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INTRODUCTION

Depuis plusieurs décennies, la cynophilie moderne s’intéresse a la génétiqgue, non
seulement pour fixer des qualités au sein d'une race, mais également pour en éliminer les
défauts. Les affections héréditaires tiennent une place non négligeable dans les programmes
de croisements, c’est le cas notamment de la dysplasie de la hanche et des tares oculaires.
Les troubles héréditaires de I'hémostase sont restés longtemps mal connus et sous
diagnostiqués. Aujourd’hui encore, leur prévalence est sans doute sous-estimée. Des
progrés importants dans la connaissance de ces affections ont été permis par les travaux de
Dodds dés la fin des années 60. Nous avons choisi de nous intéresser plus particuliérement
aux troubles héréditaires de I'hémostase primaire : la maladie de von Willebrand et les
thrombopathies sensus stricto décrites chez le Chien.

En 1970, Dodds cite 54 races chez lesquelles la maladie de von Willebrand est décrite ; le
Bouvier bernois figure dans cette liste. En 1997, Arnold et al. recherchent I'étiologie d'une
tendance aux saignements constatée chez de nombreux Bouviers bernois en Suisse. Leur
étude conclut a 'absence de maladie de von Willebrand ; forigine du trouble de 'hémostase
observé — a priori héréditaire — reste alors inconnue. La présente étude a pour objectif de
contribuer @ ces recherches en essayant de répondre aux questions suivantes : ce trouble
de 'hémostase existe-t-il aussi chez le Bouvier bernois en France ? Quelle est sa nature ?

Auparavant, il est nécessaire d'effectuer quelques rappels concernant 'hémostase primaire :
sa physiologie, ses moyens d'exploration et ses principaux troubles. Les troubles
héréditaires, dont I'étude s'est fortement développée depuis quelques années grace aux
progrés de la biologie moléculaire, feront I'objet d'une partie spécifique. La connaissance de
ces données permettra ensuite d'exploiter au mieux les résultats de notre étude personnelle
effectuée chez le Bouvier bemois.







Premiere Partie

L’hémostase primaire :
physiologie,
exploration, principaux

troubles
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L’hémostase permet le maintien de lintégrité vasculaire et de la fluidité du sang nécessaires
a la fonction sanguine (transports des gaz, nutriments, déchets...). Lors de lésion vasculaire,
'hémostase primaire aboutit a la formation d’'un clou plaguettaire, stabilisé ensuite par la
fibrine produite par 'hémostase secondaire. La dissolution du clou plaguettaire permet enfin
ta réparation du vaisseau [ésé. L'hémostase consiste donc en un équilibre constant entre
formation et dissolution de thrombus, faisant intervenir des structures vasculaires, des
thrombocytes et des facteurs plasmatiques. Cet équilibre est fragile et peut étre perturbé lors
de situation pathologique.

Dans un premier temps, des rappels de physiologie permetitront la bonne compréhension
des mécanismes intervenant au cours de Fhémostase primaire. lis faciliteront 'étude de son
exploration et de ses troubles (les pathologies héréditaires étant étudiées dans une partie
specifique).

| — Rappels : physiologie de ’hémostase primaire

{Cloet-Chabre, 1996a) (Massignon, 1998) (Gentry, 2000) (McConnell, 2000a)
{Chabanne et al., 2003}

Avant d'étudier les interactions complexes aboutissant a la formation du clou plaquettaire, il
est nécessaire de présenter les éléments impliqués dans ce processus. La connaissance de
certains aspects moléculaires ou biochimiques de 'hémostase primaire est indispensable a
la compréhension de sa pathologie.

A — Eléments intervenant dans I’hémostase primaire

L’hémostase primaire est initiée lors de lésion de I'endothélium vasculaire. Elle implique des
plaquettes sanguines mais aussi des protéines adhésives, le facteur de von Willebrand et le
fibrinogéne, et subit l'influence de facteurs hémodynamiques. La présentation de chacun de
ces éléments est nécessaire avant de détailler les mécanismes de 'hémostase primaire.

1 — Endothélium

Les cellules endothéliales reposent sur une membrane basale qui sépare I'endothélium du
sous-endothélium.

les tissus sous endothéliaux contiennent une grande variété de composants : collagene,
fibroblastes, fibres élastiques, muscle lisse... Les ligands impliqués dans ladhésion
plaquettaire {collagéne, FvW) sont séquestrés en partie dans le sous-endothélium

Les cellules endothéliales intactes sécrétent des substances antithrombotiques qui diminuent
la réactivité plaguettaire (Gentry, 2000) :

- la prostacycline (ou PGI2), qui active I'adénylcyclase plaquettaire et entraine une

élévation du niveau intracellulaire d'’AMPc¢ ; il en résulte une inhibition de la réactivité
plaguettaire ;
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- le monoxyde d'azote (NO), qui entraine une élévation du niveau intracellulaire de
GMPc ; il en résulte le maintien d’une concentration cytoplasmique basse en calcium
et une diminution de l'activité de la phospholipase C (impliquée dans Pactivation
plagquettaire).

Ces composés ont aussi une action vasodilatatrice qui s'oppose a I'adhésion plaguettaire.

Ainsi, les plaquettes n'adhérent pas physiologiquement a 'endothélium intact. Elles sont de
plus repoussées par ia surface des cellules endothéliales chargée négativement.

L’endothélium participe aussi a l'inhibition de la coagulation plasmatique et de la fibrinolyse.

2 — Plaguettes sanguines

(Massignon, 1998} (Stokol, 2000) (Tablin, 2000)

a— Origine et durée de vie des plaquettes

Les plaguettes sanguines sont issues de cellules souches de la moelle osseuse, qui aprés
multiplication et divisions nucléaires (endomitoses), donnent les mégacaryocytes, de grosses
cellules muitinuclées. Ceux-ci voient leur cytoplasme se cliver pour produire de petits
éléments : les plaquettes. Des granulations se développent ensuite autour du noyau.

Chez le Chien, les plaquettes sanguines ont une durée moyenne de vie de 5 a 7 jours. Leur

destruction s'effectue essentiellement dans le foie et dans la rate avec intervention des
macrophages.

b — Morphologie et ultrastructure des plaguettes

Les plaquettes sanguines sont de petites cellules anucléées de forme discoide a I'état inactif.
Elles mesurent entre 5 et 7 um de diamétre et environ 3 um d’'épaisseur, soit un dixiéme de
la taille d’'une hématie.

Leur structure peut étre visualisée par microscopie électronique (figure 1) et schématisée
(figure 2). Outre les organites retrouvés dans la plupart des celflules eucaryotes, de
nombreuses protéines transmembranaires sont présentes au niveau de la membrane
plasmique, et des éléments de cytosquelette ainsi que des granules plaquettaires sont
visibles dans le cytoplasme.

Nous allons détailler la structure et la fonction des éléments ayant une importance

fonctionneile majeure dans le déroulement de Fhémostase primaire. Ces mémes éléments
pourront étre a l'origine de troubles hémostatiques s'ils sont déficients.
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Thin. ~~ i
filaments

Figure 1 ; Plaquette sanguine (microscopie électronique a fransmission) (Tablin, 2000)
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Figure 2 : llustration schématigue de 'ultrastructure plaguettaire (Stokol, 2000)
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a - La membrane

...............................

Elle est recouverte par une glycocalyx épaisse de 15-20 nm, riche en protéines de
coagulation, en amines vaso-actives et en FvW. Sa surface montre des invaginations
correspondant au systéme canaliculaire ouvert (OCS).

La membrane est essentielle au maintien de 'homéostasie cellulaire. Chargée négativement,
elle entraine la répulsion des plaquettes entre elles et vis-a-vis de I'endothélium. Les
phospholipides qui la composent sont sources de messagers intraceilulaires et de
métabolites actifs qui régulent le fonctionnement plaquettaire. Enfin, elle contient des
glycoprotéines (intégrines, glycoprotéines riches en leucine...) intervenant dans Fadhésion et
l'agrégation plaquettaires.

% Les phospholipides membranaires

(Gentry et Nyarko, 2000)

Ce sont les lipides membranaires les plus importants d’'un point de vue fonctionnel et
quantitatif. Les quatre phospholipides les plus importants en nombre sont par ordre
décroissant : la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE), la sphingosine
(SP) et la phosphatidylsérine (PS). D’autres phospholipides complétent cefte structure ;
citons le phosphatidylinosito! (P1).

La plaquette au repos présente une distribution asymétrique : les phospholipides chargés
négativement (PS et PE) se trouvent surtout au niveau de 'hémimembrane interne, alors
que les phospholipides neutres (PC et SP) se trouvent surtout au niveau de 'hemimembrane
externe. Plusieurs mécanismes interviennent dans la régulation de cette distribution :

- une translocase ATP dépendante, qui transporte la PS et la PE (mais pas la PC)
depuis 'hémimembrane externe vers 'hémimembrane interne ;

- une «floppase », qui transporie la PC et un peu de PS depuis 'hémimembrane
interne vers 'hémimembrane externe.

Le maintien de 'asyméirie membranaire dépend du pool d'ATP et de la concentration
cytoplasmigue en Ca2+ (basse au repos).

Lors de I'activation plaquettaire, la PC et la PE libérent de I'acide arachidonique (AA) qui
donnera différents métabolites actifs. La PS est fransloquée de 'hémimembrane interne vers
rhémimembrane externe, oli elle joue le réle de cofacteur dans la production de thrombine.
Le turn-over du Pl augmente et permet grace a la phospholipase C ia formation d'inositol
triphosphate (IP3) et de 1,2-diacylglycérol (DAG). Ces deux composés participent de
maniére synergique au changement de morphologie des plaquettes, a la modification des
récepteurs et a la sécrétion des granules plaquettaires. lls sont ensuite recyclés et
réincorporés a la membrane plasmique sous forme de PI.

< Les intégrines

{Tablin, 2000) (Boudreaux et Lipscomb, 2001)

Les intégrines sont des glycoprotéines intervenant dans la médiation de nombreuses
interactions cellulaires, parmi lesquelles 'agrégation et I'adhésion plaquetiaires.
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Chaque intégrine est constituée de deux sous-unités (« et p) liées de maniére non covalente.
Chaque sous-unité comporte un domaine extracellulaire, un domaine membranaire et un
domaine cytoplasmique. Les domaines extraceliulaires présentent des sites de liaison pour
les cations divalents (Ca2+...). Les domaines cytoplasmiques sont connectés au
cytosquelette par lintermédiaire de protéines, et surtout a4 des complexes moléculaires
intervenant dans la transmission des signaux cellulaires.

Parmi les intégrines déja identifiées sur les plaquettes, intégrine ollbBllla est la plus
abondante et la mieux connue. Chaque plaquette en posséde 40000 a 80000, la plupart
réparties & sa surface, quelques-unes liées aux membranes du systéme canaliculaire ouvert
ou des granules a. Egalement appelée complexe glycoprotéique Iib/llla (Gplib/lila), cette
intégrine est spécifique de la lignée mégacaryocytaire (on la trouve aussi sur les
mégacaryocytes). Son expression a la surface des plaqueties nécessite la présence des
deux sous-unités allb et B3, réunies en un complexe caicium-dépendant. La sous-unité allb
comporte quatre sites de liaison pour le Ca2+, la sous-unité B3, un seul. Chacune comporte
également un site de liaison pour le fibrinogéne. Le domaine cytoplasmique de la sous-unité
B3 est associé au cytosquelette (actine). La structure de lintégrine altbplila est présentée
dans la figure 3.

iy Bs
Modulation of Ligand Binding
Affinity State
F 3

SINRORERNNORNIO) D C O !
Inside-Out : Outside-in
Signatling Signaliing

oo0 MO IO Rat EEa e

4

Platelet Activation Intraceflutar Signalling Events

Figure 3 : Structure de l'intégrine allbBlila ou complexe Gpllb/lila (Tablin, 2000}

Le géne codant pour les deux sous-unités a éte localisé & la bande g21-23 du chromosome
17 chez 'Homme. Les séquences cllb et B3 ont 86 % de similitude chez 'Homme et le
Chien (Boudreaux et Lipscomb, 2001).

Lors de l'activation plaquettaire, les intégrines « cachées » sont transloquées a la surface
des plagueties ou elles se regroupent sous Pinfluence de signaux cytoplasmiques. Ces
signaux entrainent aussi un changement de conformation des intégrines permettant
I'exposition des récepteurs au fibrinogéne. La fixation du fibrinogéne entrainera 'agrégation
plaquettaire puis la réfraction du clou plaquettaire. L'intégrine peut aussi lier d'autres
protéines adhésives telles que le FVW et |a fibronectine.
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Lintégrine allbplila est donc nécessaire a 'agrégation plaquettaire, a la rétraction du clou
plaquettaire et a la diffusion des plaquettes le long des vaisseaux. Elle joue également un
réle important dans les signaux transmembranaires plaquettaires et dans le captage du
fibrinogéne en vue de son stockage dans les granules o.

Un déficit en intégrine allbpilla entraine un défaut de réactivité plaquettaire rencontré dans la
thrombasthénie de Glanzmann. Les études moléculaires et biochimiques portant sur cette
thrombopathie ont permis une meilleure compréhension des relations structure/fonction des
intégrines.

% Les glycoprotéines riches en leucine

Ces glycoprotéines possédent toutes un domaine riche en leucine. Les Gplb, GpIX et GpV
forment un complexe sialoglycoprotéique qui contribue a la charge négative de la membrane
plaquettaire. La figure 4 présente leur organisation spatiale probable. Chaque Gplb est
constituée de deux unités (Gplbo. et Gplbp) liées par un pont disulfure, et associée a une
GplX, de sorte que I'on parle plus souvent de complexe Gplb/IX. La GpV formerait un pont
entre les complexes Gplb/IX grace & son interaction avec la Gplba.

GP iba GP b
von Willebrand Factor
and Thromhin Binding Sites
GPV
GPIX GPIbj GPIbD GPIX

S5~ 55

ACTIN-BINDING
PROTEIN

ACTIN

Figure 4 : Structure du complexe Gp Ib/AX/V (Tablin, 2000)

La Gplba posséde des sites de liaison pour le FWW et la thrombine ; sa portion
cytoplasmique est liée au cytosquelette par Fintermédiaire d'une protéine liant 'actine. La
GplbB comporte dans sa portion cytoplasmique un site de phosphorylation des protéines
intervenant dans la réorganisation du cytosquelette lors de stimulation par un agoniste.

Ces glycoprotéines riches en leucine jouent donc un réle essentiel dans 'adhésion des
plaguettes au sous-endothélium grace a la liaison Gplb-FvW.
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% Autres récepteurs plaquettaires

La membrane contient des récepteurs aux agonistes plaquettaires : ADP, PAF, épinéphrine,
TxA2, thrombine... Ces récepteurs sont, comme les précédents, coupiés a une protéine G
dont l'activation entraine une élévation de la concentration cytoplasmique en calcium et une
augmentation de l'activité de cerfaines enzymes.

B.-Le cytoplasme

Il contient trois ensembles majeurs: le cytosquelette permettant le changement de
conformation des plaguettes, le systéme canaliculaire, et le systéme granulaire constitué de
granules o et de granules denses.

% Le cytosquelette

La plupart des récepteurs membranaires sont associés aux filaments d'actine du
cytosquelette par l'intermédiaire de protéines. Cette organisation facilite le regroupement des
récepteurs nécessaires a la transduction du signal, I'évagination du systéeme canaliculaire
ouvert et I'activation plaquettaire. Les filaments d'actine sont les éléments contractiles
essentiels des plaquettes, ils permettent le changement de conformation des plaquettes et
I'émission de pseudopodes, la diffusion et 'adhésion plaquettaires, I'agrégation, la sécrétion
et la rétraction du clou plaguettaire. L'activité du cytosquelette dépend notamment de la
concentration cytoplasmique en Ca2+ qui eniraine la polymeérisation des microfilaments
d’actine et de myosine.

lLes microtubules et les filaments intermédiaires sont d'autres éléments majeurs du
cytosquelette. Les microtubules sont responsables de la forme discoide de la plaquette au
repos ; I'activation plaquettaire entraine leur dépolymérisation. Les filaments intermédiaires
constituent la « charpente » de la cellule, ils participeraient a la stabilisation des autres
éléments du cytosquelette durant I'activation plaquettaire.

Les filaments fins d’actine (« thin filaments ») et les microtubules (« MT ») sont visibles sur
Fimage en microscopie électronique a transmission d'une plaquette sanguine (figure 1).

% Le systéme canaliculaire

Le systéme canaliculaire est composé de deux types de canalicules :

- des canalicules connectés a la surface (systéme canaliculaire ouvert ou OCS),
formés par des invaginations de la membrane plasmique ; en contact avec le plasma,
ils constituent le site préférentiel d’'endocytose des protéines plasmatiques et
d’'exocytose du contenu des granules iors de la phase de sécrétion ou « release »
plaquettaire ;

- des canalicules denses (systéme tubulaire dense), issus du réticulum endoplasmique
des mégacaryocytes ; ils constituent les sites de synthése de prostagiandines et de
thromboxanes, mais surtout le réservoir d'ions calcium nécessaires a P'activation, au
« release » et a 'agrégation plaquettaires.

Le stockage du calcium fait intervenir des pompes ATPases calcium-dépendantes régulées
par la concentration cytoplasmique en AMPc. Celle-ci dépend de deux enzymes:
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'adénylcyclase et la phosphodiestérase (PDE). L'adénylcyclase est 'enzyme permettant la
production d’AMPc & partir ’ADP ou d’ATP ; la PDE permet la réaction inverse. L'AMPc
abaisse la réactivité plaquettaire en inhibant [a mobilisation du calcium et en diminuant
lactivité de la phospholipase C (Boudreaux et al., 1986a et 1986b) (Catafalmo et al., 1986).

Le systéme tubulaire dense (« DTS ») est visible sur Iimage en microscopie électronique a
transmission d'une plaquette sanguine (figure 1). Le systéme canaliculaire ouvert est
représenté sur la figure 2.

