'opiration, 1'activité VIITI-AG du plasma humain
ne devrait plus 8tre neutralisée du tout (Tableau I5). Cette
adsorption s'effectue en faisant circuler 1'anti-VIIT-C dans
une colonne de VIII-AG-Sepharose 2BCL en circuit fermé &

1'aide d'une pompe péristaltique pendant 24 h & 4%,

La capacité inhibitrice de 1'anti-VIII-C environ de 29 U Be-
thesda/mg n'est nullement affectée par cette adsorption, dont
le but est d'éliminer les traces de 1'anti-VIII-AG.

Les fractions anti-VI1I-C partiellement et hautement purifiées
sont couplées au CNBr-Sepharose 2BCL & raison de 5 mg/ml de

gel (~ 140 U Bethesda par ml de gel) d'aprés Ia méthode décrite
au § 2,1.5, Les IgG provenant du sérum normal du lapin sont
couplées de la m8me maniére pour les essais & blanc.
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Tablean 15. Adsorption de 1'anti-VIII-C sur 1'immuncadsorbant
VII1-AG-Sepharose 2BCL. Aprés 1'adsorption, 1 volume de plasma
humain normal est incubé avec 1 volume d'anti-Vi11-€ a 37°C
pendant Z h ensuite & 1°c pendant 24 h. L'activité VIII-AG
résiduelle dEéterminfe par les techniques de Laurell et d'IRMA
est exprimée en % par rapport au contréle (contenant le tampon
de dilution au lieu de l'anti-VI1II-C).

Y111-AG résiduelle

IRMA Laurell
{mg/m}l) (U/ml) (%) (u/ml) (%)

Anti1-V111-C adsorbé cprotéine

a)
b)

partiellement purifié 5,8 0,87 81 0,25 50

hautement purifié 16,9 0,85 a5 0,54 93

2.2.8.2. Adsorption du plasma humain normal

sur l'anti-VIII-C-Sepharose 2BCL

On a montré que 1'anti-VII}-C en solution neutralise aussi

bien 1'activité coagulante du facteur VIII (§ 2.2.6.1.) que

le fragment VII1-C {(§ 2.2.6.2.). En outre, 1*6tude de stabilité
montre qu'il est tré&s stable en fonction de la tempétature
(jusqu'a 66°¢ pendant 30 minutes) et du pH (2,5 - 10) (§ 2.2.7.).
La capacité inhibitrice de 1'anti-VIII-C est maintenant exami-

née lorsqu'il est immobilisé sur un support solide.

L'anti-VILI-C-Sepharose 2BCL ¢n quantité variable est lavé avec
4x 2 ml de tampon‘TRIS-NaCI pH 7,5 par centrifugation et re-
suspension avant 1'usage. Puis 0,5 ml d'un pocl de plasma
humain normal sont ajoutfs et le mélange est maintenu socus
agitation magn&tique pendant 3 h 2 20°C. 11 est ensuite centri-
fupt et les activités VIII-C et VIII-AG ré€siduclles sont déter-
mines dans le surnageant. Elles sont représentfes en fonction

de la quantité d'immunoadsorbant dans le tahleau 16 et la Fig.27.
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Tableau 16. Adsorption du facteur VIII du plasma humain sur
1'immunoadsorbant anti-VIII-C-Sepharose ZBCL. Les activités
VIII-C et VIII-AG en 1 par rapport au contrdle (comtenant les
IgG immobilis€es provenant du sérum normal) sont représentées
en fonction de 1la quantité d'immuncadsorbant en pl. a} sur
1'anti-VIII-C partiellement purifié , b) sur 1'anti-VIII-C
hautement purifFié.

Anti-VIII-C imnobilis€ j VIII-C résiduelle| VIII-AG résiduelle
.(PIJ (U/ml) (%) IRMA (%) Lauwrell
a) 50 0,6 69 +6 | 69 +3 71 + 1
100 0,3 39+6 | 49 +09 50 + 6
200 0,2 31 + 4 36 + 3 28 + 3
300 0,15 28 +1 | 30+ 2 24 + 4
b) 50 0,51 74 100 89
100 0,48 75 84 93
200 0,39 60 79 94
300 0,42 54 81 89

L'activité VII[-C ré€siduelle diminue légdrement en fonction

de la quantité d'anti-VIII-C immobilisé ajoutfe (Fig.27b).

A 50 pl d'anti-VIII-C elle est de 74% et 3 300 pl d'anti-VIII-C
de 54%. Tandis que 1'activité VIII-AG résiduelle déterminée

par la méthode de Laurell (Tablean 16b) ne dépend pas de la
quantité d'anti-VIII-C immobilis& (89-94%), elle est lfgdrement
diminuée 3 partir de I00 Pl d'anti-VIII-C (84%) lorsqu'elle

est déterminée par la méthode d'IRMA.