% Le systéeme granulaire

Les granules plaquettaires se répartissent en trois populations dont le contenu peut étre
libéré lors de f'activation des plaquettes :

- les lysosomes, réservoirs d’hydrolases, capables de dégrader les composeés
endocytés ou de fusionner avec le systéme canaliculaire ouvert pour libérer leur
contenu dans le milieu extracelluiaire ;

- les granules a (les plus nombreux), qui contiennent des facteurs de coagulation, des
protéines spécifiques des plaquettes (B thromboglobuline...), des facteurs de
croissance, et de nombreuses protéines adhésives (fibrinogéne, FVW, fibronectine,
thrombospondine...) ; la membrane des granules o présente des Gplb et des
complexes Gplib/llia ;

- les granules denses (ou 8), qui contiennent de la sérotonine, des ions divalents (dont
Ca2+ intervenant dans l'agrégation plaquettaire}, et des nucléotides (ADP, ATP,
GDP, GTP... avec un ratio ATP/ADP de 2/3) ; la membrane des granules denses
présente aussi quelques Gplb et complexes Gplibfila.

Les granules denses et o sont visibles sur lIimage en microscopie électronique a
transmission d’une plaquette sanguine (figure 1).

€ — Roles des plaquettes

{Gentry, 2000)

Les plaquettes sanguines sont essentielles a la formation du clou plaquettaire par leur
adhésion au sous-endothélium, leur agrégation et leur participation au recrutement de
plaguettes supplémentaires. Elles contribuent également a la formation de thrombine et de
fibrine. Ces rdles seront détaillés dans la partie consacrée au déroulement de Fhémostase
primaire.

Les plaquettes jouent également un réle dans Finflammation par libération de composés
vasoactifs (serotonine, PAF), production de cytokines et interactions avec les polynucléaires
neutrophiles. Elles peuvent étre directement activées par certains agents inflammatoires et
libérer des composés qui vont augmenter la réponse inflammatoire (par exemple les
hydrolases contenues dans les lysosomes).

Les plaquettes ont enfin un rdle dans la cicatrisation par libération d’agents de cicatrisation

stockes dans les granules o. Ces agents activent la réparation tissulaire par stimulation des
divisions cellulaires des celiules musculaires lisses et des fibroblastes.
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3 — Facteur de von Willebrand

(Johnson et al., 1988) (Kraus et Johnson, 1989) (Cloet-Chabre, 1995) (Ringot, 1998)
(Surgy, 1998) (Johnstone, 1999)

a — Définition — Origine — Structure

Le facteur de von Wiliebrand (FVW) est un polymére de nature glycoprotéique, en majorité
synthétisé puis stocké par les cellules endothéliales. Les mégacaryocytes en synthétisent
aussi une fraction, variable d'une espéce a l'autre (de 10 a 25%) ; le FVW est alors stocke
dans les granules plaquettaires. Les plaquettes canines contiennent beaucoup moins de
FVW que les plaquettes humaines.

Les cellules endothéliales relarguent en permanence une faible quantité de FvW dans le
plasma et le sous-endothélium, sous linfluence de stimuli variés (histamine, thrombine,
fibrine...). Le FYW stocké dans les granules plaquettaires est quant a lui sécrété lors de
Pactivation plaquettaire.

Le FVvW existe sous différents multiméres de poids moléculaire variable (de 0,5 et 20 millions
de Dalton). Chaque muliimére a comme sous-unité un polypeptide de 270 kD ; les sous-
unités sont li€es entre elles par des ponts disuifure.

On peut distinguer différents domaines fonctionnels dans le FYW : deux sites de liaison pour
le collagéne, deux autres sites pour I'héparine, un site pour la Gplb et un dernier pour la
Gplib/llla.

b — Réles du FvW

Le FVW a deux roles majeurs dans la physiologie de Fhémostase :
- dans ladhésion des plaquettes au sous-endothélium au cours de I'hémostase
primaire ;
- dans le transport et la stabilité du facteur VIII (fVIl) circulant intervenant dans la
coagulation plasmatique.

Lors de lésion vasculaire, le FYW se lie aux Gplb des plaquettes et sert de pont enire celles-
ci et le sous-endothélium : c'est Fadhésion plaguettaire. Au cours de ce processus, le FVW
change de conformation ce qui facilite son interaction avec les Gplb. Le FYW joue également
un role dans les interactions entre plaqueties. Les multiméres de haut poids moléculaire
(PM) sont les plus efficaces en raison de leurs nombreux sites de liaison. En I'absence de
FvW, 'hémostase primaire ne peut donc avoir lieu normalement.

Dans le plasma, le FVW est lié au fVIIl de maniére non covalente et forme avec ce dernier un
complexe macromoléculaire. Le FYW assure ainsi la stabilité du fVIIl en le protégeant de ia
dégradation protéolytique. Ce réle protecteur est moins important chez le Chien que chez
'Homme, c'est pourquoi, lors de diminution du FVW, le VIl est davantage diminué chez
'Homme.

4 — Fibrinogéne
Cette protéine plasmatique, d’origine hépatique, intervient dans l'agrégation plaquettaire en

se fixant sur les complexes Gplib/llla des plaquettes adjacentes. Le fibrinogéne plaquettaire
jouerait aussi un role dans 'agrégation (Catafalmo ef al., 1986).
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5 — Facteurs hémodynamiques

Quand I'écoulement du sang est linéaire, Fadhésion des plaquettes au sous-endothéiium
augmente avec le diameétre des vaisseaux, ia vitesse de circulation du sang, la concentration
en hématies et la concentration en plaguettes. Au niveau des courbures, bifurcations,
rétrécissement, il se crée des points de stagnation et de furbulences, entrainant une
activation des plaquettes et une plus grande adhésivité de celles-ci au sous-endothélium
(surtout dans les vaisseaux & forte pression sanguine, donc les artéres), favorisant une
thrombose.

Plus fa vitesse du flux sanguin est élevée, plus les plaquettes arrivent rapidement sur site.
Inversement, quand la vitesse du flux est lente, la coagulation plasmatique est
prépondérante. Par conséquent, dans les veines (circulation a faible vitesse), le thrombus
est surtout formé de fibrine. Dans les capillaires, il est essentiellement formé de plaquettes.
Dans les artéres, le thrombus est mixte (fibrine et plaquettes).

B — Déroulement de ’'hémostase primaire

(Cloet-Chabre, 1996a) (Massignon, 1998) (McConnell, 2000a) (Chabanne et al., 2003)

Lors de lésion vasculaire, la barriére des cellules endothéliales est rompue et le sous-
endothélium est exposé. Il s'ensuit une diminution locale des facteurs inhibant
habituellement 'adhésion plaquettaire, ainsi que I'exposition du collagéne sous-endothélial.
Ces événements permettent linitiation simultanée des 2 temps de 'hémostase primaire : le
temps vasculaire et le temps plaquettaire.

1 — Temps vasculaire

Au niveau de la lésion, une vasoconstriction d'abord passive (liée a I'élasticité de la paroi)
ralentit le débit sanguin. Elle devient ensuite active par contraction réflexe des fibres
musculaires lisses, et est amplifiée sous 'action de substances libérées par les plaguettes
(adrénaline, noradrénaline, sérotonine, thromboxane A2).

Les cellules endothéliales activées expriment & leur surface un facteur tissulaire (TF) qui
interagit avec le facteur VIl (fVil) circulant pour former un complexe protéolytique actif, le TF-
fVlla. Celui-ci déclenche une succession de réactions aboutissant a la formation initiale de
thrombine. Il s’agit d’'un agoniste plaguettaire qui initie la cascade entiére des réactions
plaquettaires nécessaires a l'agrégation: changement de conformation, agrégation,
secrétion du contenu des granules et synthése de composés réactifs (Gentry, 2000).

2 — Temps plaquettaire

(Gentry, 2000) (Stokol, 2000) (Tablin, 2000)

L'adhésion des plaquettes au sous-endothélium est la premiére etape. Elle entraine
Factivation plaquettaire composée de réactions en chaine qui aboutissent a la sécrétion des
granules. En paralléle, lagrégation plaquettaire permet la formation du clou plaquettaire. La
présentation des mécanismes ceilulaires et biochimiques impliqués est nécessaire pour bien
comprendre ensuite la pathologie, car un déficit isolé peut avoir des conséquences
fonctionnelles importantes.
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La figure 5 présente schématiquement les différentes étapes de 'hémostase primaire.

Figure 5 : Déroulement de I'hémostase primaire (McConnell, 2000a)
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a — Adhésion plaquettaire

Les plaquettes n’adhérent pas physiologiquement & I'endothélium intact, mais si une [ésion
survient, Vadhésion plaquetiaire intervient rapidement. Elte comprend deux phénomeénes :
ladhésion des plaguettes non stimulées, et leur passage & un état activé qui déclenche une
cascade de réactions amenant le recrutement et 'adhésion de plaquettes supplémentaires.

La iésion vasculaire entraine Pexposition des fibres de collagéne du sous-endothélium, qui
permet a cet endroit I'adhésion des plaquettes en monocouche. La nature des récepteurs et
des ligands dépend des conditions hémodynamiques :

- guand les forces de cisaillement sont faibles (au niveau des veines), les plaqueties
adhérent au collagéne, a la laminine et a la fibronectine grace a des intégrines
(complexes Gplib/llia)

- quand les forces de cisaillement sont importantes (au niveau des artérioles),
'adhésion se fait grace au FWW et aux récepteurs Gplb/iX/V. Le FYW plasmatique se
lie d'une part au collagéne et aux glycosaminoglycanes « héparine-like » du sous-
endothélium exposé, et d'autre part aux récepteurs des plaguettes circulantes non
activées. Cette liaison entraine un changement de conformation du FvW avec
augmentation de Paffinité pour les Gplb.

La liaison du FYW & son récepteur entraine I'activation plaquettaire puis Pagrégation par
linfermédiaire d'une série complexe de ftransductions du signal cellulaire. Elle permet
notamment Pexpression des complexes Gpilb/llla a la surface des paquettes et la libération
de FyW plaquettaire qui va amplifier le phénomene d’adhésion.

B Activation plaguettaire

Les membranes plaguettaires subissent des changements de conformation & l'origine de
Factivation des complexes Gplib/llla capables de lier le FYW et le fibrinogéne. De discoides,
les plaguettes deviennent sphériques et émettent de nombreux pseudopodes, ce qui accroit
considérablement la surface membranaire et P'exposition des récepteurs. La sécrétion du
contenu des granules plaquettaires dans le milieu extracellulaire stimule Vagrégation
plaquettaire.

Tous ces événements résultent d'interactions complexes entre de nombreux composés
agissant comme des messagers intracellulaires et modulant la réponse plaquettaire. Au
coeur de ce systéme, le calcium joue un réle essentiel. Sa concentration cytoplasmique
dépend de linflux de calcium extracellulaire et de la mobilisation du calcium intracellulaire.
Une augmentation active des enzymes calcium-dépendantes impliquées dans le
métabolisme des phospholipides et celui de 'AMPc, et agit sur le cytosquelette permettant la
sécrétion des granules.
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< Réles du calcium dans le métabolisme des phospholipides

(Gentry et Nyarko, 2000)

Le calcium est directement impliqué dans le métabolisme des phospholipides par
I'intermédiaire de deux enzymes calcium-dépendantes : la phospholipase C (PLC) et la
phospholipase A2 (PLA2).

L’activation de la phospholipase C augmente le turn-over du phosphatidylinositol (PI) qui est
hydrolysé en inositol triphosphate (IP3) et 1,2-diacylglycérol (DAG). LIP3 active une ATPase
calcium dépendante qui permet la mobilisation du calcium & partir du systéme tubulaire
dense et des granules denses. Le DAG active une protéine kinase C a lorigine d'un
changement de conformation des complexes Gpllb/llla, avec augmentation d'affinite et
d’avidité pour les ligands.

L'activation de la phospholipase A2 entraine I'hydrolyse de la phosphatidylcholine (PC) et de
la phosphatidyléthanolamine (PE), et Fobtention d’acide arachidonique (AA). Cet acide gras
peut étre exporté vers d'autres cellules pour la synthése d’autres composés (PGI2 par les
cellules endothéliales, leucotriénes par les leucocytes). Dans les plaquettes, il subit une
succession de réactions faisant intervenir deux enzymes plaquettaires : la cyclooxygénase
{COX-1) et la lipoxygénase. Parmi les métabolites obtenus, on trouve la PGI2 (ou
prostacycline} et surtout le thromboxane A2 (TxA2).

La PGI2 inhibe Phydrolyse du phosphatidylinositol par diminution de la lizison de la
phospholipase C aux membranes, et active 'adénylcyclase. Le TxA2 est un agoniste
plaquettaire qui favorise la mobilisation du calcium a partir de ses sites de réserve, inhibe
l'adénylcyclase, et facilite la libération des substances plaquettaires.

L'hydrolyse de la PC produit aussi du lyso-PAF précurseur du PAF, un agoniste plaquettaire
et un médiateur de l'inflammation.

Ces réactions sont résumées dans la figure 6 représentant le métabolisme de I'activation
plaquettaire.

< Réle du calcium dans Ia sécrétion des granules

L'activation des récepteurs (Gplb ou complexes Gplib/llla) entraine la polymérisation
d’actine, Faugmentation de la concentration cytoplasmique en Ca2+ et I'éversion plus ou
moins marquée du systeme canaliculaire ouvert. Le Ca2+ active une myokinase qui permet
la contraction du cytosquelette et la fusion des granules avec le systéme canaliculaire
ouvert. Leur contenu est sécrété dans le milieu extracellulaire (« release » plaqueftaire).

Les récepteurs qui étaient contenus dans les membranes des granules se retrouvent
exprimeés a la surface des plaqueties. Les Gplb mais surtout les complexes Gpllb/llla sont
alors présents en plus grand nombre, ils se concentrent pour former des colonies et sont
davantage exposés a leur ligand grace au changement de morphologie des plaquettes.

La figure 6 résume les événements impligués dans P'activation plaquettaire et la transduction
du signal.

Les composés libérés lors du « release » plaquettaire participent au recrutement et a
lactivation d’autres plaquettes circulantes, facilitent la mobilisation du calcium, entretiennent
la vasoconstriction et stimulent 'agrégation plaquettaire. La figure 7 illustre schématiquement
leur réle.
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Figure 6 : Métabolisme de I'activation plaguettaire et de la transduction du signal
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b — Agrégation plaguettaire

-----

que les plaguettes nouvellement recrutées se lient aux plaguettes déja agrégées par
lintermédiaire de protéines adhésives (collagéne, FYW, fibronectine). La figure 8 illustre de
maniére schématigue le réle de ces molécules dans 'adhésion et 'agrégation plaquettaires,
et le role central des complexes Gplib/ilia.

Gpib Gplib/illa
+ Fibrinogene 4.
Sous-endothélium Plaquette Piaquette

Figure 8 : Roles du FvW et du fibrinogéne dans {'adhésion et I'agrégation plaquettaires

L’agrégation est accélérée par l'intervention d'agonistes plaguettaires primitivement stockés
dans les granules denses (ADP, sérotonine, épinéphrine) ou nouvellement synthétisés (PAF,
TxAZ).

Le clou plaguettaire formé est renforcé par la fibrine produite grace a I'activité procoagulante
plaquettaire.

< Agonistes plaquettaires
(Stokol, 2000)

L’agrégation peut étre étudiée in vitro par un agrégometre, qui mesure le taux et I'étendue de
Fagrégation aprés addition d’un agoniste a un plasma riche en plaquettes (PRP) ou a une
suspension de plaquettes lavées.

Les agonistes puissants (collagéne, thrombine, ionophores de calcium) entrainent
Fagrégation par l'intermeédiaire des deux voies (phospholipase C et acide arachidonique), de
sorte que la sécrétion des granules a lieu méme si agrégation est inhibée.

Les agonistes moins puissants (ADP, épinéphrine, PAF, AA, TxA2) activent uniquement la

voie de l'acide arachidonique, de sorte que la sécrétion des granules ne se produit que si
I'agrégation a lieu.

% Activité pracoagulante plaquettaire

Une petite quantité de thrombine est produite initialement par les cellules endothéliales mais
elle est insuffisante. L'activité procoagulante plaquettaire (aussi appelée « Facteur 3
Plaguettaire » ou F3P) est essentielle a la poursuite de la synthése de thrombine et a la
formation de fibrine qui stabilisera fe clou plaquettaire. Le calcium y joue aussi un réle
central. Les enzymes et cofacteurs nécessaires a ces réactions ont été libérés lors du
« release » plaquettaire.

La régulation de la distribution des phospholipides membranaires est a la base de l'activité
procoagulante plaquettaire. Une augmentation de la concentration cytoplasmique en Ca2+
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provoque l'inhibition de la translocase et de la floppase membranaires, rendant possible le
mouvement rapide des phospholipides d'une hémimembrane & l'autre («flip flop »). Les
phospholipides chargés négativement, tels la phosphatidylsérine (PS), se retrouvent alors au
niveau de 'hémimembrane externe. Ce processus s'accompagne d'une sécrétion simultanée
de microvésicules chargées de PS a la surface des plaquettes (Brooks et al., 2002).

Entre temps, !'activation a induit I'expression de sites de liaison pour les facteurs de
coagulation fVilia et fVa. La liaison de ces facteurs a leur récepteur permet la formation de
complexes impliqués dans la synthése de thrombine. Le complexe « tenase » (fVilla-PS-Ca)
active le facteur X, et e complexe « prothrombinase » (fVa-PS-Ca-fXa) convertit la
prothrombine en thrombine.

L’ensemble des interactions impliquées dans lactivité procoagulante plagquettaire est
schématisé dans la figure 9.
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Figure 9 : Activité procoagulante plaquettaire (Gentry et Nyarke, 2000

Les fléches en poinfiliés représentent les rétrocontréles positifs exercés par la thrombine.

La thrombine permet la transformation du fibrinogéne soluble en polymeres de fibrine
insoluble qui vont stabiliser les agrégats. La sécrétion locale de fibrinogene (issu des
granules plaguettaires) compléte I'apport de fibrinogéne plasmatique et fournit des substrats
supplémentaires. En méme temps, la thrombine agit sur les récepteurs de plaquettes
activées et contribue a Faugmentation significative du taux et de I'étendue de I'agrégation.
Elle participe au recrutement et a I'activation de plaqueites suppiémentaires, et elle exerce
un rétrocontrole positif sur les facteurs de coagulation impliqués dans sa genése.

L’activité procoagulante plaquettaire permet donc dans un premier temps la stabilisation du
clou plaquettaire. Elle accélére localement la coagulation plasmatique qui permet
amplification et la consolidation des liaisons entre plaquettes (intervention de la
thrombospondine et de la fibronectine). Un clou plaquettaire imperméable sera obtenu apres
contraction de lactimyosine. La fibrinolyse permetira la digestion du caillot et une
reperméabilisation des vaisseaux.
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L’hémostase primaire est donc la combinaison de plusieurs processus. Si 'adhésion initiale
des plaguettes non activées est bien I'événement initiateur de la réponse plaquettaire,
I'activation et 'agrégation interviennent de maniére quasi simuitanée. Les métabolites de
'une accroissent l'intensité de l'autre et inversement, de sorte qu'il est impossible de les
séparer temporellement méme si leur présentation théorigue peut le laisser croire. La figure
10 est un exemple de schématisation des interactions existant entre les différentes
« étapes » de formation du clou plaquettaire.

ADHESION PLAQUETTAIRE |

Activation des récepteurs Adhésion Sécrétion de
Gplib/ilia et Gplb/IX/V plaquette- métabolites réactifs

\ plaquette

Liaison du FWvW
et du fibrinogéne

A\ 4

AGREGATION PLAQUETTAIRE |¢

- N

Activité procoagulante Activation des PLC, PLA2
Augmentation de [Ca2+]

4

(expression a la surface
de phospholipides chargés

négativement)
« Release » d’ADP,
Génése de thrombine sérotonine, épinéphrine
Libération d’AA et
synthése de TxAZ et PAF

Formation de fibrine

FORMATION DU THROMBUS

Figure 10 : Réles de Padhésion et de 'agrégation plaguettaires dans la formation
du thrombus {modifié d’aprés Geniry, 2000
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Il — Exploration de I’hémostase primaire

Aprés avoir rappelé les indications de I'exploration de 'hémostase dans son ensemble et
présenté les signes cliniques d’appel d'un trouble hémostatique, nous nous intéresserons
plus précisément aux examens qui permettent d'explorer 'hémostase primaire. Nous
distinguerons les examens réalisables en routine (temps de saignement, numération
plaquettaire) et ceux nécessitant le recours a un laboratoire spécialisé (évaluation du FvWV,
tests des fonctions plaquettaires). Le diagnostic différentiel des troubles de Fhémostase
primaire conclura cette partie.

(Médaille, 1993) (Guelfi et Diquelou, 1994-1995) (Cloet-Chabre, 1996b)
(De Gopegui et Feldman, 1997) (McConnell, 2000b) (Chabanne ef al., 2003)

A — Indications

L'exploration de I'hémostase dans son ensemble est nécessaire lors de tout trouble
hémorragique. Face a un saignement, le clinicien doit s’'interroger sur son origine (locale ou
systémique), et s'il s'agit d’'un trouble de I'hémostase, sur son caractére héréditaire ou
acquis.

Elle fait également partie du bilan préopératoire chez les sujets a risque : animaux atteints
d'affections pouvant entrainer des troubles hémostatiques (exemples : hémangiosarcome
splénique et CIVD, affection hépatique et déficit en facteurs de la coagulation) ou
appartenant a une race prédisposée {(exemples : Berger allemand et hémophilie, Doberman
et maladie de von Willebrand). Chez FHomme, elle est réalisée systématiquement avant
toute intervention chirurgicale méme bénigne.

L'exploration de 'hémostase peut enfin étre utile au diagnostic de certaines maladies
(exemples : CIVD, thrombose, affection hépatique), ainsi qu’a V'établissement et au suivi d’'un
traitement (exemple : suivi du traitement d’'une intoxication aux anti-coagulants par la
vitamine K1).

Elle comporte le recueil des commémoratifs et de 'anamnese, Fexamen clinique, et enfin
des examens complémentaires (tests de laboratoire) qui seront détaillés dans les chapitres
suivants.

Les signes cliniques d’appe! d’'un trouble hémorragique sont de plusieurs types :
- pétéchies sur la peau et les muqueuses, ecchymoses ;
- hématomes importants ;
- saignements muqueux chroniques : épistaxis, gingivorragie, hématurie, métrorragie,
hémarragies digestives (hématémeése, méléna)...
- saignements musculaires, articulaires (hémarthroses), intra-cavitaires (thoraciques,
abdominaux).

Le clinicien peut aussi noter ;
- des hématomes aux points d'injection ;
- des saignements prolongés lors de fraumatisme ou de chirurgie (ablation des ergots,
coupe d’'ongles, coupe d'oreilles ou de queue, stérilisation de convenance...).

Dans certains cas, les signes cliniqgues peuvent permetire a eux seuls la distinction entre un

trouble de 'hémostase primaire et un trouble de la coagulation plasmatique. Une petite
coupure sera suivie d'une hémorragie prolongée en cas de frouble de 'hémostase primaire ;
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en revanche le saignement cessera rapidement en cas de trouble de la coagulation, le clou
plaquettaire suffisant a stopper 'hémorragie. Plus généralement, un trouble de hémostase
primaire entraine des saignements souvent spontanés ou consécutifs a8 un traumatisme
mineur, alors qu’un trouble de la coagulation entraine des saignements plus prolongés a
Porigine d’'hématomes importants et d’hémorragies intra-cavitaires (tableau 1).

Signes cliniques Trouble Trouble
hémostase hémostase
primaire secondaire
Pétéchies, ecchymoses s +
Hématomes + g
Saignements muqueux ++ +
Saignements musculaires, intra-cavitaires - +
Saignement disproportionné par rapport au trauma + +
plutot immédiat plutot différé
Saignement en plusieurs endroits ++ +
Récidives + ++

Tabieau 1 : Signes cliniques lors de troubles de 'hémostase (modifié d’aprés Lewis, 2000

Néanmoins, la localisation diverse des saignements est parfois & l'origine d'un fableau
clinique polymorphe : dyspnée en cas d’hémorragie pulmonaire, boiterie lors d’hémarthrose,
troubles de [a vision en cas d’hyphéma ou d’hémorragie du fond d'ceil, mortinatalité ou
mortalité néonatale... Cette variabilité des sympitdmes rend la réalisation d'examens
complémentaires quasi systématique.

B — Moyens d’exploration en routine

De nombreux examens sont disponibles pour explorer Fhémostase. En fonction de
F'orientation donnée par la symptomatologie, le clinicien choisira les plus adaptées et pourra
les compléter par d’'autres examens plus spécifiques.

Parfois, la distinction entre un trouble de 'hémostase primaire et un trouble de la coagulation
n'est pas aisée, dans ce cas un bilan de base est nécessaire.

Le bilan d’hémostase de base comprend les examens suivants :

- mesure du temps de saignement (TS) gingival
- numération plaquettaire

- mesure du temps de céphaline activée (TCA)
- mesure du temps de Quick (TQ)

- mesure du temps de thrombine (TT)

Les deux premiers tests intéressent I'hémostase primaire. Nous les détaillerons dans les
paragraphes suivants.

Les 3 derniers tests concernent la coagulation plasmatique (encadré 1) et peuvent éfre
complétés par le dosage des PDF (produits de dégradation de la fibrine et du fibrinogéne) et
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des facteurs plasmatiques, cependant leur mise en place nécessite un matériel plus
specifique.

Une alternative consiste 8 mesurer un temps de coagulation sur tube sec, incubé a 37°C
jusqu'a coagulation ; en pratique, le tube peut éfre laissé a température ambiante (Cloet-
Chabre, 1996). Une variante consiste a2 mesurer un temps de coagulation sur lame : une
grosse goutte de sang est déposée sur une lame de verre, celle-ci est inclinée toutes les
minutes jusqu’a ce que la goutte ne se déforme plus. Quelle que soit la technique utilisée, le
temps de coagulation est normalement compris entre 4 et 10 minutes. Une augmentation
n'est significative que si elle dépasse de plus de 20% le temps de coagulation du témoin, par
conséquent on ne décélera que les atteintes séveres de la coagulation plasmatique.
Cependant, de nombreux facteurs peuvent modifier le temps de coagulation : quantité du
sang utilisé, nature du support ou du récipient, température, ou encore thrombopénie. Ces
techniques sont donc peu sensibles mais, simples et rapides, elies permetient d'évaluer
grossiérement ia fonction hémostatique secondaire. Elles peuvent étre utilisées en prealable
a la mesure des temps de coagulation proprement dits.

Encadré 1 : Les temps de coaqulation (Cloet-Chabre, 1996b)

voie endogéne voie exogéne

TCA TQ

commune

(facteurs X, V,
prothrombine)

fibrinogéne

fibrine TT
(caillot)
A 4 A\ 4

Le temps de céphaline activée explore la voie endogéne (sans intervention des plaquettes)
et la voie commune.

Le temps de Quick explore la voie exogene et ia voie commune.
Le temps de thrombine explore uniquement la conversion du fibrinogéne en fibrine.

Remarque : le temps de coagulation sur lame évalue la voie endogéne et la voie commune,
comme le TCA.

Exceptée la mesure du temps de saignement gingival, tous les tests requiérent un
prélévement de sang sur I'animal a tester.
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La technique de prélévement sanguin obéit 3 quelques régles (Médaille, 1993) :

pose réduite d’'un garrot serré pour minimiser la stase veineuse ;

prise de sang par ponction franche sur une veine de gros calibre : chez nos animaux
domestiques, on préférera la veine jugulaire ;

utilisation d’'un matériel stérile et adapté, notamment : aiguille de diamétre important
afin d'éviter I'activation et I'agrégation des plaquettes ou la lyse des hématies ;

recueil sur tubes plastique ou de verre siliconé (le verre activant la voie endogéne de
la coagulation plasmatique, ce qui interfére avec les tests) ;

anticoagulant utilisé : éthylene diamine tétracétique (EDTA) pour la numération
piquettaire, sinon citrate dissodique 3,8% (1 volume pour 9 volumes de sang); le
tube est mélangé par retournements successifs ;

Remarque : une étude de Stokol et al., 2000, a montré que la concentration en citrate utilisée (3,8
ou 3,2%) n'affectait pas significativement les résultats des tests de coagulation.

X

X

nécessité d’'un témoin pour la mesure des temps de coagulation ;

conservation du préléevement a température ambiante et acheminement au
laboratoire dans les 2 heures, ou centrifugation a 1500 g pendant 15 minutes et
congélation du plasma ;

attention aux erreurs analytiques : anticoagulant inapproprié, remplissage du tube
insuffisant, présence d’agrégats plaquettaires (souvent consécutive a un prélévement
laborieux) ou d'un caillot, hémolyse (encadré 2).

Encadré 2 : Les causes d’hémolyse (Cloet-Chabre, 1996b)

- conservation de sang non centrifugé

- utilisation de matériel (seringue, aiguille, tube) délavé ou souillé (détergents)
- ponction veineuse avec excés de pression

- vidange trop rapide dans le tube depuis la seringue

- agitation brutale du tube

- écarts importants de température

- aspiration forcée a fravers une aiguille de petit calibre ou un cathéter

1 — Mesure du temps de saignement gingival

il s’agit d’'un test global permettant d’explorer Fhémostase primaire dans son ensemble. |l est
donc notamment indiqué pour dépister une tendance au saignement chez un chien avant
une intervention chirurgicale.
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a — Technique (Jergens et al., 1987)

Elle est inspirée de la technique d’lvy utilisée chez 'Homme (incision & Favant-bras), au
niveau de la muqueuse gingivale :

1.

2.

le chien est placé en décubitus latéral ;

pose d'une lacette large de 5 ¢m autour de la méachoire supérieure, légérement
serrée pour créer un retard au retour veineux et entrainer un engorgement modéré
de la muqueuse, et permettant de maintenir la babine supérieure en position
retournée ;

incision de [a muqueuse en 2 sites a l'aide d'un dispositif a 2 lames (Simplate-1I®,
Organon Teknika) et déclenchement du chronométre ; chaque incision mesure 6 mm
de long pour 1 mm de profondeur; aucun vaisseau ne doit étre visible au site
d'incision ; la babine est orientée de telle sorte que le sang s'écoule normalement
dans la gueule de Fanimal sous I'effet de la gravité (figure 11) ;

le sang est absorbé toutes les 5 secondes a I'aide d'un papier filtre de 5,5 cm de
diamétre placé a 1-2 mm des incisions ; le temps de saighement (TS) correspond a la
moyenne des temps nécessaires a l'arrét du saignement pour chaque incision
(aucune tache rouge n'apparait sur la papier filtre) ;

si une ou deux incisions continuent de saigner plus de 20 min, la lacette est enlevée
et la mesure du TS arrétée (TS > 20 min).

Figure 11 : Mesure du temps de saignement gingival
chez un Chien (Jergens et al., 1987)

b — Interprétation

Elie est délicate car les valeurs mesurées varient en fonction de la technique et de
Fopérateur. Les valeurs usuelles du temps de saignement selon la méthode décrite ci-
dessus sont comprises entre 2,13 et 3,11 minutes (Jergens ef al, 1987). Mais les
différences d’'un auteur a l'autre sont notables en fonction de la méthode utilisée, c'est
pourquoi chaque opérateur devrait se faire sa propre échelle de valeurs sur une population
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de chiens sains avant de tester des animaux suspects. Seules des variations importantes du
TS sont a prendre en compte (supérieures & 5 minutes).

Jergens et al. (1987) ont montré que ce test pouvait étre utilisé en routine pour prévoir
Fintensité des saignement au cours d’'une opération : sur 16 chiens festés et operés, 4 ont
présenté des saignements excessifs, ceuxsda mémes qui présentaient un TS
significativement supérieur a celui des 12 autres chiens.

Brooks et Catafalmo (1993) ont cherché a évaluer la sensibilité et la specificité de ce test.
Pour cela, ils ont mesuré le TS de chiens atteints de différents troubles de Fhemostase :
troubles de la coagulation plasmatique (hémophilies A et B, déficit en facteur VII) ou de
hémostase primaire (MvW, thrombopathies). Les résultats sont présentés dans la figure 12.
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Figure 12 : Mesure du TS chez des chiens atieints de
troubles de I'hémostase (Brooks et Catafalmo, 1993)

Tous les chiens atteints d’'un trouble de la coagulation ont un TS compris dans les valeurs
normales prises par rapport a 7 chiens contrdles : entre 1,4 et 3,6 minutes. En revanche,
tous les chiens atteints d’un trouble de 'hémostase primaire ont un TS augmenté. Celui-ci
est supérieur & 20 minutes pour les types Il et lll de MvW et les thrombopathies. Jergens et
al. (1987) avaient également observé un allongement du TS pour des cas similaires. Cette
étude tend donc a montrer que la mesure du TS est a la fois sensible et spécifique pour les
défauts de I'hémostase primaire.

Un augmentation du temps de saignement peut donc étre due a une anomalie d'un ou de
plusieurs éléments intervenant dans I'lhémostase primaire. 1 faut rechercher :

- un trouble plaquettaire quantitatif (thrombopénie) ou qualitatif (thrombopathie) ;
- une maladie de von Willebrand ,

- une afibrinogénémie ;

- une anomalie des vaisseaux.
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Ne pas oublier qu'une anémie sévere peut aussi entrainer un trouble de I'hémostase
primaire. L’hémogramme sera donc systématiquement contrlé.

Dans certains cas, malgré un TS normal, il arrive que T'incision se remette a saigner ; il faut
alors suspecter un trouble de la coagulation plasmatique. En effet, le clou plaquettaire reste
trés fragile avant sa transformation en caillot de fibrine (Cloet-Chabre, 1996).

Les thrombopénies étant de loin les affections les plus fréquentes, elles sont a rechercher en

priorité. La numération plaquettaire accompagnée d’un frottis sanguin reste donc Fexamen
complémentaire de choix lors de troubles de 'hémostase primaire.

2 — Numération plaquettaire, frottis sanquin

(Cloet-Chabre, 1996b) (Fournel et Ledieu, 2001) (Chabanne et al., 2003)
L'estimation du nombre de plaquettes peut se faire manuellement ou grace a un automate,

technique la plus couramment utilisée mais qui ne dispense pas d'un controle manuel. La
numeération plaguettaire est réalisée sur sang total prélevé sur EDTA.

a— Numération plaquettaire par automate

La plupart des automates fonctionnent selon le principe Coulter, avec détection volumétrique
des cellules par variation d'impédance. Quelques automates utilisent Ia technique laser, qui
utilise une détection optique des cellules. Dans tous les cas, le comptage électronique
permet d’analyser plusieurs centaines de cellules sur chaque échantillon. La numération
plaquettaire s’effeciue généralement en méme temps que le reste de 'hémogramme.

Les automates récents mesurent d’autres paramétres : le thrombocrite (équivalent de
'hématocrite pour les plaquettes), le volume plaquettaire moyen (VPM). lis fournissent aussi
la courbe de répartition du volume plaquettaire, qui permet de calculer I'indice de distribution
des plagquettes (IDP). L'iDP donne des indications sur le degré d'anisocytose plaquettaire.

Cependant, les valeurs obtenues doivent toujours étre contrélées manuellement. En effet,
FEDTA entraine parfois une agglutination des plaquetites avec formation d’agrégats
plaquettaires {ou macrothrombocytes). Ceite agrégation se rencontre également dans
certaines situations pathologiques. Chague agrégat est compté par Fautomate comme une
seule cellule, d'oli une sous-estimation parfois trés importante du nombre de plaquettes.
Toute numération plaquettaire effectuée par automate doit donc étre accompagnée de la
réalisation d’un frottis sanguin.

b — Intéréts du frottis sanguin ; numération plaquetfaire
manuelie

Le frottis sanguin consiste en I'étalement d'une goutte de sang sur lame, coloration puis
observation de celle-ci au microscope. II permet non seulement d’apprécier le nombre et la
morphologie des plaquettes sanguines et des globules rouges, mais aussi de lire la formule
leucocytaire et de détecter des cellules anormales. Ces quatre applications justifient la
reéalisation systématique d’un frottis sanguin lors de tout hémogramme.
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Le frottis sanguin peut étre réalisé & partir de sang périphérique prélevé sur EDTA. Une
goutte de sang est étalée sur lame selon ia technique illustrée dans la figure 13. La lame est
ensuite colorée, le plus souvent par coloration de May Griinwald Giemsa qui est la coloration
de référence.