L'activité VIII-C du plasma diminue plus que 1'activité VIII-AG
en fonction de la quantité d'anti-VIII-C immobilis€&. A 300 pl
les activités V1II-C et VIII-AG r€siduelles sont respectivement

de 54% et B1%. L'anti-VIII-C immobilisé peut donc encore réagir
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Fig.27. Adsorption du factenr VIII (plasma humain normal) sur
1'anti~V11I-C immobilisé. Les activités VII1-C et VIII-AG
résiduelles en % par rapport au contrdle (1gG normal-Sepharose
2BCL) sont représentfes en fonction de la quantité d'anti-VIII-C
immobilisé.

a) anti-VITI-C immobilisé partiellement purifié

b) anti-VIII-C immobilisé hautement purifié
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avec le fragment VIII-C en solution. Comme la disparition de

ces 2 activités n'est pas égale, le fragment VIII-C devrait

Etre spontanément: séparé du fragment VIII-AG et ces 2 fragments
possé&dent des déterminants antipéniques différents (voir aussi

§ 2.2.6.2.). La séparation du fragment VIII-C du fragment
VIII-AG pourrait se faire soit avant la neutralisation soit
aprés la fixation du fragment VI1I-C 2 1'anti-VI1I-C immobilisé.

Cependant 1a capacité inhibitrice de 1'anti-VIII-C immabilisé
est fortement diminu€e si 1'on compare la quantité de fragment
VIII-C extraite & celle de 1'anti-V11i-C immobilisé (aprés
immobilisation, elle est de l'ordre de 3-6 U Bethesda/ml de gel,
tandis qu'un calcul théorique préveit environ 140 U/ml de gel).

L'anti-VIII-C partiellement purifié contient encore une
quantité trés faible d'anti-VIII-AG (Tableau 15). Les acti-
vités VII1-C et VII1-AG résiduelles varient parall&lement

en fonction de 1a quantité d'anti-VIII-C immobilisé (Fig.27a
et tableau 16a). Le rapport des activités VIII-C/VIII-AG en
solution reste 6gal a4 1, ce qui montre que les fragments
VIII-C et VIII-AG sont adsorbés 3 activités épales. Cette
adsorption ne provient pas d'une fixation du facteur VIII au
gel par 1l'intermédiaire du fragment VIII-C, car 1l'activité
VIII-AG adsorbEée n'est Eluable qu'avec le tampon de dissocia-
tion du complexe antig&ne-anticorps glycine-NaCl pH 2,5 , mais
pas avec le tampon contenant CaCl2 0,25 M. Cela prouve plutft
que le complexe VIII-AG - anti-VIII-AG-Sepharose &tait formé.

2.2.8.3. Adscrptivn du plasma humain normal

sur 1'anti-VIII-AG-Sepharose 2BCL

On a observé que 1'anti-VIII-C immobilis& neutralise peu 1'acti-

vité coagulante du facteur VIII dans le plasma (§ 2.2.8.2.).
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L'anti-VI1I-AG en solution crée vne diminution de l'activité
coagulante du facteur VIIIT lorsqu'il se trouve en excés en
solution (apr@&s neutralisation totale de 1'activité VIII-AG}

(§ 2.2.6.1.) mais il ne peut pas neutraliser le fragment
VI1i-C {§ 2.2.6.2.). L'adsorption du facteur VIII sur 1l'anti-
VIIT-AG immobilisé permettrait une comparaison de sa r8activité
2 celle de 1'anti-VIII-C immebilisé.

L'anti-VIII-AG est fix& de la méme manid&re sur le CNBr-Sepha-
rose 2BCL (§ 2.2.8.1.) 2 raison de 2,8 mg/ml de gel. Les
conditions expérimentales sont cxactement les mémes que celles
décrites sous § 2.2.8.2. Le plasma est traité pendant 3 h i
209C avec différentes quantit6s d'anti-VII1-AG immobilisé.

Le m&lange est ensuite centrifugé et les activités Vill-AG

et VIII-C résiduelles sont déterminées dans le surnageant en
fonction de la quantité d'anti-VIII-AG immebilisé (Tableau 17).

Tableau 17. Adsorption dn facteur VIII du plasma humain suor
1'immuncadserbant anti-VITI-AG-Sepharose 2BCL. Les activités
VIII-C et VIII-AG résiduelles en § par rapport au contrdle
sont représentfes en fonction de la quantité d'immunocadserbant
en pl. a) avec 0,5 ml de plasma humain , b} avec 1,5 ml de

plasma humain.

Anti-VII1-AG immobilisé | VI1I-C vésiduelle | VINI-AG résiduelle
{(p1) (u/m1) (%) IRMA (3) Laurell
1) 50 0,22 26 21 17
100 0,03 4 2 -
200 < 0,01 0 0 -
300 0,01 0 0 -
b) 50 0,43 47 59 51
100 0,31 36 37 32
200 0,10 11 7,3 -
300 0,00 10 6,7 -
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Lorsque 0,5 ml d¢ plasma sont utilisés (Tableauw 17a), presque
toute l'activité de VIII-C et VIII-AG est extraite de la solu-
tion par 100 pl d'anti-VIII-AG immobilis€& (respectivement

96% et 98%). Les activités VIII-C et V1II-AG résiduclles sont
inversement proportionnelles 3 la quantité de 1'anti-VI11I-AG
immobilisé (Tablecau 17b), le rapport de ces activités est &gal
4 environ I, ce qui montre que 1l'anti-VI1I-AG-Sepharose les
extrait parallélement. La séparation du fragment VIII-C du
fragment VIII-AG n'est pas évidente.