Lame porte-objet Goutte de sang

o [N

Figure 13 : Réalisation de 'étalement sanguin (Fournel et Ledieu, 2001)

La lame est d'abord observée au faible grossissement (x100 puis x400): ce premier
balayage permet de metire en évidence d’éventuels amas de plaquettes, le plus souvent a
lextrémité et sur les bords du frottis. Leur détection est importante puisque ces
macrothrombocytes entrainent une sous-estimation de la numération plaquettaire si elles
sont présentes en trop grande quantité. La richesse en plaquettes peut étre aussi estimée de
maniére grossiere a partir de ce premier examen.

Le reste du frottis montre des ceilules étalées en monocouche et distribuées régulierement.
Au faible grossissement, cette partie du frottis donne une idée de la richesse en plaquettes.

La lame est d'abord observée a l'objectif x40 pour déceler une éventuelle anisocytose
plaquettaire. Les plaquettes normales sont de petites cellules rondes a ovales, basophiles.
Leur taille est comprise entre le quart et la moitié de celle d’'une hématie. |’observation de
plaquettes de plus grande taille indique que la production médullaire est stimulée, ce qui est
physiclogiquement normal dans un contexte de thrombopénie périphérique, mais doit
amener a suspecter une infiltration fumorale de la moelle osseuse en dehors de ce contexte.
Des plaquettes de petite taille peuvent signaler un déficit en fer.

La lame est ensuite observée a I'objectif & immersion (x100), qui permet une analyse plus

fine des détails fels que le contenu des plaquettes. Normalement d'aspect granité et
basophile, il peut présenter des inclusions parasitaires (morula d'Ehrfichia platys).
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--------------------------------------------------------------

C'est une technique longue et peu précise comparée a la numération plaquettaire manuelle,
car méme réalisée par un personnel compétent, le coefficient de variation reste important (de
20 a 25%) (McConnell, 2000b). Néanmoins, elle reste la méthode de référence.

Un échantillon de sang prélevé sur EDTA est dilué dans de 'oxalate d'ammonium qui lyse
les hématies. Aprés hémolyse compléte (environ 10 minutes), quelques gouttes de la
solution obtenue sont placées dans un hématimétre (sorte de lame contenant dans son
épaisseur une chambre de dénombrement). Chaque face de 'hématimeétre est divisée en 9
carrés (figures 14 et 15), et chaque carré central est divisé en 25 petits carrés (figure 14 et
figure 15 a droite) dans lesqueis on va dénombrer les plagquettes. Celles-Ci apparaissent
comme de tout petits corps réfringents en faible condensation et son aisément distinguables
des leucocytes, plus gros.

Cetie technique permet de compter les plaguettes se trouvant dans un carré de 1 mm de
coté. L’hématimétre mesurant 0,1 mm d'épaisseur, il suffit de multiplier le nombre de
plaquettes observées par 10 pour obtenir la numération plaquettaire par mm?® (figure 14).

6B 6B
X 10

H H

Pl - B =P Cellules/mm3
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< —>
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Figure 14 : Numération plaquettaire manuelle & 'hématimeétre (Fournel et Ledieu, 2001)
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Figure 15 : Numération plaguettaire manuelle a Frhématimétre (McConnell, 2000b)
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Une technique approchée consiste a estimer le nombre de plaquettes par champ a Pobjectif
a immersion (x100), dans la zone du frottis ol les cellules sont réparties en monocouche,
Une plaquette observée équivaut a 15000 plaquettes/mm® (McConnell, 2000b). On doit
observer entre 8 et 20 plaquettes par champ (Fournel et Ledieu, 2001). Cette approximation
permet de déceler les thrombopénies majeures.

¢ — Interprétation

Les valeurs usuelles varient selon ies auteurs, mais on peut retenir que chez un chien en
bonne santé, la numération plaguettaire est comprise enire 200 et 500 000 plaquettes/mm®
(Cloet-Chabre, 1996b).

McConnell (2000b) fournit les équivalences suivantes pour la numération plaguettaire
manuelle approchée :

Nombre de plaquettes / champ Plaguettes/mm®
Normal 11-25 > 165 000
Thrombopénie légére 6-10 90 - 150 000
Thrombopénie modérée 4-5 50 - 90 000
Thrombopénie sévére <3 < 50000

Les thrombopénies sont les troubles les plus fréquents de 'hémostase primaire. On
considére qu’en dessous de 50 000 plaquettes/mm?®, 'hémostase est affectée de maniére
importante avec des symptdmes souvent spontanés. En dessous de 1000 plaquettes/mm?,
la thrombopénie met en danger la vie de I'animal.

En cas de doute sur lorigine d'une thrombopénie, notamment lors de thrombopénie
persistante, un myélogramme est indiqué. Il permeitra d'apprécier la richesse et la
morphologie de la lignée mégacaryocytaire, et de différencier une thrombopénie centrale
{absence de production) d'une thrombopénie périphériqgue (production médullaire
conservée),

Lors de suspicion de thrombopénie a médiation immune, des dosages d’anticorps anti-
plaquettaires peuvent étre réalisés, mais en laboratoire spécialisé uniquement. Les premiers
tests existant reposaient sur I'étude du F3P (Thomason et Feldman, 1985). Dautres
méthodes de détection existent désormais, basées sur les techniques ELISA et la cytometrie
de flux.

Lors de suspicion de CIVD (thrombopénie associée a une modification des temps de
coagulation plasmatique), un dosage des PDF doit étre entrepris. Le taux de PDF est
normalement inférieur a 10 pg/ml.. Une augmentation peut révéler une CIVD en cours
d'évolution, une hyperfibrinolyse, ou un trouble de Ia clearance hépatique. Dans le cas d’'une
CIVD, les PDF sont en général trés augmentés (supériewrs a 40 pg/mL) (Cloet-Chabre,
1996b).

3 — Mesure du temps de rétraction du clou plaquettaire
(McConnell, 2000b) (Stokol, 2000)

Il s’agit d'un test grossier ef subjectif de la fonction plaquettaire, qui peut étre utilisé sur des
echantillons de sang sans thrombopénie. Normalement, les protéines contractiies des
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plaquettes se contractent et il se forme un clou entouré par le sérum. Plusieurs variantes de
ce test existent.

Technique (figure 16) : un échantillon de sang (prélevé sans anticoagulant) est placé dans
un fube sec a température ambiante ; on peut aussi ajouter au sang un volume égal de
solution saline a 0,9%.

Le tube est observé foutes les heures jusqu’'a la mise en évidence la séparation du clou et
du sérum, La technigue utilisant la solution saline est plus sensible car le volume du clou est
plus réduit pour un volume de liquide plus important.

e, st
] y
LB TEITITH RS 2 heirs
Rovat tempeovasune Rusamn lanperatan
B
Gl s e conlgimng Rutractod Lt
Tanhwd 0%, wp saling Clottal Bhowad- ™~
aud Uk ach whode bt e e

Sk e ity l-‘\/
Aty sekthe fo i

hottom ot i e

Figure 18 : Mesure du temps de rétraction du clou plaquettaire (McConnell, 2000b}

interprétation : Ia rétraction du clou se produit généralement en 2 heures, mais elle peut étre
plus longue si Ia solution saline employée est ancienne. Le clou doit réduire d’au moins 50%
de son volume initial, et [e sérum doit représenter au moins 90% du volume du plasma
contenu dans l'échantitlon.

Un défaut de rétraction peut étre di & une hypofibrinogénémie, une thrombopénie ou une
thrombopathie.

C — Autres moyens d’exploration

Le bilan hémostatique de base fournit des indications précieuses pour le diagnostic d'un
trouble hémorragique, mais il est parfois insuffisant. D'autres techniques d'exploration
peuvent étre mises en ceuvre pour évaluer 'hémostase primaire : évaluation du FYW et les
tests des fonctions plaquettaires. Cependant, ces tests ne sont pas disponibles en routine et
nécessitent le recours a un laboratoire spécialisé. Les tests genetiques restent des
techniques d'avenir dans le diagnostic des troubles héréditaires de 'hémostase.
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1 — Evaluation du facteur de von Willebrand

Le FVW peut étre évalué de maniére quantitative par dosage de ses antigénes (FvWV :Ag), ou
de maniére qualitative par appréciation de son activité. Le principe, les conditions d'utilisation
et d'interprétation des différentes techniques seront détaillés dans la partie consacrée a
Fétude de la maladie de von Willebrand (deuxieme partie, 1.D.).

2 — Tests des fonctions plaquettaires
(Massignon, 1998) (Catafalmo et Dodds, 2000) (Stokol, 2000)

Ces tests sont indiqués dans le diagnostic des thrombopathies. Celies-ci doivent étre
suspectées chez tout animal présentant des signes clinigues et une augmentation du temps
de saignement caractéristiques d'un trouble de I'hémostase primaire, alors que la
numération plaguettaire, le bilan de coagulation et le dosage du FVW :Ag sont dans les
limites de la normale. Le recueil des commémoratifs est un préalable indispensable a la mise
en ceuvre de ces tests, en particulier pour I'exclusion d’une thrombopathie acquise.

Les tests fonctionnels des plaquettes existent en médecine humaine mais nécessitent un
équipement spécifique et/ou colteux, de ce fait ils ne peuvent étre réalisés qu'en laboratoire
spécialisé. En médecine vétérinaire, ils ne sont encore effectués qu’a des fins de recherche,
en laboratoire spécialisé également. Cependant, le développement d’'un nouvel analyseur
des fonctions plaquettaires (PFA-100®, laboratoires Dade-Behring) pourrait permettre, dans
un futur proche, une exploration plus aisée de I'hémostase primaire chez nos animaux
domestiques. Son principe, ses conditions d'utitisation et ses applications seront détaillés
dans la partie expérimentale.

Actuellement, les fonctions d'adhésivité, d’agrégation ef de « release » plaquettaire sont les

plus explorées. L'étude des glycoprotéines membranaires est également possible. L'activité
procoagulante plaquettaire est encore trés peu étudiée.

a — Tests d’adhésivité

lls sont rarement mis en ceuvre en pratique car difficilement standardisables. Différentes
méthodes permettent d’évaluer I'adhésivité plaquettaire, in vivo ou in vitro.

in vivo, le test de Borchgrevink consiste a pratiquer une incision de type Ivy et a dénombrer
les plaquettes 6 minutes plus tard, & la fois au niveau de cette incision et dans le sang
veineux périphérique. Si Fadhésivité est bonne, 40 a 50% des plaquettes du sang circulant
ont adhéré a la bréche vasculaire.

In vitro, les tests de Salzman ou Hellem consistent a dénombrer les plaquettes avant et
aprés passage d'un volume standard de sang veineux a travers une colonne plastique
recouverte de billes de verre. La rétention plaquettaire dépend du FVW et de la fonction
plagquettaire. Néanmoins, on est loin des conditions physiologiques et l'interprétation de ces
tests reste délicate.

b — Tests d’aqrégation

lis sont couramment réalisés en médecine humaine dés qu'une thrombopathie congénitale
ou acquise est suspeciée.
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Les mesures sont réalisées a 'aide d'un agrégometre. Deux types d'appareils existent : les
agrégomeétres a impédance et les agrégométres optiques. Les premiers mesurent des
variations de résistance entre deux électrodes sur sang total, tandis que les seconds
mesurent des variations en lumiére de transmission sur plasma riche en plaqueties (PRP)
par technique turbidimétrique. lls sont plus difficiles & réaliser mais fournissent des
informations détaillées pour la caractérisation et la définition de la réponse plaquettaire chez
les patients atteints de défauts plaquettaires héréditaires.

Dans la méthode optique, une cuvetie contenant un nombre défini de plaguettes en
suspension dans un PRP, est traversée par un rayon de lumiére. La majeure partie de la
lumiére est réfléchie a la source, mais une fraction passe a travers la suspension de
plaquettes et parvient au détecteur de lumiére, qui transmet le signal & un appareil extérieur
(enregistreur graphique ou image digitale). Une seconde cuvette contenant un plasma
pauvre en plaquettes (PPP) sert de cuvette de référence, représentant une transmission de
100% de la lumiére. On mesure Ia transmission initiale (0% d'agrégation) pendant 1 minute
avant I'ajout d'un agoniste. Si les plaquettes ont été isolées a un état inactivé, la
transmission du signal peut osciller a cause du phénomeéne de dispersion de lumiére par les
particules discoides mises en suspension. L'addition d’un agoniste dans la cuvette induit un
changement rapide de conformation des plaqueties, qui de discoides deviennent sphériques.
Ce changement est enregisiré comme une diminution de transmission de la lumiére (les
particules sphériques bloquant davantage la lumiére). Lorsque les plaquettes commencent a
s'agréger, la transmission diminue encore jusqu’'a afteindre un plateau. Le taux et
Fimportance maximale de 'agrégation peuvent alors étre calculés.

La méthode a impédance utilise des échantillons de sang complet dilué en solution saline ou
tampon. L'agrégation plaquettaire est détectée par la mesure de I'impédance électrique entre
des élecirodes immergées dans I'échantillon. Les électrodes doivent étre couvertes d’'une
monocouche de plaqueties pour pouvoir établir la gamme étalon. Aprés l'addition d'un
agoniste, les plaquettes forment des agrégats qui s’accumulent progressivement autour des
électrodes et diminuent Fimpédance entre celles-ci. L'agrégation plaguettaire (taux et
importance maximale) est donc interprétée comme une variation d'ochms. Cette méthode a
impédance est plus longue a réalise, mais elle est trés sensible et permet de détecter les
petites variations d'agrégation. Toutefois, des doses importantes d'agonistes peuvent
masquer une fonction plaguettaire anormale.

-----------------------------------------------------------------------

Differents agents agrégants peuvent étre utilisés. A I'exception de la thrombine et du
collagéne qui induisent rapidement une agrégation irréversible des plaquettes chez tous les
Mammiféres, les autres agonistes entrainent une agrégation variable.

L’ADP conduit & une agrégation irréversible car TADP sécrété a partir des granules denses
s'ajoute a FADP déja présent et augmente le stimulus initial.

La sérotonine n'induit qu'un changement de conformation chez le Chien et une faible
agrégation chez 'Homme. L’épinéphrine entraine une agrégation moyenne chez les deux.
Mais, en présence d'autres agonistes, ces composés possédent une action synergique et
entrainent une agrégation importante. Le défaut relatif de sensibilité des plaquettes a la
sérotonine et a Fépinéphrine pourrait compenser les variations physiologiques de leur taux
plasmatique ; i éviterait ainsi une agrégation plaquettaire inopportune.
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Le PAF et le TxA2 produisent des réponses variables selon les espéces. Les plaqueties
canines sont plus sensibles au PAF que les plaquettes humaines ; en revanche elles sont
moins sensibles au TxA2.

Ces différences de sensibilité des plaqueftes aux agonistes sont utiles & leur exploration
fonctionnelle, mais elles ont une importance limitée in vivo. En effet, les plaquettes sont
exposées de maniére simultanée a plusieurs agonistes, et Pagrégation produite est en
geénéral irréversible.

Des défauts d’agrégation ont été mis en évidence dans presque toutes les thrombopathies (a
I'exception de celles impliquant un défaut d’activité procoagulante plaquettaire). Ces défauts
peuvent étre dus a une anomalie de changement de conformation, de reconnaissance et/ou
de transduction du signal, d’adhésion, ou encore de sécrétion plaguettaire.

¢ — Tests de « release »

lls sont rarement réalisés en routine. Le « release » plaquettaire peut étre évalué par la
quantité de sérotonine margquée au carbone 14 ou d’ATP libérée lors de I'agrégation. Les
mesures sont réalisées a 'aide d'agrégomeétres spéciaux (lumiagrégométres) capables de
mesurer la uminescence d'un signal. Ces appareils peuvent ainsi suivre et quantifier
simulianément [l'agrégation et le «release» plaquettaires (sécrétion d'ATP), par
enregistrement du signal de luminescence généré par la sécrétion du contenu des granules
denses.

Un défaut de «release » peut étre di a une anomalie de liaison, de stockage, de
métabolisme ou de sécrétion du contenu granules denses.

Le ratio ATP/ADP peut étre calculé en déterminant le contenu plaguettaire en ATP et en
ADP. Il permet d'identifier les défauts de stockage.

L'excés de « release » peut étre exploré par dosage de certains facteurs dans le sang ou
Purine. Ce test est utilisé dans les cas de thromboses artérielles chez 'Homme.

d — Etude des glycoprotéines membranaires

La méthode la plus ancienne consiste a en isoler les fractions glucidiques et protéiques par
électrophorése sur gel. Mais des techniques immunologiques plus récentes utilisant des
anticorps monoclonaux permettent de mesurer avec précision le type et la quantité des
glycoprotéines présentes & la surface des plaquettes, par cytométrie de flux ou immunoblot.

e — Etude de Pactivité procoaqulante plaquettaire

Elle est mesurée par le test a la prothrombinase ou par cytométrie de flux.

3 — Tests génétiques

(Brooks, 1999)

Les tests décrits jusqu'a présent permettent d'évaluer le statut phénotypique d'un animal vis-
a-vis d'un facteur précis. Ce phénotype peut étre d'ordre quantitatif, fonctionne! ou
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structural ; par exemple, le phénotype d’'un animal atieint de MvW correspond a un taux de
FVW :Ag bas. Mais dans ceriains cas, les résultats équivoques ne permettent pas de
conclure. Dans le diagnostic des troubles héréditaires de [I'hémostase primaire,
l'interprétation d’une valeur dépend aussi du mode de transmission de la maladie, de son
expression, et de la prévalence de cette maladie dans la population étudiée.

Face a cet écuell, les tests génétiques pourraient apporter une réponse sans ambiguité. Le
développement des techniques de biclogie moléculaire en médecine vétérinaire est
relativement récent ; comparés aux tests biochimiques classiques, les tests génétiques sont
longs et colteux, mais ils ont 'avantage de renseigner de maniére définitive sur le statut
(atteint/porteur/indemne) d’'un animal vis-a-vis d'une affection héréditaire.

Ces tests génétiques trouvent tout leur intérét dans un programme de sélection familiale ou
raciale. La détection d'un porteur passe par une étude de filiation ou une identification directe
des mutations. L’étude de filiation est souvent limitée par la disponibilité des membres de la
famille étudiée, et par la connaissance de marqueurs intra- ou extra-géniques du géne
incriminé. La détection directe des mutations est la méthode la plus spécifique, rapide et
économigue grace aux techniques de PCR (Polymerase Chain Reaction). Elle est surtout
intéressante pour les affections ayant une forie prévalence dans une race donnée, et pour
lesquelles un seul défaut génétique est en cause.

Actuellement, encore peu de tests génétiques sont développés pour l'espece canine. Les
types | et Il de MVW associés a certaines races disposent de tests mis sur le marché aux
Etats-Unis (Brewer ef al., 1998). Cependant, le développement de ces nouvelles stratégies
de dépistage est freiné par la découverte de nouvelles mutations et par le caractére
sporadique de certaines maladies.

D — Interprétation : diagnostic différentiel des ftroubles de
I’hémostase primaire

(Fournel, 1985) (Massignon, 1988) (Johnstone, 1989) (Chabanne ef al., 2003)

Le bilan dhémostase de base permet un diagnostic différentiel rapide des troubles
hémostatiques en général. Nous ne fournirons ici que les rappels indispensables a la bonne
poursuite du diagnostic d'un trouble de 'hémostase primaire.

En fonction des auteurs, le premier test a réaliser lors de suspicion de trouble de
I'némostase est : soif une numération plaquettaire, soit la mesure d’un temps de saignement.
En pratique, la numération plaguettaire est généralement 'examen complémentaire de choix
dans les cliniques vétérinaires équipées d'un automate en hématologie. Néanmoins, la
mesure du temps de saignement fournit des informations trés utiles et ne doit pas éfre
négligée.

La figure 17 résume la conduite a tenir face a un trouble de 'hémostase primaire.

Le diagnostic différentiel des thrombopathies est plus complexe car il nécessite la mise en
ceuvre de tests difficilement accessibles en routine. L'analyse des commémoratifs est
essentielle avant d’envisager hypothése d’une thrombopathie héréditaire, car les troubles
fonctionnels acquis des plaquettes sont beaucoup plus fréquents.

La figure 18 résume l'interprétation des principaux tests fonctionnels des plaqueties.
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Les thrombhopathies doivent néanmoins étre différenciées d’aufres troubles rares de
I'hémostase primaire, causés par des affections vasculaires ou un déficit en fibrinogéne. Ce
dernier est aisement exclu par dosage du fibrinogéne. En revanche, les moyens
d’investigation de flintégrité vasculaire sont limités et trés peu fiables, donc rarement
employés :

- «signe du lacet » (pose d'un brassard a tension artérielle pendant 5 minutes et
dénombrement des pétéchies au pli du coude) ;

-« signe de la ventouse » (recherche a l'aide d’'un sphygmomanomeéire de la plus forte
dépression entrainant 'apparition de pétéchies au pli du coude).

Le diagnostic d’'une anomalie vasculaire ne survient donc qu'en dernier lieu, aprés exclusion
de toute thrombopathie.



Tendance au saignement

TROUBLE DE L’'HEMOSTASE

Numération plaquettaire

N

Normale Thrombopénie
Temps de saighement Temps de coagulation
Normal Augmenté Normaux Modifiés
vVWF :Ag Myélogramme PDF
Normal Modifié MO normo- a MO Augmentés
hyperplasique hypoplasigue
v v l l
Trouble de  Thrombopathie MvW  Thrombopénie Défaut de CIVD
la Affection périphérique production
coagulation vasculaire médullaire
p]asmathue Aﬁbnnogénémfe l
l I

Temps de Congénitale ou acquise ? Rechercher la Aplasie ou
coaguiation cause myéloprolifération

Figure 17 : Diagnostic différentiel des troubles de Fhémostase primaire

Les examens appartenant au bilan d'hémostase de base figurent en gras et souligné ;
les affections de 'hémostase primaire en italique.
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THROMBOPATHIE

l

Commeémoratifs

l

Exclusion d’'une thrombopathie acquise

l

Tests d’agrégation

N

Agrégation Défauts
normale d’agrégation
Tests de
« release »\
Sécrétion Sécrétion
normale diminuée
ou absente
Etude de Etude des
lactivite glycoprotéines
procoagulante membranaires
plaquettaire (Gplb, lib, lla)
Anormale Présence de Diminution
toutes les Gp ou absence
en quantité normale de certaines Gp
A\ 4
Anomalie Anomalie de Anomalie de Anomalie des
d’activité transduction récepteurs granules
procoagulante du signal membranaires plaquettaires
plaquettaire

Figure 18 : Interprétation des principaux tests fonctionnels des plaquettes

{modifié d'aprés Catafalmo et Dodds, 2000}
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Hl — Principaux troubles de I’lhémostase primaire

(Catafalmo et Dodds, 1988) (De Gopegui et Feldman, 1997) (Lewis, 2000)
(Chabanne et al., 2003)

Les froubles de 'hémostase sont fréquents en médecine vétérinaire. L'hémostase primaire
est concernée dans plus de 50% des cas {Chabre et Corlouer, 1994), avec des désordres le
plus souvent dordre quantitatif (thrombopénies), plus rarement d'ordre qualitatif
{thrombopathies au sens large) et dans ce cas plus difficiles a diagnostiquer.

A — Thrombopénies

Elles représentent le trouble hémostatique le plus fréquent. On considére quil y a
thrombopénie au-dessous de 150 000 plaquettes/mm?, mais a ce stade, la thrombopénie n'a
pas toujours de répercussions cliniques. On n'observe généralement pas de saignement
jusqu’a 50 000 plaquettes/mm?®.

Attention, toute thrombopénie doit étre soumise a une analyse critique. Des artéfacts de
préléevement peuvent entrainer de fausses thrombopénies (prise de sang laborieuse
accompagnée d'agrégation plaguettaire dans la seringue, quantité insuffisante de sang
prélevée par rapport au volume d'anticoagulant). Le comptage des plaquettes par un
automate ne nous met pas non plus a {'abri d’'une erreur, comme cela a été expliqué dans la
partie consacrée a I'exploration des troubles de 'lhémostase primaire.

Enfin, il faut savoir que certaines races présentent des thrombopénies « physiologiques »
asymptomatiques : c'est le cas du Lévrier greyhound, du Shiba inu, de Epagneul cavalier
king charles. Chez ce dernier, prés d'un tiers des animaux serait porteur de ce caractére a
transmission autosomale récessive, aussi appelé « macrothrombopénie » en raison de la
grande taille des plaquettes circulantes (Tarnow ef al., 2003).

Si la thrombopénie est avérée, il faut en rechercher la cause... tdche malaisée car de
nombreux processus peuvent entrainer une diminution du nombre de plaguettes. Les
thrombopénies sont classées schématiquement en trois groupes, en fonction du mécanisme
impliqueé :

- thrombopénies par diminution de la durée de vie des plagquettes (consommation ou
destruction accélérée) ;

- thrombopénies par anomalie de production des plaquettes ;

- thrombopénies par augmentation de la séquestration.

1 — Par diminution de la durée de vie des plaquettes

{consommation ou destruction accélérée)

Les plaguettes ont une durée de vie variable (5 a 7 jours chez le Chien), mais leur
destruction ou leur consommation peut étre accélérée par différents processus. Beaucoup
font intervenir la réponse immunitaire (réactions auto-immunes ou & médiation immune).

Des mécanismes d'hypersensibilité de type Il (immunoglobulines) ou de type Ill (complexes
immuns) sont fréquemment impligués. Les Ac dirigés contre les Ag plaquetiaires se fixent
sur la membrane des plaquettes et provoquent leur destruction par les cellules du systéeme
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des phagocytes mononucléés (SPM) ; cette destruction est amplifiée au cours de ia réponse
immunitaire. La phagocytose plaquettaire peut étre totale ou partielle, produisant dans ce
cas des fragments de plaquettes qui entrainent une diminution apparente du volume
plaquettaire moyen. La rate est l'organe principal de destruction des plaquettes, mais aussi
celui de la production d'Ac anti-plaguettes. En général, la moelle osseuse répond a cette
destruction accélérée des plagquettes par une augmentation de la production de nouvelles
plaquettes.

Le tableau 2 résume les causes principales de thrombopénie par diminution de la durée de
vie des plaquetltes.

Destruction primaire, auto-immune

= Purpura thrombopénique idiopathique
= Autres affections auto-immunes (Lupus érythémateux systémique,
syndrome d'Evans)

Destruction secondaire, 4 médiation immune

Destruction » Médicaments

(nofamment céphalosporines, sels dor, oestrogénes, sulfamides)
(également parfois impliqués: quinine, quinidine, phénylbutazone,
a médiation pénicilline, héparine, digoxine)

= Agents infectieux ou parasitaires

Bacléries : Ehriichia canis, E. platys, Rickettsia rickelfsii

Virus : virus de la maladie de Carré

Parasites: Dirofilaria immilis, lLeishmania infantum, Histoplasma
capsulatum, Babesia ?

immune

= Vaccins a virus vivant modifié (parvovirose, maladie de Carré,
désensibilisation)

= Phénoméne néoplasique (notamment affection lymphoproliférative)

= Médicaments (ristocétine, héparine)
Destruction ou
= Agents infectieux ou parasitaires

consommation Bactéries : Ehrlichia canis, E. plalys, Rickeftsia rickettsii, lepfospires,
salmonellas, Gram — a l'origine de septicémie
sans intervention Virus : hépatite de Rubarth, Herpés virus canin, parvovirose

Parasites : Dirofifaria immitis, Hisfoplasma, Candida albicans
system . N "

du sy © = Atteinte hépatique (processus tumoral ou cirrhose)

= Processus tumoral (fumeurs de la rate, du foie, des intestins)

immunitair
immunitaire = CIVD (nombreuses causes prédisposantes)

Tableau 2 : Causes possibles d’'une destruction ou _d'une consommation accélérée
des plaguettes chez le Chien

Le terme « purpura thrombopénique idiopathique » désigne une thrombopénie primaire sans
cause connue, méme si l'origine immune est souvent supposée (Chabre et Corlouer, 1994).
Les Caniches nains ou toys et les Bobtails sont pius fréquemment afteints, avec une
prédisposition nette des femelles.
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Une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) entraine une thrombopénie par
surconsommation plaquettaire. Il s’agit d’'une coagulopathie fréquente secondaire a diverses
affections : phénoménes néoplasiques, infections et infestations parasitaires, envenimations,
traumatismes, anémies hémolytiques, affections pancréatiques ou hépatiques... Elle est
donc a rechercher lors de toute thrombopénie.

2 — Par anomalie de production des plaquettes

La production des plaquettes est altérée lors d'affections de la moelle osseuse, le plus
souvent acquises (aplasie ou hypoplasie), exceptionneflement héréditaires (hématopoiése
cyclique du Colley gris). Dans la plupart des cas, d’autres celiules sanguines sont touchées :
la thrombopénie est associée a une anémie non régénérative, une neutropénie, et on peut
aussi trouver des cellules de morphologie anormale.

Le tableau 3 résume les causes principales d’aplasie ou d'hypoplasie médullaire.

La présence d'une thrombopénie seule suggére piutét une destruction massive de
plaquettes, mais il existe quelques troubles de la thrombopoiese seule, par exemple lors de
destruction des mégacaryocytes a médiation immune ou d’infection a Ehriichia platys.

Les oestrogénes peuvent entrainer une thrombopénie isolée de maniére transitoire, suivie
généralement d’'une anémie non régénérative et d’une neutropénie 2 a 4 semaines plus tard.

= Cytotoxiques (azathiopirine, cyclophosphamide, doxorubicine...)
Toxiques = Antibiotiques (chloramphénicol, sulfamides, tétracyclines...}
= Anti-inflammatoires (phénylbutazone...)
{médicaments, = Substances hormonales (oestrogénes)
produits chimiques = Diurétiques (dénvés thiazidiques, acétazolamide)
ou » Tranquillisants ef antihistaminiques (phénothiazines)
radiations = Substances chimiques (métaux lourds, benzéne, DDT)
ionisantes) = Agents physiques (radiations ionisantes)
Agents = Bactéries (Ehrfichia spp.)
infectieux ou = Virus (virus de la Maladie de Carré, parvovirus)
parasitaires = Parasites (Histoplasma spp., Leishmania spp.)
= Myélodysplasies, syndromes myéloprolifératifs ou
lymphoprolifératifs (leucémies, lymphomes, myélome muitiple)
Néoplasies » Histiocytose maligne
= Tumeurs oestrogéno-sécrétantes (serfolinomes, tumeurs
ovariennes)
Autres = Héréditaire (hématopoiése cyclique du Colley gris)
Atteinte hépatique

Tableau 3 : Causes possibles d'une anocmalie de production des plaguettes chez le Chien
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3 — Par augmentation de la séquestration des plaguettes

Dans les conditions physiologiques, jusqu’a un tiers des plaquettes peut étre séquestré dans
la rate lors de splénomégalie, pouvant ainsi entrainer une thrombopénie modérée sans
répercussion clinigue. Une thrombopénie plus importante accompagnée d'une
splénomégalie doit amener a rechercher une autre cause de thrombopénie.

Le degré de séquestration dépend de I'importance et de la cause de la splénomégalie. Par
exemple, une splénomégalie diffuse due a une inflammation, une congestion ou une
hyperplasie, entraine une thrombopénie plus importante qu'une splénomégalie circonscrite
due & un hématome, un nodule, une tumeur non hématopoiétique. La séquestration
splénique est aussi fréquente lors d’hémangiosarcome ou d’hémangiome, quelle que soit
leur localisation.

Hyperthermie et infection pourraient aussi entrainer une thrombopénie par séquestration des
plaqueties dans d'autres secteurs vasculaires.

Le tableau 4 résume les causes principales de séquestration des plaquettes.

= Suppurative (blessure pénétrante de Pabdomen, corps élranger,
dissémination de bactéries par voie hématogéne, hépatite virale)

» Nécrosante  (forsion  splénique,  lymphome  splénigue,
hémangiosarcome, hépatite virale, salmoneliose)

Inflammation = Eosinophilique (gastroentérite éosinophilique)
Lymphoplasmocytaire (hépafifes subaigués ou chroniques,
pyométre)

=  Granulomateuse (mycoses systémigues : histoplasmose}
Pyogranulomateuse (mycoses systémiques: blastomycose,
sprotrichose)

Hyperplasie = Lors de destruction accrue de globules rouges (hémolyse)

Tranquillisants et barbituriques

Congestion = Torsion de la rate (primaire ou associée 3 torsion de I'estomac)
Hyperiension portale (cirhose, anomalie de Ia circulation
portosystémique)

Néoplasie = [nfiltration diffuse par des cellules néoplasiques (feucémie,
lymphome)

=  Hémangiosarcome, hémangiome, splénome

Endotoxémie = Séquestration des plaqueties dans les poumons et le foie
Hypothermie = Séquestration des plaguettes dans de nombreux vaisseaux
centraux

Tableau 4 : Causes possibles de séguestration des plaguettes chez le Chien

50




B — Thrombopathies (au sens large)

(Catafalmo et Dodds, 1988) (Massignon, 1998) (Stokol, 2000) (Chabanne et al., 2003)

Les thrombopathies sont plus rares que les thrombopénies, elles sont & suspecter dés qu'un
individu présente une tendance aux saignements avec une numération plaquettaire normale
et des tests de coagulation normaux.

En médecine humaine comme en médecine vétérinaire, les thrombopathies acquises sont
les plus fréquentes. Les thrombopathies constitutionnelles ou héréditaires restent
exceptionnelles. Néanmoins, celles-ci sont étudiées chez le Chien car cet animal constitue
un modéle d'étude des thrombopathies rencontrées chez I'Homme.

1 - Thrombopathies acquises
(Boudreaux, 2000) (Stokol, 2000) (Chabanne ef al., 2003)

Elles sont le plus souvent induites par des médicamenis mais elles peuvent également étre
secondaires a une affection. Inapparentes le plus souvent, elles peuvent éire a I'origine de
saignements excessifs suite a un traumatisme ou une chirurgie.

a — Induites par des médicaments

Certains médicaments sont fréquemment incriminés dans I'apparition de thrombopathies,
c'est le cas des anti-inflammatoires non-stéroidiens {AINS), de certains antibiotiques injectés
a dose élevée, et de certains agents anesthésiques locaux. Le tableau 5 présente les
principaux médicaments susceptibles d’induire des thrombopathies chez ie Chien.

AINS = Aspirine, phénylbutazone, ibuproféne indométacine
e = Pénicilline G, céphalosporines, ampicilline, gentamicine,
Antibiotiques sulfamides...
Antihistaminiques = Acépromazine, barbituriques
et anesthésiques = Halothane, Procaine, lidocaine

Colloides (dexirans)

Héparine

Propanolol, isoprotenerol

Prostaglandines, dipyridamole, méthylxanthines (caféine,
papaverine, théophylline)

= Glycérol gaiacolate, oestrogénes

Autres

Tableau 5 : Médicaments susceptibles d'induire des troubles fonctionnels
des plaquettes chez le Chien
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Les mécanismes impliqués sont :

# Inhibition de la cyclo-oxygénase (AINS)

L’aspirine inhibe la COX-1 de maniére irréversible et entraine donc un défaut de synthése du
thromboxane A2, d'oll un défaut d’agrégation plaquettaire qui se prolonge toute la durée de
vie des plagqueties. D'autres AINS inhibent la COX-1 de maniére réversible ; l'inhibition
plaquettaire est alors transitoire (fonction de la durée de demi-vie du médicament).