2.2.9. Recherche du CRM dans les plasmas d'h&maophiles

2.2.9.1. pescription du test de blocage

L'anti-VI11-C contient 227 U Bethesda/ml et ne neutralise plus
ltactivité VITI-AG. Le principe du test de blocage est simi-
laite 8 celui décrit au § 2.2.7.2.

Etape de blocage (l&re Etape): 0,1 ml d'échantillon (plasma
normal ou d'hémophile ou tampen) est incubé avec 0,05 ml
d'anti-VIII-C dilué 1:100 pendant 30 minutes & 37°C. Dans le
cantrdle Ie plasma humain normal est incub& exactement de la
néme mani2re avec le tampon de dilution au lieu de 1'anti-VIII-C
dilué. L'anti-VIII-C est dilué de telle manig&re qu'il neutra-
lise 85-90% de 1'activité VIII-C ajoutée dans Ia 2&me Etape

avec le tampon seul (Tableau 18).

Etape indicatrice {inactivation de l'activité VIII-C):
Ltactivité VIII-C est fournie par un pool de 11 plasmas humains
normaux conservés 1 -170°C. Aprés la premiére période d'incuba-
tion, 0,05 ml du plasma humain normal sont ajoutfs au mélange

et le tout est incubf pour une durée additionnelle de 1 h &
379C. Les échantillons sont dilués 1:5 pour Ia détermination de
l'activité VITI-C avec Ia méthade en un temps. L'activité VIII-C
résiduelle dans le contrfle représente par définition 100%.
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Tableau 18. Choix de la dilution de 1'anti-V111-C. NHP=plasma
humain normal, VIII—CC = activité Vi11-C daus lc coutrfle
(0,1 m1 NHP + 0,05 m{ tampon de dilution; 37°C, 30 min;

+ 0,05 ml du pool; 1 h , 37°C).

Dilution de &chantillon V111-C rés. | Rapport VIII-C rés,
1'anti-v111-C | | (4/ml1) sur VIII-CC (%)

1:25 NHP non dilué 0,015 3,3

1125 NUP 1:2 0,015 3,3

1:25 tampon 0,00

1:50 NAP non dilué 0,11 24

1:50 NHD 1:2 0,066 14,5

1:50 tampon 0,02 4,4

1:100 NHP non dilué 0,17 38

1:100 tampon 0,066 14,7

Coutrfle NilP non dilué 0,45 100

2.2.9.2. Blocage de 1'anti-VII11-C par les plasmas d'h&mophiles

Dans le contrfle 1'anticorps est remplacé par le tampon de dilu-
tion. Le rapport de 1l'activité VII1-C rEsiduelle sur celle du
coutrble exprime le degré de blocage de 1'échantillon (Tableau 19).

4 plasmas d'hémophiles nossédant £0,01 U/ml d'activité VIII-C
sont examiués avec le test de blocage. lLe test est répété 2 fois

et donne des résultats semblables.

Dans le plasma M.H. nous avons trouvé un degré de blocage (20,2%)
assez &levE par rapport A celui du tampon (11,5%). Dans les 3

autres plasmas par countre, il est de l'ordre de celui du tampon.
Le plasma M.Il. pourrait contenir une certaine quantité V11I1-C(Ag)

(ou CRM) qui bloquerait partiellement 1'anti-VIII-C.
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Tableau 19. Test, de blocage de quelques plasmas d'hémophiles.

Echantillon VIII-C rés / VIII-CC (%)
NHP 47,6 + 3,6
M.H. 20,2 + 1,2
I.D. 14,3 + 4
s.C. 13,1 + 0,
R.E. . 9,2 + 0,
tampon 11,5 +-0,
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3. DISCUSSION

Par filtration sur gel, le facteur VIII est &lué dans le volume
interstitiel de 1n colonne (§ 2.2.1.). Le pic de 1'activité
VIII-AG correspend parfaitement 3 celni de 1'activité VIII-C
(Fig.12)}. Le rapport des activités VIII-C/VIII-AG reste plus
ou moins constant dans les fractiens situfes autour du pic

des activités, alers qu'il diminue dans la trainée. L'activité
VIII-AG est aussi présente dans les fractions tardives conte-
nant e fibrinogéne. Ce ph€énoméne est plus accentué lorsque

le concentré du facteur VIII est ntilisé. Le cryoprécipité
présente un pic des activités plus symétrique, tandis que dans
le concentré une longue trainfe du pic est observée. Dans le
cryoprécipité le facteur VIII est plus homogéne. L'apparition
de plusieurs formes moléculaires de I'antigéne du facteur VIII
a Et& observée durant le procédé de purification (32).