Il existe des AINS dirigés sélectivement contre la COX-2 qui n'ont aucun effet sur le
fonctionnement plaquettaire.

# Inferférence avec les récepteurs plaquettaires (antibiotiques: B-lactamines, anti-
histaminiques, propanolol, procaine, lidocaine)

Ces composés se lient aux membranes plaquettaires, d’ou une inhibition réversible des
récepteurs aux agonistes, mais aussi une altération irréversible de l'influx de calcium ionisé
induit par ces mémes agonistes. Chez I'Homme, linhibition des plaquettes in vitro se
developpe en 48 heures et persiste 3 a 10 jours.

# Inhibition de la chaine calcigue (barbituriques)

Ces médicaments diminuent la réactivité plaguettaire en inhibant les flux calciques a travers
les membranes (flux indispensables a I'activation des plaquettes). Les effets inhibiteurs de
ces molécules varient en fonction de 'espéce et de la quantité administree.

# Augmentation de la quantité d’AMPc intraplaguettaire (prostaglandines, isoprénaline,
dipyridamole, méthylxanthines)

Ces composés entrainent une augmentation de la concentration en AMPc ou GMPc (par
activation de 'adénylcyclase ou de la guanylcyclase, ou inhibition de la phosphodiestérase),
donc diminuent la réactivité plaquettaire.

La médication des animaux domestiques étant de plus en plus fréquente, le vétérinaire
devrait donc toujours s’enquérir, avant toute intervention chirurgicale, des éventuels
médicaments administrés (AINS surtout), voire méme procéder a une évaluation de la
fonction hémostatique (mesure du temps de saignement).

b — Secondaires a une affection

Un certain nombre d'affections peut entrainer [l'apparition de dysfonctionnements
plagquettaires, notamment l'insuffisance rénale chronique, les syndromes myéloprolifératifs. ..
Ces thrombopathies consistent le plus souvent en une diminution de la réactivité
plaquettaire, néanmoins il existe des cas dhyperréactivité plaquettaire liée a des
cardiomyopathies.

Le tableau 6 présente les principales affections susceptibles d'induire des thrombopathies
chez le Chien.

Les mécanismes impliqués sont :

# Lors d'affection rénale

Les plaquettes présentent un défaut d’adhésion et/ou d’agrégation. La structure et Ia fonction
du FYW ont été incriminés chez 'Homme : le plasma contient des produits de dégradation du
FVW de faible poids moléculaire qui peuvent se lier aux complexes Gpllb/llla et inhiber la
liaison du fibrinogéne. Ce processus n'a pas été mis en évidence chez les animaux. D'autres
mécanismes seraient possibles, par exemple une augmentation de la sécrétion de
prostacycline et de NO entrainant une augmentation de la quantité d'AMPc¢ infraplaquettaire,
ou une accumulation de métabolites toxiques pour les plagquettes.
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Affections rénales = Glomérulonéphrites, glomérulopathies avec pertes protéiques,
syndrome urémique

Affections = Cirrhose, hépatite virale

hépatiques

Infections » FEhriichia canis, E. platys, parvovirus

Thrombopénie a
médiation
immune
Hypothyroidisme (Pouvant étre secondaire a fa prise de certains médicaments)
Syndromes = Thrombocytémie, leucémie mégacaryoblastique
myéloprolifératifs, = Hémangiosarcone
néoplasies

= Myélome multiple, leucémie lymphoide chronique

= Macroglobulinémie primaire, amyloidose, gammapathie

Dysprotéinémies monoclonale

= Certaines maladies infectieuses chroniques (ehrlichiose,
leishmaniose)

CivD
Cardiomyopathie
Pancréatite
Hypothermie
Envenimation

Autres

Tableau 6 : Affections susceptibles d'induire des troubles fonctionnels
des plaguettes chez le Chien

# Lors d'affection hépatique

Les affections hépatiques entrainent plus souvent des troubles de la coagulation
plasmatique & cause du réle du foie dans la synthése des facteurs de coagulation.
Cependant, des troubles fonctionnels des plaquettes peuvent aussi exister.

Une cirrhose avancée entraine chez 'Homme un défaut d’agrégation plaquettaire di a une
anomalie de transduction du signal. L'agrégation plaquettaire pourrait aussi étre diminuée a
cause d'une augmentation de la production de NO (due a 'hyperammoniémie), d'une
altération des phospholipides membranaires, ou d'une augmentation de la proportion des
plaquettes agées.

La forte affinité des PDF pour les glycoprotéines membranaires est a l'origine d’une inhibition
compétitive des récepteurs au fibrinogéne. Les PDF étant produites par la fibrinolyse est
normalement épurées par le foie, on comprend mieux pourquoi une affection hépatique peut,
comme une CIVD, étre a l'origine d'un dysfonctionnement plaquettaire.




# Lors d'infection a Ehriichia canis

L’ehrlichiose s’accompagne souvent d’'une hyperprotéinémie ayant pour effet une inhibition
de 'adhésion, de I'agrégation plaquettaire et/ou de lactivité procoagulante plaquettaire. Les
dysprotéinémies rencontrées dans certains myélomes entrainent de la méme maniére un
dysfonctionnement plaquettaire.

# Lors d'affection & médiation immune

Certaines affections entrainent la production d’Ac anti-plaquettaires dirigés contre les
complexes Gpllb/lila. Ces Ac inhibent les récepteurs aux agonistes des plaquettes, d’ol une
thrombasthénie acquise. L'isolement des Ac ou la mesure des complexes Gpllb/llla a la
surface des plaguettes permet d’exclure cette forme de thrombasthénie.

# Lors de syndrome myéloprolifératif
Les défauts plaquettaires varient en fonction de I'évolution de Vaffection. Tous les types de

thrombopathies constitutionnelles peuvent exister (anomalies des glycoprotéines
membranaires, des granules plaquettaires ou de transduction du signal), et la numération
plaguettaire peut aussi varier a la hausse comme a la baisse.

# Lors de cardiomyopathie
Lors de cardiomyopathie modérée, une augmentation de la réactivité plaquettaire a l'origine
de thromboses est décrite chez 'Homme, et supposée chez le Chien.

En revanche, lors de cardiomyopathie sévere, une diminution de la réactivité plaquettaire est
observée chez 'Homme mais aussi chez le Chien (étude chez le Cavalier King Charles
notamment, par Tarnow ef al., 2003). Sous l'effet des turbulences créées par le reflux de
sang au niveau de la valvule mitrale, les plaquettes seraient activées de maniére incessante
et secondairement désensibilisées (par épuisement de leur capacité a étre activées), d’'ou
une diminution globale de leur activité.

# Lors d’envenimation

Certains venins contiennent des peptides inhibiteurs des plaqueftes: en se liant aux
complexes Gplib/llla, ils inhibent de maniére compéititive la liaison du fibrinogéne. Le venin
d’'une vipére d’Amérique du Sud (Bothrops jararaca) contient une métalloprotéine qui
entraine la perte des récepteurs au collagéne et dégrade le FVW.

2 — Thrombopathies constitutionnelles (héréditaires)
(Catafalmo et Dodds, 1988) (Guelfi et Diquelou, 1996} (Stokol, 2000)

Les thrombopathies constitutionnelles ou héréditaires sont des défauts de découverte assez
recente chez le Chien. Grace aux progrés des techniques d'exploration, ces affections
commencent a étre bien connues chez 'Homme, ce qui facilite leur diagnostic chez les
Carnivores domestiques. Ceux-ci constituent d'ailleurs un modéle d'étude pour la
compréhension des mécanismes liés a ces thrombopathies.

Les thrombopathies connues chez le Chien seront détaillées dans la deuxiéme partie
consacrée aux troubles héréditaires de I'hémostase primaire.

On distingue deux fypes de thrombopathies constitutionnelles, selon que le défaut

plaquettaire est extrinséque (anomalies du FvW) ou intrinséque (thrombopathies sensus
stricto).
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a — Défaut extrinséque des plaquettes : maladie de von
Willebrand

[l s’agit d'un déficit qualitatif ou quantitatif d'intensité variable en facteur de von Willebrand. Ii
est décrit chez de nombreuses races de chiens.

Trois types de cette maladie sont classiquement différenciés :

- le type | consiste en une anomalie quantitative du FvW ; l'expression clinique est
modérée ;

- le type |l et le type Il comportent en plus une anomalie de structure du FWV;
I'expression clinique est variable.

Nous détaillerons cette maladie dans la seconde partie plus particulierement consacrée aux
troubles héreditaires de 'lhémostase primaire chez le Chien.

b — Défauts intrinséques des plaquettes

(Brooks, 1999) (Catafalmo et Dodds, 2000)

Ces défauts concernent les glycoprotéines membranaires, les granuies plaguettaires, la
transduction du signal ou l'activité procoagulante plaguettaire. lls sont rares et souvent
propres & une race. Néanmoins, 'identification des mécanismes impliqués est complexe car
plusieurs anomalies peuvent coexister.

A ce jour, ces thrombopathies sont les mieux caractérisées d’un point de vue biochimique et
moléculaire.

=  Syndrome de Bernard-Soulier
Décrit chez 'Homme, il est d(i & un déficit en Gplb {récepteur pour le FVW) d’oll un défaut
d’adhésion. Les plaqueties sont de taille trés supérieure a la normale, on parle de
« plaguettes géantes ». Cette affection n'a encore jamais éte decrite chez les animaux.

= Thrombasthénie de Glanzmann
Elle est due a I'absence du complexe glycoprotéique Gpllb/llia qui empéche toute agrégation
plaquettaire. Plusieurs types sont décrits chez 'Homme ; chez e Chien, cette maladie a éié
décrite chez I'Otterhound (Raymond et Dodds, 1979) et le Chien des Montagnes des
Pyrénées (Boudreaux ef al., 1996).

Hl y a diminution du stockage ou absence de certains constituants des granules o et/ou des
granules denses. La « maladie du pool vide » {« & storage pool disorder ») identifiée chez le
Cocker américain impligue un défaut de stockage de FADP (Callan et al,, 1995). Il peut aussi
exister un défaut de sécrétion du contenu des granules semblable a celui qui existe lors
d’inhibition par des AINS (« aspirin-like defect »).
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Il s’agit d’anomalies touchant le métabolisme des phospholipides ou de FAMPc (messagers
cellulaires) et entrainant un dysfonctionnement plaquettaire. C'est le cas chez le Basset
hound, ol une activitt anormale de la phosphodiestérase a été mise en évidence
(Boudreaux ef al., 1986b). Chez le Spitz, il s'agit d'un autre défaut de transduction du signal
encore non identifié (Boudreaux ef al., 1994). Le méme fype d’'anomalie a été decrit chez
d’'autres races de chiens (Callan et af., 2001).

----------------------------------------------------------------------------------

L’ « hématopoiése cycliqgue du Colley gris » implique a la fois un défaut de stockage de
sérotonine dans les granules denses et un défaut d'activation de la phospholipase C. Cefte
maladie doit son nom a la neutropénie et & la thrombopénie cycliques observées en premier
lieu (Lothrop ef al., 1991).

Un nouveau type de thrombopathie a été récemment identifié chez le Berger allemand. Il
s'agit d'un défaut d'activité procoagulante plaquettaire analogue au syndrome de Scott décrit
chez 'Homme (Brooks ef al., 2002).

C — Autres troubles de ’hémostase primaire

(Massignon, 1998) (Chabanne ef al., 2003)

Toute anomalie affectant 'un des éléments intervenant dans hémostase primaire peut
entrainer un défaut hémostatique. Nous avons vu que les affections impliquant les
plaquettes sanguines et le facteur de von Willebrand sont les plus fréquentes. 1l existe
cependant des affections — rares — impliguant le fibrinogéne et 'endothélium vasculaire.

Le déficit en fibrinogéne (afibrinogénémie ou hypofibrinogénémie) entraine un defaut
d'interaction entre les plaquettes. Il est décrit chez le Saint Bernard en Suisse (Dodds, 1978)
mais peu documenté. Les animaux atteints meurent avant maturite.

Les anomalies vasculaires sont désignées chez 'Homme par l'expression « fragilité
capillaire ». Elles peuvent résulter d'une avitaminose C, d'atteintes vasculaires d'origine
immunologique, de troubles de polymérisation du collagéne... ou méme de situations
d'hypotension prolongée ou d’hypoxie (De Gopegui, 2000).

Chez les animaux, elles sont frés peu documentées et on parle plutdt d'un « purpura
vasculaire » pouvant étre primitif (encore mal connu en médecine vétérinaire) ou acquis
(Fournel, 1985). Des lésions de I'endothélium peuvent se produire lors de :

- maladies infectieuses ou parasitaires (ehrlichiose, leptospirose, parvovirose,

leishmaniose, dirofilariose) ;

- affections dysimmunitaires (purpura rhumatoide, lupus érythémateux disséming) ;

- affections iatrogénes (sulfamides-triméthoprime, pénicillines, céphalospories...) ;

- dysprotéinémies (myelome, cirrhose) ;

- affections métaboliques (diab&te sucré, état d'acidose, syndrome de Cushing).
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Deuxiéme partie

Les troubles
héréditaires de
I’hémostase primaire
dans I’espéece canine :

étude bibliographique






Les troubles héréditaires de 'hémostase primaire, dont nous avons eu un bref apergu en
premiére partie, font actuellement I'objet de nombreuses recherches. Le Chien constitue
souvent un modéle animal pour I'étude des affections humaines, de sorte que les
connaissances portant sur cette espéce sont en constante progression. Dodds a &té le
premier & s'y intéresser ; gréce & une colonie de chiens donnés par leur propriétaire ou
éleveur a des fins de recherche, il a pu étudier le mode de transmission et d’expression de
certains troubles, tels la maladie de von Willebrand (Dodds, 1978). Aujourd’hui, les
anomalies décrites dans les années 60-70 trouvent leur explication grace aux progrés de la
biologie moléculaire.

Les troubles héréditaires de 'hémostase primaire regroupent essentiellement la maladie de
von Willebrand (affection la plus connue et la plus fréquente) et diverses thrombopathies au

sens strict. lls sont sans doute plus répandus qu'on ne le croit @ cause des stratégies de
croisement utilisées (« inbreeding ») et de la méconnaissance de ces maladies.

| - Maladie de von Willebrand

{(Johnson et al., 1988) (Kraus et Johnson, 1989) (Cloet-Chabre, 1995) (Ringot, 1998)
(Surgy, 1998) {Brooks, 2000} (Chabanne ef al., 2003}

A — Définition — Etiologie

La maladie de von Willebrand (MvW) peut étre considéré comme un défaut extrinséque des
plaquettes dii a un déficit qualitatif ou quantitatif en FVW. C’est Paffection héréditaire de
Phémostase la plus fréquente chez 'Homme, appelée autrefois « pseudo-hémophilie » en
rapport avec la tendance hémorragique rappelant 'hémophilie, alors seule affection
héréditaire de 'hémostase connue (Dodds, 1978). 1l faut attendre les annees 70 et les
progrés des techniques immunologiques pour porter une distinction claire entre ces deux
maladies.

En 1970, Dodds décrit pour la premiére fois la MVW chez un Berger allemand. En 1978, la
MvW est également observée chez le Golden retriever, le Doberman, le Scottish terrier et le
Schnauzer miniature. La prévalence de la MvW dans ces races est alors élevée (6 & 20%)
car la tare, sans doute primitivement diffusée par un reproducteur porteur, a été rapidement
propagée par ses descendants. Des observations isolées ont lieu chez I'Epagneul, le
Caniche nain, le Lhassa apso et le Cairn terrier (Dodds, 1978). Depuis, la MvW a été
diagnostiquée dans de nombreuses autres races, et sous diverses formes.

La connaissance de la MVW canine a longtemps été basée sur celle de la maladie humaine.

Ainsi, l'existence de différents types de MvW humaine a inspiré la classification de la maladie
en médecine vétérinaire.

1 — Différents types de MvW

La MvW est une affection héréditaire & transmission autosomale (pas d'influence du sexe).
On distingue classiguement trois types de MvW, selon que les anomalies du FvW sont
quantitatives (déficit en FvW) ou qualitatives {défaut de distribution multimérique).
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Le type 1 est le plus fréquent et le moins grave. |l est décrit dans de nombreuses races parmi
lesquelles : Berger allemand, Schnauzer nain, Golden retriever, Doberman, Manchester
terrier. Tous les multiméres sont présents mais en quantité diminuée. C'est une affection
autosomale dominante a pénétrance variable : les hétérozygotes porteurs du géne muté
dominant ne présentent pas tous des symptdmes, méme si tous ont une déficience en FWW ;
I'nomozygotie est souvent létale (Dodds ef al., 1996).

Le type 1l n'a été identifié que chez le Pointer. 1l correspond a une absence des multiméres
de haut poids moléculaire qui sont les plus efficaces, d’ol une expression clinique en
général sévere. Chez 'Homme, on distingue plusieurs sous-types en fonction de I'affinité du
FvW pour le Gplb et le fVIII. Cette affection serait & transmission autosomale récessive.

Le type 1ll est le plus rare et le plus sévére, car le FvW est présent en quantité indétectable.
Hl est décrit chez le Drathaar, le Berger shetland, le Chesapeake bay retriever, le Kooiker
hollandais et le Scottish terrier, chez lequel un programme d'éradication a permis une neite
diminution de [a prévalence de la MVW (de 35% en 1979 a 18% en 1984) (Johnson ef al.,
1988). Cette affection est a transmission autosomale récessive.

Une forme acquise de MvW a été identifiée chez 'Homme. Elle est identique cliniguement a
la forme héreditaire mais d’apparition brutale chez un individu jusqu’alors indemne ; le déficit
en FvW serait lié a une affection concomitante (autoimmune, lymphoproliférative...).
L’existence de cefte forme de MvW est encore controversée chez le Chien ; 'hypothyroidie
est citée comme une cause possible (60 a 70% des Dobermans hypothyroidiens présenterait
un défaut en FvW) (Dodds, 1988) mais il est difficile de savoir si la MvW est effectivement
acquise, ou congénitale mais d'expression favorisée par cette endocrinopathie. Des études
complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces hypothéses.