Afin d'€liminer 1'antigéne du facteur VIII de faible poids
moléculaire on réunit seulement les fractions contenant les
activités VITI-C et V1II-AG dans un rapport VIII-C/VIII-AG
similaire, c¢'est-2-dire les fractions situfes autour du pic
des activités. Lors de la filtration sur gél en présence de
CaCl2 0,25 M, la dissociation du facteur VIII est mise en
&évidence par la séparation du fragment VIII-C du fragment
VIII-AG, ce dernier est 8lué avec le volume interstitiel de

Ja colonne, tandis que le fragment VIII-C est 61lué plus
tardivement (Fig.13). Cependant cette techmique de séparation
n'est pas parfaite. La préparation du fragment VIII-AG est
contaminée par le fragment VIII-C, et inversement. La disso-
ciation du facteur VII] est moins bhonne en présence de NaCl 1M
(Fig.14). Elle dépend d'une part de la concentration du
facteur VIII en solution (plus la solution est diluée en
facteur VIII, meilleure est la séparation (80) ), et d'autre
part de Ja concentration de NaCl (la dissociation est meilleure

aux concentrations flevies de NaCl).
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En présence de CaCl, 0,25 M , le facteur VIII ne présente
aucune perte d’acti;ité V1II-C avec le temps. Pourtant 1'acti-
vité coagulante du fragment VII1I-C, fraichement obtenu par
filtration sur gel, décroit sensiblement en présence de CaCl2
0,25 M . Cette perte d'activité ne peut &8tre évitée ni par
1'élimination du CaCI2 par dialyse, ni par des inhibiteurs

de protéases tels que PMSF 1 mM et DFP 1 mM.

Récemment, Tuddenham et al (91) ont décrit la séparation de
deux sortes de fragments VIII-C par chromatographie d'affinité:
le fragment labile est €lué avant le fragment stable par un
gradient de concentration de CaClz. Ainsi la dissociation du
facteur VIII en présence de CaCl2 0,25 M suivie de la sépara-
tion des fragments VIII-C et VIII-AG par filtration sur gel

en milieu dissociant pourraient aboutir 2 un mélange de deux
fragments VIII-C labile et stable. La labilité du fragment
VIII-C pourrait aussi provenir de la génération de trace de

thrombine pendant la filtration sur gel.

En absence de CaCl2 les {ragments VIII-C et VIII-AG séparés
précédemment pelivent se recombiner en une molécule de facteur
VIII ayant les deux activités (§ 2.2.2.). Ceci confirme les
résultats de Cooper et al (113). Non seulement le fragment
VIII-C se lie au fragment VIII-AG en milieu non dissociant
mais il peut aussi se lier au facteur VIII. Par la technique
de filtration sur gel, on a montré que le fragment VIII-C
posséde une affinité envers le facteur VIII (§ 2.2.3.).

En effet, le facteur VIII présente un excés de fragment VIII-AG
qui peut fixer une quantité additionnelle du fragment VIII-C.
Lors de la préparation du cryoprécipité ou du procédé de
purification le fragment VIII-C pourrait &tre séparé du frag-
ment VIIT-AG, laissant ainsi des sites vacants qui peuvent
fixer le fragment VIII-C additionmnel. En plus, 1'association
des fragments VIII-C et VIII-AG se fait dans un rapport non

connu, mais cette combinaison semble limitée. Dans une autre
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expérience, en utilisant une autre source de facteur Vi1l et
du fragment VII1-C, on a observé que seule une petite quantité
de fragment V111-C peut se combiner au facteur V1il. Cela

montre gu'il existe peu de sites vacants,

In vitro, la théombine active le facteur VI1II avant que celui-
ci participe 3 la cascade de coagulation (§ 2.2.4.). L'activa-
tion do facteur VIII dépend de la concentration de la thrombine
(Fig.17). Plus .la concentration de thrombine est élevée, plus
l'activation est rapide (114), de mlme que 1'inactivation.

Le fragment VIII-C peut &tre activé de la méme maniére par la
thrombine (Fig.18). Switzer et McKee (93) ont mentré que le
facteur VIII est lentement activé par la thrombine en présence
de CnCl2 6,25 M. En plus, on a montré que l'activation du frag-
ment V1I1-C par la thrombine dépcnd de la concentration de
CaCl2 (Fig.19). A concentrations élefées, le chlorure de calcium
retarde l'activation et l'inactivation. 11 en est de m@me pour
ltactivation du facteur V111 par la thrombine en présence de
'CaClz. Ce retard est trés marqué 3 le concentration de 0,25 M

de CaClz,
VII1-AG et V111-C. A cette concentration de CaCl

ionigue pourrait anssi ralentir 1'activation. La concentration

3 laquelle le facteur VIJ] est aussi dissoci€ en
2 la force

physiclogique de C32+ (2,5 mM) ne semble pas jener un rdle
important dans ce phénomene d'activation et inactivation,