2 — Etiologie

Elle est encore mal connue. Le géne FVW humain est porté par le chromosome 12 et
comporte 178 kb et 52 exons. De nombreux polymorphismes sont connus et ils doivent étre
différenciés des mutations trés variables pouvant entrainer une méme forme de MvW. De
nombreux éléments de régulation interviennent aussi, d'ol une compréhension trés difficile
des mécanismes génétiques impliqués (Moser ef al., 1996b).

Chez le Chien, la séquence du géne FVW est connue depuis peu. Plusieurs mutations a
l'origine d’'un méme type de MVW auraient été découvertes. De nombreuses études portent
sur la MvW de type | du Doberman, du fait de la prévalence élevée de la MvW dans cette
race.

Certains auteurs pensent qu‘un alléle fonctionnel permet de produire la moitié de la quantité
totale de FvW tandis qu’un alléle muté ne permet d’en produire gu'une faible proportion (5 a
10%) (Brewer, 2002a). Ainsi, les animaux ayant une concentration normale en FVYW seraient
homozygotes pour cet alliéle, alors que les animaux ayant un conceniration moyenne ou
faible seraient respectivement hétérozygotes et homozygotes pour I'alléle muté (Moser et al.,
1996b). Mais cette hypothése est controversée (Dodds ef al., 1996). En effet, des animaux
ayant le méme haplotype n'expriment pas la maladie avec la méme intensité, ce qui pourrait
suggérer l'existence d'un défaut d'interaction FvW-collagéne ou FvW-plaquette dans la
MvW, en plus du déficit en FvW déja connu (Brooks ef al., 2001). Des études génétiques
plus récentes affirment que la mutation impliquée serait liée & une anomalie d'épissage du
géne FVW, entrainant un défaut d’expression, de transcription et de stabilité du FVW chez le
Doberman et le Manchester terrier (Brewer et al., 1998) (Brewer, 2002a). Malheureusement,
les détails de cette mutation (séquence, site, liens avec le phénotype) n'ont pas été publiés.
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Le type Il serait dii 4 une mutation autosomale récessive qui dévierait complétement la
fonction du géne FVW chez le Scottish terrier ; une mutation différente serait impliquée chez
le Berger shetland (Brewer et al., 1998). Mais la aussi, les détails des ces mutations n‘ont
pas été publiés. En revanche, une mutation impliquant un défaut de transcription du géne
FyW a été identifiée chez 4 Kooiker hollandais appartenant a la méme famille (Rieger ef al.,
1998).

B — Epidémiologie

Depuis la découverte de la MvW chez le Chien, différentes études ont permis une estimation
de sa prévalence dans différentes races et tenté d'identifier le type de MvW impliqué. Le
tableau 7 résume les caractéristiques de chaque type de MvW et cite les races ol la maladie
a été décrite. Le tableau 8 cite les autres races dans lesquelles la MvW a été décrite. Au
total, la MVW a donc été observée dans plus de 50 races, mais tout chien issu d’un
croisement doit &tre considéré comme potentiellement « a risque ».

Type | Caractéristiques : | Sévérité Races chez lesquelles ce type de MvW a été décrit
de Taux de FvW des
MvW Structure symptomes | En gras : races dans lesquelles la prévalence est
multimérique supérieure a 15% aux USA
Airedale terrier, Akita inu, Berger allemand,
[FYW] bas Berger shetland, Bouvier bemnois, Caniche

Diminution de (moyen/nain), Dachshound, Doberman, Golden

tous les retriever, Greyhound, Irish wolfhound, Kerry blue

multiméres terrier, Manchester terrier, Papillon, Schnauzer
nain, Welsh corgi

Variable

[FvW] bas
Absence des s . .
li multiméres de Severe Pointer aliemand (a poils ras ou durs)
haut PM
Familiale : Berger shetland, Chesapeake bay
. retriever, Drathaar, Kociker hollandais, Scottish
i [F‘;ﬂg;‘tas‘ Sévére | terrier

Sporadique : Border collie, Bull terrier, Cocker,
Labrador refriever, Loulou de Poméranie

Tableau 7 ; Caractéristiques des différents types de MvW et races concernées
(modifié d’aprés Brooks, 2000)

Races dans lesquelles la prévalence Races dans lesquelles la prévalence est
est supérieure a 15% aux USA inférieure a 15% aux USA

Basset hound, Keeshound (Spitz- | Alaskan malamute, Azawakh, Bearded coliie, Berger
loup), Rottweiler, Teckel, Teckel | australien, Berger des Pyrénées, Bichon frisé,
nain Bobtail, Boxer, Bulidog, Cairn terrier, Colley, Dogue
allemand, Fox a poils dursfras, Husky, Kuvasz,
Lévrier afghan, Lhassa apso, Montagne des
Pyrénées, Samoyéde, Setter anglais/irlandais, Shi
tzu, Skye terrier, Springer, Terrier de Lakeland,
Terrier tibétain, Viszla, Whippet, Yorkshire terrier

Tableau 8 : Aufres races dans lesguelles la MvW a été décrite
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Bien que cette maladie soit couramment diagnostiquée dans les pays anglo-saxons,
Pincidence actuelle de la MVW est mal connue en France. Une étude datant de 1998 et
portant sur 122 chiens semble montrer une prévalence inférieure de la maladie dans notre
pays, mais elle souligne aussi la difficulté a définir un intervalle de valeurs « normales »
pour 'ensemble de la population canine (Surgy, 1998).

En effet, de muitiples facteurs raciaux, physiologiques et pathologiques peuvent faire varier
la concentration en FVW et rendre délicate l'interprétation d’'une valeur isolée. Certaines
races sont « prédisposées » a développer une MVW, mais des variations inter-raciales sont
aussi possibles : certains animaux ne présentent jamais de saignements malgré des valeurs
basses de FVW, c'est le cas de l'Airedale terrier (Johnson et al, 1988) et de [llrish
wolfhound ; la localisation des saignements peut aussi varier en fonction de la race.

C — Expression clinique

La MvW est une affection a forte morbidité mais faible taux de mortalité. Son expression est
le plus souvent subclinique car de nombreux animaux sont porteurs de la tare sans en
exprimer les symptémes. La plupart des saignements sont induits par un traumatisme ou un
acte médical invasif.

Les signes cliniques sont identiques a ceux rencontrés lors de thrombopénie ou de
thrombopathie : diathése hémorragique se manifestant essentiellement par des saignements
mugueux ou cutanés {cf. premiere partie, lll.A.). Cependant, les saignements sont variables
dans leur localisation et leur intensité en fonction des animaux et de certains facteurs:
stress, affections intercurrentes (hypothyroidie...), médicaments (phénothiazine, pénicilling,
sulfamides-triméthoprime, aspirine, phénylbutazone), voire race du chien... Parfois, seuls
des problémes de repreduction sont observés (Dodds et al., 1996).

Un déficit en FVW pourrait également entrainer une mauvaise cicatrisation, par diminution de

ladhésion plagquettaire et de la concentration en PDGF responsable de fa cicatrisation
vasculaire aprés traumatisme (Littlewood ef al., 1987).

D — Diagnostic

(Ringot, 1998)

L'expression clinique polymorphe de la MvW rend son diagnostic clinique difficile. Une forte
suspicion est possible chez les chiots candidats a la coupe de queue et/ou d'oreilles, et
appartenant a une race prédisposée. Mais dans tous les cas, le vétérinaire aura recours aux
examens de laboratoire. Le diagnostic de certitude ne sera possible qu'aprés plusieurs
dosages du FvW, dont la concentration peut varier en fonction du temps et de divers
facteurs. La nécessité de confronter les résultats de ces tests avec la clinique s’applique ici
comme dans toute démarche diagnostique.

Rappelons que la mesure du temps de saignement est un préalable essentiel avant toute
autre investigation car ce test fournit la meilleure indication quant au statut hémostatique de
Panimal (cf. premiére partie, lll.B.). Des TS de 5 a 10 minutes peuvent étre observés lors de
type | de MvW, ils sont davantage prolongés lors de type lll (Brooks et Catafalmo, 1993).
Une augmentation du TS n'est cependant pas spécifique d’'une MvW car elle ne détecte que
les animaux exprimant un trouble de ’hémostase primaire {Jergens et al., 1987). Or, la
plupart des individus atteints de MvW ne manifestent pas de symptomes.
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La mesure de I'activité du facteur Vill pourrait étre intéressante : le fVIil étant lié au FvW, on
pourrait s'attendre une diminution de son activité en cas de déficit en FYW (allongement du
TCA). C'est le cas chez 'THomme et parfois chez le Chien (Littlewood ef al., 1987) mais les
variations sont souvent trop faibles pour étre significatives (Johnson et al., 1988).

Plusieurs techniques permettent donc d'évaluer le FvW de maniére quantitative ou
qualitative. Dans les dosages du FvW, on quantifie en fait le FVW d'un point de vue
antigénique : la concentration du FYW:Ag est un indicateur de la quantité de FvW mais pas
de son activité biclogique (Johnson ef al., 1988). Pour explorer celle-ci, il faut faire appel a
des tests fonctionnels : mesure de Pactivité cofacteur de la ristocétine (FYWRCo) ou tesis
d’agglutination plaqueitaire. L’étude de la distribution des multiméres permet le typage de la
MvW. Depuis peu, la biologie moléculaire ouvre une nouvelle voie d'exploration du FvW.

1 — Dosage du FYW:Ag

1l peut se faire par différentes techniques immunologiques : immunoéiectrophorese (méthode
de Laurell), immunoradiométrie, ou immunoenzymoiogie {(technique ELISA).

L'immunoélectrophorése est restée pendant longtemps la méthode la plus employée. Elle
consistait & comparer la hauteur des pics obtenus, aprés migration sur gel d’agarose et en
présence d'Ac anti-FvW, de différentes dilutions d'un €chantilion de plasma.

Nous ne détaillerons que la technique ELISA qui est la plus utilisée pour plusieurs raisons :

- essentielement une sensibilité supérieure ;

- des réactifs stables et sirs, relativement bon marché ;

- Pexistence d'un test validé chez le Chien (Benson et al., 1991) ;

- une technique adaptée & une utilisation de grande ampleur ;

- une bonne corrélation avec les résuitats obtenus par immunoélectrophorése
(premiére méthode utilisée), sauf pour les valeurs extrémes (majoration des
concentrations pour des valeurs basses, minoration pour des valeurs élevées) ;

- une bonne reproductibilité.

a — Principe

On utilise des Ac anti-FVW sur support solide qui lient les molécules de FYW de I'échantillon.
L'ajout d'autres Ac anti-FVW conjugués a une enzyme « marquée » permet la production
d'une réaction colorée en présence d’un substrat particulier. L'intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité de complexes Ac-Ag-Ac. La figure 19 présente
schématiquement les différentes étapes de la technique ELISA.
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Figure 19 : Présentation des différentes étapes du dosage du FWWV :Aqg par technigue ELISA

plage ELISA avec Ac anti-FvW + plasma de I'échanfilion & tester, incubation, lavage
Ac anti-FvW, incubation, lavage

Ac anti-Ac + enzymes (peroxydases), incubation, lavage

substrat spécifigue — réaction colorée [ue en densité optique : DO = f (FVW :Ag)

Eall

Les étapes 2 et 3 peuvent étre combinées en une seule par liaison directe de I'enzyme au
deuxieme Ac anti-FvW.
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b — Interprétation

(Cloet-Chabre, 1995)

..........................................

Le dosage du FVW :Ag se fait a partir d’'une courbe étalon, calibrée a partir des DO et des
concentrations en FvW :Ag obtenues aprés dilution de plasmas canins de référence. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de la concentration obtenue & partir du pool de
reférence (100%), ou en unité/dL par rapport au pool de référence (100 U/dL). Chaque race
devrait avoir ses propres valeurs de référence, mais les intervalles communément utilisés
sont présentés dans la figure 20.

% FvW [0 49] [50 69] [70 100]
Valeur anormale équivoque normale
Statut de 'animal Sujet déficient Sujet équivoque Sujet consideré
Renouveler le test comme sain

Figure 20 : Interprétation des résultats obtenus lors du dosage de FYW :Ag
par technique ELISA

Ces résuitats doivent étre confrontés aux données fournies par les commémoratifs et
'examen clinique. Il est parfois difficile de distinguer un individu normal d'un individu atteint
de forme frustre, et il peut étre nécessaire de renouveler les tests lors de résultat équivoque
ou de l'existence de facteurs pouvant influencer la quantité de FvWW circulant, donc de
FvW :Ag.

La concentration réelle de FyW plasmatique a été évaluée a 6 ug/mL chez le Chien, ce qui
correspond aux valeurs trouvées chez 'Homme (Johnson ef al., 1988).

In vivo, une augmentation du FVW est possible aprés un exercice physique intense, un état
de stress, pendant la gestation, la lactation et les chaleurs, lors d'affection hépatique,
d'inflammation, d'azotémie, d’hypothyroidie, et aussi d’hypoglycémie induite par l'insuline
(Moser et al., 1996a). L'age aurait également une influence (augmentation 1égére), mais on
n‘a pas montré de variations chez les chiots agés de 3 a 180 jours (Moser et al., 1996a). Des
variations temporelles importantes ont été observées chez des chiens atteints de type | sur
lesquels des dosages de FVW :Ag ont été réalisés a différents moments de la journée et de
la semaine (Moser ef al., 1996a). Enfin, de nombreuses substances peuvent aussi faire
varier le FYW : adrénaline, vasopressine, acépromazine, xylazine...

Une attention particuliere doit étre portée sur les conditions de prélévement et de
conservation des échantillons. Une compression veineuse de 30 secondes ne semble pas
affecter la concentration en FyW (Moser ef al., 1996a). Les prélévements réalisés & la veine
céphalique auraient une concentration légérement supérieure en FYW par rapport a ceux
réalisés a la veine jugulaire ; cette différence s’expliquerait par le diaméfre inférieur de la
veine céphalique 'exposant davantage & un traumatisme lors de la ponction, et entrainant
une libération de FWW par les cellules endothéliales (Moser ef al., 1996a). L’hémolyse
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entraine une diminution significative du FWW (Moser et al., 1996a). Conservé sous forme de
plasma, le FVW est stable 24 heures & température ambiante, moins longtemps sous forme
de sang total (8 heures maximum). |l peut étre congelé a -20°C pendant plusieurs mois. Des
réfrigérations successives peuvent entrainer ou non des variations, selon les auteurs
(Littlewood et al., 1987) (Moser ef al., 1996a).

2 ~ Mesure de Pactivité du FYW vis-a-vis de I'agglutination et de
I’agrégation plaquettaire

(Johnson et al., 1988)

Il s’agit d'estimer la capacité du FvW a jouer son role de cofacteur en présence de
substances pouvant induire in vitro lagglutination et [Pagrégation plaquettaires,
indépendamment de [lexposition des récepteurs Gpllbfllla nécessitant Pactivation des
plaquettes.

Les substances utilisées sont :
- chez 'Homme : la ristocétine (on mesure alors Factivité cofacteur de la ristocétine ou
FYWRCo) ;
- chez le Chien : la botrocétine.
Ces protéines peuvent former un complexe avec le FvW, qui peut alors se lier aux Gpib des
plaguettes. l’'agglutination produite se manifeste macroscopiquement par Pagrégation
plaguettaire.

En pratique, le plasma & tester est mis en présence de plaguettes lavées et fixées au
formol ; aprés ajout de ristocétine ou botrocetine, 'agglutination est mesurée de visu ou a
l'aide d’'un agrégomeétre. On calcule la vitesse de formation de I'agrégat et on la compare
avec celle obtenue a partir d’'un pool de plasmas recueillis sur des animaux sains. Le résuitat
est exprimé en pourcentage de l'activité cofacteur de ce pool.

Dans la majorité des cas, l'activité fonctionnelle d’'un échantillon est liée a la quantité de FVW
plasmatique présent (Johnson ef al., 1988). Ainsi, le taux de FWWRCo est diminué dans tous
les types de MvW chez FHomme, de méme que Pagglutination plaquettaire est diminuée
dans tous les types de MvW chez le Chien. Des variations sont possibles pour le type |l de
MvW : labsence des multiméres de haut poids moléculaire rend parfois lactivité
indétectable, malgré une concentration en FYW :Ag mesurable.

Cette technique présente [‘avantage d'étre rapide, mais elle est peu reproductible
(standardisation des résultats difficile, méthode visuelle imprécise).

3 — Etude de la distribution des multiméres

L'estimation de la répartition des différents multiméres plasmatiques peut se faire par
immunoélectrophorése croisée ou analyse multimérique (Johnson et al, 1988). Ces
techniques ne sont pas disponibles en routine.

L'immunoélectrophorése croisée donne des arcs de précipitation dont la forme permet
d'évaluer la fréquence relative des différents multiméres suivant leur taille.

L'analyse multimérique est la technique la plus utilisée. Il s'agit d’'une électrophorése sur gel
d’agarose (haute résolution) suivie d’'une autoradiographie. Il existe une technique dérivée
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plus simple associant électrophorése et utilisation d'Ac anti-FyW marqués puis révélation par
technique immunoenzymatique (Johnson et al., 1988).

Elle révéle chez les individus normaux une microhétérogénéité du FvW : un seul multimere
est représenté par plusieurs bandes (cing chez 'Homme). Cette microhétérogénéité serait
due au clivage protéolytique des sous-unités (Johnson et al., 1988).

La figure 21 présente les différents spectres de bande observables par cefte technique chez
des animaux normaux ou atteints d'un des types de MvW.
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Direction of a
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\—*/
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Figure 21 : Analyse multimérigue des plasmas d’un chien normal et de trois chiens
atteints chacun d’'un type différent de MvW | (Kraus et Johnson, 1989)

L’étude de la distribution des multimeres permet le typage de la maladie :

= Lors de type |, le spectre de bande est normal mais les bandes sont d'intensite plus
faible (présence de tous les multiméres mais en quantité réduite) ;

= lors de type |l, le spectre de bande est anormal : [es bandes correspondant aux
multiméres de poids moléculaire élevé sont presque indétectables (quasi absence de
ces multiméres) ;

» Lors de type lll, le spectre de bande est impossible a observer (quasi absence de
tous les multiméres).