La purification du facteur V111 est sonvent difficile. 3 caunse
de sa sensibilité aux protéases, et surtout 3 la thrombine.
L'hirudine inhibe la thrombine en formant avec elle un complexe
équimolaire (116). Tandis que le mélange de thrombine-hirudine
{rapport d'activité 1:2) n'a aucun effet sur le facteur VI11,

la méme concentration de thrombine libre l1'active rapidement
{Fig.20). Si 1'activation est stoppée avec 1'hirudine avant
dfatteindre le maximum, le coefficient d'activation est meoindre,
mais le produit d'activation est plus stable, 1'activation est
incompléte, une nouvelle phase d'activation est observée apras

une seconde addition de thrombine. 71 serait donc Tecommandé
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d'incorporer 1'hirudine comme inhibiteur durant le procédé de
purification du facteur VIII (117). Cependant une protéolyse
de 1'antigéne du facteur VIII par la thrombine ne modifie en
rien le poids molé&culaire des sous-unités lorsque celles-ci
sont réduites et analysées sur gel de polyacrylamide en pré-
sence de SDS (12,22). Ces r&sultats suggérent que le fragment
V111-C représente nne partie infime de la malécule du facteur
VIII et qu'une protéolyse limitée du fragment VI11-C par la
thrombine est nécessaire pour sa participation dans la généra-

tion du facteur Xa' tandis qu'une protéolyse avanc€e l'inactive.

Le phénoméne d'activation du factenr VIII (respectivement du
fragment VIII-C) est aussi observé avec la méthode en 2 temps.
Dans cette méthode, seul le temps de génération du factenr Xa
(ler temps) est raccourci. Cet effet peut &tre illustré

schématiquement de la mani&re suivante:

2éme temps
(sec)

\\ y
\ ’
e o

ler temps (min)

La courbe en pointillé représente le factenr VIII (respective-
ment le fragment VIII-C) préincubé avec la thrombine, tandis
que la courbe pleine représente le syst@me normal sans throm-
bine. Ce phénom&ne est anssi observé avec le plasma humain
préalablement adsorbé sur 1'Alumina ( AI(OH)3 ).

On a anssi essayt d'activer le facteur VIII (respectivement
le fragment V11I-C} avec le facteur Xa. Le facteur VIII incubégé
avec le facteur Xa ne présente aucun changement d'activité
coagulante. Aprés 1lh d'incubation avec le facteur X il peut

@tre activé par la thrombine de la méme manidre qu'en absence
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de facteur Xa. Donc le facteur XH n'a aucun effet sur 1'acti-

vité coagulante du facteur VIII.

Le facteur V11I est une molfcule non homogdne. 11 se présente
sous forme d'unc bande €larpie sur le gel de polyacrylamide

24 3% (Fig.21). Par réduction en présence de mercapto-2-&thanol,
on a observé que 1'activité coapulante diminue lé€gérement

alors que l'uctivité antigénique augmente sensibieﬁbnt en - - -
fonction de la durée d'incubation. Parall@lement, 1'€lectro-
phorése sur pel de pelyvacrylamide 3 3% met en Evidence plusieurs
bandes et finalement unec bande principale. 11 est probable

que 1'augmentation de la concentration antigénique, mecsurée

par 1a technique de Laurell, n'est qu'un artifice dft a la
modification de 1a mohilité électrophorétique dec la molécule
(89). En effet, la réduction de la molécule et l'apparition

de plusieurs chaines polypeptidiques peuvent expliquer 1'aug-
mentation apparente de 1'activité antigénique. Il ecst possible
que la réduction du facteur VII1 permette 1'accés de Q'anticorps
4 un plus grand nombre de déterminants antigéniques. En outre,
Counts et al (118) ont décrit que 1'activité von Willebrand

est compl&tement détruite au début de la réduction. Cela

montre que seuls les agrépats de poids moléculaire élevé du
facteur V111 sont responsazhles de 1'activité von Willebrand.

Les techniques immunochimiques sont tres importantes dans
1'étude de la structure du facteur VIII. L'obtention des
anticorps hétérologucs permet de mieux la caractériser. Ils
ssont spbcifiquement dirigés contre les antip@nes injectfs au

lapin.

Anti-VI11: L'anti-VI1I utilisé pour la neutralisation du
facteur VIII et du fragment VI11-C (§ 2.2.6.) est collecté et
purifié aprés 6 injections. 11 neutralisc parallélement les
activités coapgulante ct antigénique du facteur V111 et aussi
le fragment V1II-C (Fig.22 ct 23). Ces résultats montrent
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qu'il est on mélange d'anticorps qui reconnaissent les déter-
minants antigéniques du fragment VITI-AG et du fragment VIII-C.
L'augmentation du tjtre de 1'anti-VIII avec le temps et le
nombre d'injections correspond d une augmentation du titre

des anticorps dirigés contre le fragment VIII-AG, et dans une
proportion plus faible 3 1'augmentation du titre des anticorps

dirigés contre le fragment VIII-C.

Anti-VI11-AG: L'anti-VIII-AG utilisé€ pour la neutralisation

(§ 2.2.6.) est collecté et purifié aprés 5 injections. Il
neutralise spécifiquement 1'activité antigénique du facteur
VIII. Lorsque 1'antigene du facteur VIII est encore détectable
dans le surnageant (~5%), l'activité coagulante n'est nulle-
ment affectée (Fig.22). En léger excés d'anticorps, 1'antiggne
dv facteur VIII commence 2 précipiter et entraine donc une
diminution de l'activité coagulante. En plus, 1'anti-VIII-AG
ne newtralise pas le fragment VIII-C (Fig.23), ce qui montre
que les déterminants antigéniques du fragment VIII-C ne sont
pas reconnus par 1'anti-VIII-AG. L'augmentation du titre de
1'anti-VIII-AG avec le temps et le nombre d'injections n'in-
fluence pas la forme de la courbe de neutralisation. Donc
1'anti-VIII-AG produit reste spfcifique contre le fragment
VIII-AG. Kernoff (119) a observé que, lorsque le facteur V1II
du plasma est incubé avec l'antisérum contre le facteur VII11,
l1'activité coagulante n'est fortement diminuée qu'aprgs ultra-
centrifugation. Cela suggére que la faible action inhibitrice
envers 1l'activité coagulante est due soit @ une faible neutra-
lisation de l'antisérum envers l'activité coagulante soit 2
1'entrainement du fragment VIII-C dans le précipité au cours
de I'ultracentrifugation. En plus nous sommes capables de
montrer que l'activité VIII-C diminue de 50% Iorsque le mélange
des fragments VITI-AG et VIII-C est précipité avec )'anti-
VII1-AG (résultats non représentés). Cette diminution provient
certainement de 1'entraincement du fragment VI11-C dans le
précipité.



88

Anti-VIII-C: 5 lapins de 3-4 kg ont €t€ immunisés avec le
fragment VII11-C. Chez tous les lapins, les antisérums sont
capables de neutraliser 1'activitf coagulante dw facteur VIII
et Ttéagissent faiblement avec l'activité ¥111-AG {détectée

par les méthodes de Laurell et Scheidegper). 2 lapins pro-
duisent un antisérum avec wn titre d'environ 400 U Bethesda/ml,
le troisiéme avec un titre d'environ 200 U Bethesda/ml, et

les 2 derniers avec un titre relativement faible. L'anti-vIII-C
utilisé dans la nentralisation (§ 2.2.6.)} est collecté et '
purifié apr2s 8 injections. Tandis que 1'activité antigénique
n'est nullement affectée, 1'anti-VIIT-C neutralise encore
1'activité VIII-C du facteur VIII (Fig.22). Cependant en solu-
tion concentrée, il réagit tout de méme avec 1l'antigéne du
facteur VI1l. Ce phénom2ne peut &tre expliqué par le proctdé

de préparation du fragment VII1-C. La préparation du fragment
V111-C par dissociation et filtration sur gel du facteur VIII
en présence de CaCl2 0,25 M contient malheureusement encore

des traces de fragment VIII-AG. Cette contamination détectable
par 1a méthode d'1RMA est suffisante pour créer l'anticorps
dirigé contre le fragment VI1I1-AG chez le lapin immunisé.

C'est pourquoi une adsorption préalable de cet anticorps
contaminant sur 1'immunoadsorhant VIII-AG-Sepharose 2BCL

(fante de mieux avec VIIl-Sepharose ZRCL prélavé avec le tampon
a4 pH 2,5 pour détrnire les déterminants antigéniques du frag-
ment VIII-C) est né€cessaire pour rendre 1l'anti-VIII-C totale-
ment spécifique emvers 1'activitf coagulante du factenr VIIL.
Cette adsorption se révéle indispensable avant 1'utilisation
de 1'anti-V111-C dans les expériences subséquentes, en plus

elle ne diminue pas le titre de 1'anti-VIII-C.

Plusieurs anteurs ont dfcrit que les antisérums hétérologues
contre le fragment VI1I-C peuvent précipiter 1'antigéne du

facteur V111 (83,89,120,121). Ceci pourrait suggérer que le
fragment V111-C et le fragment VIII-AG ont des déterminants
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antigéniques communs mais la détection des traces du fragment
VIII-AG par la méthode d'IRMA dans notre préparation du frag-
ment VII1-C et L'adsorption subs&quente en syst2me solide-
liquide de l'anticorps contaminant sans diminuer le titre de
1'anti-VIII-C mentrent que ces 2 fragments ont apparemment
des déterminants antigéniques tout & fait différents. L'inca-
pacité de 1'anti-VI1I-AG de neutraliser le fragment vill-cC
renforce cette cdernig&re hypothese (Fig.Z3).

Par conséquent, la détermination des activités VIII-AG et
VIII-C tésiduelles du facteur VIII en fonction de la dilutiom
de 1'antisérum est une bonne m&thode pour déterminer s'il y a
un mélange d'anticorps (anti-V1I1-AG et anti-VIII-C). Les
caractéristiques des courbes de neutralisation permettent de
juger de la qualité de 1l'antisérum (§ 2.2.6.).

L*tinhibiteur homologue neutralise 1l'activité coagulante du
facteur VIII sans modifier la concentration de 1'antigdne.
Cet inhibiteur ne doit reconnaitre que les déterminants anti-
géniques du fragment VIII-C sur la molé&cule du facteur VII1I.
Lazarchick et Hoyer (123) ont analysé par filtration sur gel
la distribution du complexe dont le poids moléculaire est
supfrieur 2 340.000 . Lavergne et al (124) ont T€ussi 4 l'isoler
par chromatographie d'affinité. Le déplacement de 1'€quilibre
du complexe vers la dissociation en antigéne et anticorps
peut &tre obtenu par augmentation de temp&rature ou force
ionique, ou par diminuticn de pH (122). Ces changements
rhysiques affectent les liaisons intermolé&culaires de nature
€lectrostatique et/ou hydrophobe et de Van der Waals, et les
ponts d'hydrogéne entre l'antigine et 1'anticorps. Les déter-
minants antigéniques du fragment V11I-C sont sensibles aux
temp&ratures Elevées et au pH acide (125,126).

On a étudié la stabilit& de 1'anti-VIII-C; de 1'activité
VIII-C(Ag) ot du complexe VI11-C(Ag)-anti-VIII-C en fonction
de la température et du pH (§ 2.2.7.). L'anti-VIII-C reste
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stable jusqu'd 66°C (pW 7,5) (Fig.25) et dans le domaine de
rH 2,5 - 10 (Fig.26). L'activité VIII-C(Ag) est fortement
diminuée au pH 3,5 et compl@tement d&truite au pH 2,5 , de
méme qu'd 56°C pendant 30 minutes. La dissociation du com-
plexe se fait par destruction de l'activité VIII-C(Ag) et
libération de 1'anti-VIII-C actif: la partie porteuse de
1'activité VIII-C(Ag) ne peut plus se combiuner 3 l'aunti-vIll-C.
Le complexe est dissoci& aux valeurs de pH ou 3 la temp#rature
ol 1'activité VITI-C(Ag) est détruite, cependaut il montre

une plus grande stabilité envers les changements physiques

que la partie porteuse de 1'activité VIII-C(Ag). Cette Stude
de stabilité met en Evideuce certaines ressemblances entre
1'inhibiteur homologue et 1'anti-VIII-C hétérologue:

a) Neutralisation de l'activité coagulante du facteur VIII
sans affecter l'activité VIII-AG

b) Neutralisationm du fragment ViII-C

c) Le complexe antig@ne-anticoerps est dissociable en milieu
acide (p! 2,5 - 3,5) ou i 56°%C par destruction des déter-
minaats antigéniques du fragment V1I1-C

d) Le facteur VII] prétraité a 569 ou 2 pH 2,5 - 3,5 ne peut
bloquer ni 1'inhibiteur humain ni 1'anti-VIII-C hétérologue.

En plus, 1'anti-VIII-C semble plus stable que 1'inhibiteur
homologue a pH 2,5 .

En sglution, 1'anti-VIII-C neutralise spécifiquement 1'acti-
vité coagulante du facteur V1I1 sans former de précipité, I1
¢st stable en fouction de la temp&rature et du pll. Par contre,
1'anti-VIT1-AG ne peut provoquer une diminution de 1'activité
VIII-C que lorsque I'antigéne du facteur VIII n'est plus détec-
table en solution. Zimmerman et Edgington (68) ont décrit qu’en
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systéme solide-liquide, l'antisérum hétérologue contre le
facteur VIII, immobilisé sur um support solide, extrait plus
d'activité VIII-AG que d'activité VIII-C du facteur VIII dans
le plasma. Par contre, avec le méme systZme, l'inhibiteur
homologue immabilisé extrait sélectivement 1'activité VIII-C
du facteur VIII dans le plasma tandis que 1'antigéne est peu
affecté. Koutts et al (69) ont confirmé plus tard ce dernier
résultat en suggérant que par interaction avec 1'inhibitenr
humain immobilisé le facteur VIII est spontanément dissocié
en 2 entités distinctes, dont 1'une, le fragment VIII-C, se

fixe sur I'immunoadsorbant.

En utilisant le syst&me de Zimmerman et Edgington, on a montré
que l'anti-VIII-AG immobilisé extrait stoichiométriquement les
activités VITII-C et VIII-AG dv facteur VIII dans le plasma
humain (§ 2.2.8.3.). Les activités VIII-C et VIII-AG rési-
duelles correspondent parfaitement dans les limites d'erreur
expérimentale. Ces ré&sultats montrent qu'il existe un lien
étroit entre le fragment VIII-C et le fragment VIII-AG dont
l'adsorption sur l'anti-VIII-AG entfaine aussi une diminution
correspondante dJu fragment VIII-C. 1ls confirment en plus

ceux de Bouma et al {112) et de Peake et Bloom (89).

Par contre, l'anti-VIII-C hautement purifié, immobilis& sur

un support solide neutralise plus sélectivement l'activité

" coagulante du facteur VIIT dans le plasma (§ 2.2.8.2.). Tandis
que l'antigéne du facteur VIII déterminé par les 2 méthodes
d*'IRMA et de Laurell reste sensiblement inchangé (80-100% du
contrSle)}, ltactivité coagulante est diminufe de 46% (Fig.27).
Ces résultats montrent que le fragment VIII-C peut 8tre séparé
du fragment VI1I-AG. Cependant la capacité inhibitrice de
1tanti-VIII-C immobilisé est largement inférieure 3 celle de
1'anti-VITII-C en solution. Elle représente environ 1-2% de

la capacité inhibitrice de 1'anti-VIII-C en solution. Ceci

peut &tre expliqué par 1'encombrement stérique qui est créé
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d'une part par le support solide servant 4 immobiliser 1'anti-
VIIE-C et d'autre part par l'antigéne dn facteur VIII qui
empéche la fixation du fragment VIII-C sur 1'anti-¥III-C immo-
bilis€é., On a observé que l'anti-VII1-C partiellement purifié
(contenant encore des traces d'anti-VIII-AG) peut influencer
fortement les résultats expérimentaux (§ 2.2.8.2.). Dans ce cas,
les activités VIII-C et VIII-AG du facteur VI11I sont extraites
stoichiométriquement (Fig.27)}. L'anti-VII1-AG présente aussi

la m&me courbe de neutralisation, et l'activité VIII-AG extraite
n'est alors Elufe de l'immunoadsorbant que par le témpon de
dissociation du complexe antigéne-anticorps 2 pH 2,5 mais pas
par le tampon contenant 0,25 M de CaClz. Ceci montre que l'acti-
vité VITI-AG extraite provient des traces de l'anti-VII1-AG se
trouvant encore dans la préparation de 1'anti-VIII-C.

En conclusion, 1'anticorps contre le fragment V11I-C peut Etre
obtenu par injection de ce fragment chez le lapin. L'anti-VIII-C
spécifique est immunochimiquement purifié. Ses caractéristiques
immunophysiques présentent des ressemblances avec celles de
1'inhibiteur homologue. Fix# sur un support solide, il perd en
grande partie 5a capacit€ inhibitrice envers 1'activité VIII-C
du facteur VIII dans le plasma. I1 pourrait &tre utile dans la
recherche du CRM chez les hémophiles comme le montre le para-
graphe 2.2.9.

L'inhibiteur homologue a permis de distinguer le cas od le fac-
teur VIII est défectucux an point de vue biologique (CRM‘) de
celui des hémophiles graves oll il y a une vraie déficience du’
fragment VI1I-C (CRM ). Cependant Zimmerman et al (127) ont
récemment décrit que la plupart des plasmas d'hémophile contien-
nent du CRM, ce qui explique la faible proportion { 10%) d'hémo-
philes qui produisent des inhibiteurs homolegues. Trés récemment
ce CRM a pu 8tre déterminé par la méthode immuncradiométrique

en utilisant 1'inhibiteur homeologue {128,129). Malgré ses
ressemblances avec 1'inhibiteur homologue, 1'anti-VI1I-C hété-
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rologue reconnuitrait en premier lieu les déterminants anti-
géniques du fragment VIII-C autres que ceux reconmus par
ltinhibiteur homologue, et constituerait alors um moyen com-
plémentaire dans le diagnostic des hémophiles. Les ressem-~
blances entre l'inhibiteur homologue et 1l'anti-VIII-C hétéro-
logue laisseraient supposer que, chez les hémophiles graves
produisant 1'inhibiteur, il y a une absence compléte de la
partie porteuse de 1l'activité coagulante (biologique et immu-

nologique).

4, RESUME

Nous avons démontrd que I'activation du fragment VIII-C par

la thrombine en présence ou absence de CaCl2 est identique 2
celle du facteur VIII. Non seulement le fragment VIII-C peut
se combincr de nouveau au fragment VIII-AG pour donner le
facteur VIII, mais il peut aussi se lier au facteur V11I dans
une plus faible proportion. La production et l'isolement de
1'anticorps hét8rologue spécifiquement dirigé contre le frag-
ment VIII-C permettent alors d'étudier ses propriétés physico-
immunologiques qui se révélent similaires i celles de 1'inhi-
biteur homologue. L'€tude de la réactivité immunochimique du
facteur VIII eu fonction de différents anticorps hétérologues
en solution et immobilisés indique qu'il existe un lien bio-
logique &troit entre le fragment VIII-C et le fragment VIIT-AG.
Finalement ces résultats montrent que le facteur VIII est
constitué de 2 entités distinctes qui ne peuvent pas &tre

dissociées dans les conditions physiologiques.
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