Cet examen est donc surtout utile au diagnostic du type 1l de la MvW, pour lequel Fétude
quantitative du FVW ne suffit pas. Il a aussi permis de montrer I'existence de variations
raciales dans le type | : le Doberman aurait peu de multiméres de haut poids moléculaire,
alors que I'Airedale terrier en aurait une quantité presque normale (Kraus et Johnson, 1989).
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4 — Tests génétiques

Les méthodes de séquengage peuvent permettre d'identifier certaines modifications dans la
séquence nucléotidique du géne FYW, mais une analyse rigoureuse du pedigree, des tests
biochimiques du FvW et (si possible) des tests d'expression in vifro, sont nécessaires avant
de conclure a une mutation plus qu'a un polymorphisme.

Les recherches portant sur le géne FYW canin ont permis d'identifier un marqueur
intragénique L26037 et 2 marqueurs extragéniques PEZ6 et C16-671. L'ordre probable et la
distance entre les marqueurs ont été déterminés par des méthodes d’analyse statistique a
partir d'études de croisements (Versteeg ef al., 2000). La carte des marqueurs obtenue est
présentée dans la figure 22.

PEZ6 ~ | (marqueur extragénique)
20cM 279 CR
L26037 —— (marqueur intragénique)

12.0cM 449 CR

C16-671 —— (marqueur extragénique)

Distance génétique Distance physique

Figure 22 : Carte des marqueurs du géne FVW canin (Versteeq ef al., 2000)

Chez le Doberman, une relation entre la concentration plasmatique de FVW et le géne FVW
a pu étre établie grace & l'utilisation du marqueur intragénique L26037. Deux alléles ont été
mis en évidence, I'un de 157 pb et I'autre de 163 pb. Les homozygotes 163/163 seraient
indemnes de MvW avec une concentration en FYW :Ag normale, en revanche le statut des
animaux 157/163 et 157/157 n'a pas pu étre clarifié (Holmes ef al.,, 1996). L'utilisation d’un
marqueur extragénique supplémentaire n'a pas permis de définir avec précision la relation
entre le genotype et le phénotype (Brooks ef al., 2001).

Le marqueur L26037 a aussi permis d'identifier la mutation a l'origine de la MvW de type Il
chez 4 chiens de race Drathaar (Rieger ef al., 1998).

En paralléle de ces études, des tests génétiques ont été mis sur le marché aux Etats-Unis
pour le diagnostic de la MvW dans certaines races (Brewer ef al., 1998) : Bouvier bernois,
Doberman, Kerry blue terrier, Manchester terrier, Welsh corgi, Caniche et Papillon pour le
type |, Berger shetland et Scottish terrier pour le type Il (Brewer, 2003). Matheureusement,
ni les détails des mutations concernées (séquence, site, liens avec le phénotype, études
familiales), ni les méthodes de validation de ces tests n'ont été publiés.
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E — Traitement — Pronostic

Le traitement de la MvW est palliatif ou préventif a court terme, il est indigué notamment lors
d’acte chirurgical si FYW :Ag < 30% (risques de saignements). Le traitement spécifique
consiste en apport de FvW fonctionnel. Deux moyens sont a la disposition du praticien :
Futilisation de dérivés sanguins comme source exogéne de FYW, ou celle de desmopressine
qui stimule la libération de FYW par les cellules endothéliales.

Le cryoprécipité est le produit sanguin de choix : préparé a pariir de plasma et enrichi en
FvW, Vil et fibrinogéne, il permet un apport rapide de FVW sous un faible volume en évitant
les risques lies a une transfusion. En pratique, il n'est pas utilisé car colteux et peu
disponible. Protocole conseillé : 1 unité/10 kg toutes les 6-8 heures.

Le plasma (frais ou congelé) est plus souvent utilisé mais il faut en administrer un volume
important pour augmenter de fagon significative le FVW, avec des risques d’hypervolémie
non negligeables. Pour un méme volume de plasma, on apporte 5 a 10 fois moins de FyW.
Protocole conseillé : 6-10 mlL/kg toutes les 8-12 heures, ou 30 min avant intervention
chirurgicale.

En pratique, le sang total est le plus souvent utilisé & cause de sa facilité d’'obtention. La
transfusion de sang frais est préconisée dés que I'hématocrite est inférieur a 15%, aprés
groupage sanguin préalable. Protocole conseillé : 12-25 mL/kg toutes les 24 heures.

La desmopressine (ou DDAVP : 1-deamino-8-D-arginine vasopressine) est un analogue de
synthése de la vasopressine (hormone antidiurétique). Elle entraine une augmentation
rapide et transitoire de la concentration de FVW en stimulant la libération de FVW par les
cellules endothéliales. L'analyse multimérique a montré que ce sont d’abord les multiméres
de haut poids moléculaire qui sont libérés, d'ol une activité cofacteur accrue et un TS
diminué. En revanche, la concentration en FYW dépend surtout des plus petits muitiméres,
d'ol un pic de concentration décalé dans le temps (Kraus et Johnson, 1989). Cependant, la
desmopressine n'a aucun effet chez les chiens atteinis de type Il (absence des multiméres
de haut PM) ou I (absence de synthése). Chez les sujets atteints de type [, 'augmentation
reste modérée car les stocks de FVW s'épuisent rapidement. Ce traitement reste donc peu
employé, sauf en prévention d'une intervention chirurgicale avec controle du TS. Posologie
conseillée : 1 pglkg SC.

Lors d’hypothyroidie, une supplémentation en hormone thyroidienne permettrait un meilleur
contrdle des épisodes hémorragiques (Dodds, 1988),

Le pronostic est bon pour le type | car les épisodes hémorragiques sont souvent bénins et
facilement jugulables. Des mesures hygiéniques permettent de limiter leur survenue : écarter
les causes possibles de blessures pour le chien (action sur 'environnement), éviter les
chirurgies et I'administration de certains médicaments,

En revanche, les autres typesde MvW exposent 4 des hémorragies graves pouvant

necessiter une ou plusieurs transfusions jusqu'a rétablissement d’une concentration efficace
en FWW.
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Il - Thrombopathies constitutionnelles sensus stricto

A_— Anomalies des glycoprotéines membranaires :
Thrombasthénie de Glanzmann

il s’agit d'un défaut intrinséque et hérité de la fonction plaguettaire impliquant le complexe
Gplib/ilia. Décrit pour 1a premiére fois par le Dr Glanzmann chez 'Homme en 1918, il faut
attendre le début des années 70 pour en comprendre les bases moléculaires et
biochimiques, grace notamment a l'étude d'un modéle animal: Otterhound, chez lequel
Dodds décrit en 1967 une maladie trés ressemblante (Dodds, 1967). Par la suite, des
troubles similaires seront observés chez le Chien Montagne des Pyrénées et chez le Basset
hound. La biologie moléculaire montrera que la premiere race est bien atteinte d’'une forme
de maladie de Glanzmann (Boudreaux et Catafaimo, 1899).

1 — Thrombasthénie de Glanzmann chez 'Homme

(Boudreaux et Catafalmo, 2001) (Boudreaux et Lipscomb, 2001)

En 1918, les termes utilisés pour décrire cette maladie sont les suivants : « thrombasthénie
hémorragique héréditaire ». Sa fréquence dans les populations consanguines est proche de
celle de la maladie de von Willebrand : 25 % des cas de thrombasthénie de Glanzmann sont
associés a une consanguinité.

La maladie est généralement diagnostiquée avant 'dge de 5 ans, a la suite d’épisodes
hémorragiques survenus durant 'enfance et la petite enfance. Les symptomes observés,
essentiellement des saignements cutanés et muqueux {épistaxis...), sont d'intensité variable
et rarement spontanés. lls diminuent avec 'age et touchent les hommes autant que les
femmes, ce qui suggere une fransmission autosomale.

Les premiéres analyses de laboratoire montrent une numeération plaquettaire normale mais
un défaui d'agrégation plaquettaire et de retraction du clou plaquettaire. Le temps de
saignement est prolongé. Les tests de coagulation et la mesure du FYW :Ag ne monirent pas
d’'anomalie, permettant d'exclure les autres troubles de Ihémosiase connus. Le Dr
Glanzmann attribue donc cette maladie a un défaut de la fonction plaquettaire.

Dans les années 60, les chercheurs émettent 'hypothése d’'une anomalie de la membrane
plaquettaire entrainant un défaut d'agrégation. L'étude des giycoprotéines membranaires
confirme cette hypothese. Plus tard, les apports de la biologie moléculaire permetient
d'appréhender les défauts moléculaires a l'origine de ce dysfonctionnement plaquettaire. En
2001, les chercheurs ont déja identifié 59 mutations différentes pouvant entrainer un déficit
en allbp3. Ces connaissances permetient de distinguer deux types et un variant de la
maladie.

La thrombasthénie de Glanzmann de type [ représente ia majeure partie des cas rapportés
chez 'Homme. Elle est caractérisée par une déficience sévere en allbf3 (< 5% de la
quantité normale), due a des mutations sur le géne codant pour allb. Par conséquent, les
plaquettes activées sont incapables de fixer le fibrinogéne, d’oli un défaut d’agrégation et de
stabilisation du clou plaquettaire.
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La thrombasthénie de Glanzmann de type II représente 14% des cas rapportés. La
déficience en allbp3 reste importante (entre 10 et 20% de la quantité normale) et les
plaquettes ont une capacité minime de fixation du fibrinogéne, donc une agregation minime
et un defaut de rétraction du clou plaguettaire.

Il existe enfin un variant de la thrombasthénie de Glanzmann qui représente 8% des cas
rapportés. La déficience en allbp3 est faible 4 modérée (entre 50 et 100%) mais la capacité
de fiaison au fibrinogéne reste minime voire absente. En fait, il s’agit ici d'une déficience
qualitative en allbp3 {mutations sur le géne codant pour p3).

2 — Thrombasthénie de Glanzmann chez I’'Otterhound

a — Description des premiers cas (Dodds, 1967)

En 1967, Dodds décrit chez I'Otterhound une maladie ressemblant a la thrombasthénie de
Glanzmann connue chez 'Homme. Cette affection héréditaire a transmission autosomale
existerait depuis environ 25 ans dans cette race. Les animaux atteints présentent des signes
cliniques de diathése hémorragique sans anomalie des facteurs de coagulation et avec une
thrombopénie modérée. Le temps de saignement (alors pratiqué a l'intérieur de la cuisse) est
trés augmenté.

Les premiers fests des fonctions plaquettaires montrent un défaut de rétraction du clou
plaguettaire sur PRP (figure 23).

TR

Figure 23 : Test de rétraction du clou plaquettaire chez un chien normal (tube de gauche
et trois Ofterhound thrombasthénigues (tubes de droite) (Dodds, 1967)

L’agrégation plaquettaire mesurée par turbidimétrie est anormale en réponse :
- al'ADP et a la thrombine : quasi absence d'agrégation chez les chiens atteints,
agrégation intermédiaire chez les chiens supposés porteurs (figure 24 A et B) ;
- au collagéne : quasi absence d’agrégation chez les chiens atieints ou porteurs (figure
24 C).

Elle n'est pas améliorée suite a 'ajout de calcium et/ou de fibrinogéne.




acP oo et nggregelcn
Remrvy PR
i . Trroerb 0 pitte.et aggregat an
TS:: re Normcl PRP
Ngorro, PRP
e
- o 2u/miregmemn
‘LJ-‘"‘;’ AT ‘ Anpormoi PRE
Lbvoeemg
~ By T e
gty .
-ﬂ--‘ .
’ ]
taas TG AR 02u/mi tnrombsn
' A reero- - “etero-
' sygete N Tygute
Fae PRP
P W) '
$393mg, - 0w A tozu/miwmromn B

Coragen piatelet cggregntan

[

Normgi PRP

t3mgsmi colegen

3

13mg fmi codlagen

“

?
Abnorma! PRP‘

?)mg,' mi colagen C

Figure 24 : Agrégation plaquettaire en réponse a 'ADP (A), a la thrombine (B). au collagéne
(C) chez un chien normal (« Normal PRP »), un Otterhound thrombasthénigue (« Abnormal
PRP ») et un_chien supposé porieur (« Heterozygote PRP ») (Dodds, 1967)

Dodds s'interroge sur lorigine intrinséque ou extrinseque du défaut plaquettaire. Des
plaguettes de chiens normaux et anormaux sont lavées puis ajoutées a du plasma pauvre en
plaquettes (PFP) issu des mémes animaux. Les plaquettes anormales ne s’agrégent ni dans
le PFP normal, ni dans le PFP « anormal », alors que les plaquettes normales s’agrégent
dans les deux. Il s’agit donc bien d’'un défaut intrinséque aux plaquettes et non d'un défaut
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plasmatique. De plus, ce défaut ne concerne pas le fibrinogéne car le dosage du fibrinogéne
plasmatique ne révéle rien d’anormal, de méme que celui des plaquettes.

L'adhésion et I'agrégation sont également étudiées en microscopique par contraste de
phase. Les observations sont en accord avec les tests d’agrégation déja effectués, En outre,
il existe un défaut d’adhésion de la majorité des plaquettes, confirmé par un défaut
d’adhésion et de dispersion sur verre.

Les plaquettes de chiens atteints présentent de plus un défaut d’activité thromboplastique
signifiant un défaut d'activité procoagulante.

L’étude de la morphologie plaquettaire en microscopie électronique foumnit des informations
supplémentaires : 30 a 80% des plaquettes de chiens thrombasthéniques sont « géantes »
(3 a 4 um de diamétre) avec un cytoplasme de faible densité et un défaut de changement de
conformation (toujours discoides, absence de pseudopodes) (figure 25).

Figure 25 : Images en microscopie électronigue de plaquettes normales (A
et de plaqueties thrombasthénigues (B} (x11000) (Dodds, 1967

Ces observations font penser & une combinaison entre deux thrombopathies déja décrites
chez 'Homme : la maladie de Bernard-Soulier (déficit en Gplb et plaquettes « géantes ») et
la thrombasthénie de Glanzmann (défauts d’agrégation). Dodds appelle donc cette nouvelle
maladie : « Thrombopathie thrombasthénique ». Il préconise d'utiliser le test de rétraction du
clou plaquettaire pour dépister les animaux atteints. Pius de 700 chiens sont ainsi testés et la
maladie est quasiment éradiquée dans les années 70 (Dodds, 1978).

Cependant, I'étude des glycoprotéines membranaires et des génes codant pour celles-ci a
partir de nouveaux cas apparus dans les années 90, remetira en question cette
« Thrombopathie thrombasthénique » de I'Otterhound.

b - Etude des glycoprotéines membranaires

En 1978, Raymond et Dodds utilisent les techniques de séparation des protéines par
électrophorése pour étudier la distribution des glycoprotéines membranaires a la surface des
plaguettes de : 3 Otterhound thrombasthéniques, 12 chiens afteints de MvW, et 9 chiens
normatux.

74



lls montrent que les chiens normaux et ceux afteints de MvW ont le méme profil
électrophorétique qu’'un homme normal, avec trois glycoprotéines majeures (I, Il et ilf) et
quatre protéines de plus faible poids moléculaire. En revanche les chiens thrombasthéniques
présentent (figure 26) :

- une quantité augmentée de Gpl ;

- une quantité variable de Gpll ;

- une quantité diminuée de Gplll.
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Figure 26 : Distribution des glycoprotéines membranaires 1, {l et lll d'un homme normal,
d’un chien normal, d’'un chien atteint de MvW et d'un chien thrombasthénique (« TT dog »)
(d'aprés Raymond et Dodds, 1979)

Ces résultats coincident avec ceux des études menées chez 'Homme, qui montrent alors
une quantité augmentée de Gpl lors de thrombasthénie de Glanzmann. Néanmoins,
lobservation de plaquettes géantes empéche de classer cefte « Thrombopathie
thrombasthénique » parmi les variants de thrombasthénie de Glanzmann. On suppose qu'il
existe deux populations de plaguettes (une géante et une « normale ») et que chaque
population a ses propres défauts. Il faudrait isoler et tester chaque population séparément, a
l'aide de techniques plus fines (Raymond et Dodds, 1979).

Entre temps, la « Thrombopathie thrombasthénique » a été presque éradiquée chez
I'Otterhound. Mais & la fin des années 80, un dysfonctionnement plaquettaire est identifié
chez certains descendants des premiers chiens malades.

L’apparition de ces nouveaux cas amene Boudreaux et Catafalmo a se pencher a leur tour
sur la question. Ills testent 53 chiens pure race (13 affectés, 23 porteurs, 17 non affectes) et
confirment le défaut de réfraction du clou plaquettaire (figure 27) ainsi que le défaut
d’agrégation plaquettaire en réponse a la plupart des agonistes (figure 28). En revanche, la
taille des plaquettes est normale dans cette population. lis montrent aussi une diminution du
contenu des granules a en fibrinogéne (Boudreaux et Catafalmo, 2001).
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Figure 27 : Test de rétraction du clou plaquettaire chez un chien normal {a gauche)
et un Otterhound thrombasthénique (a droite) (Boudreaux et Catafalmo, 2001
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Figure 28 : Agrégation plaguettaire en reponse a 'ADP (A), au collagéne (B
a la thrombine (C), au PAF (D) et aux ionophores de calcium {E) chez un chien normal
et un Otterhound thrombasthénique (Boudreaux et Catafalmo, 2001)
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L'étude des glycoprotéines plaquettaires par électrophorése indique que les plaqueties
affectées ont des quantités réduites voire nulles de Gpllb et llla (figure 29), comme cela a
été constaté chez 'Homme dans la thrombasthénie de Glanzmann. Le déficit en Gpllb/lila
expliquerait a lui seul les défauts d’agrégation et de capture du fibrinogéne.
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Figure 29 : Distribution des glycoprotéines membranaires Ib. lIb et llia chez un chien normal,
un Otterhound normal, et un Otterhound thrombasthénique
{Boudreaux et Catafalmo, 2001)

En fait, la cytométrie de flux se révéle capable d'identifier la Gpllia a la surface des
plaquettes affectées, mais en quantité 10 a 15 fois inférieure. Néanmoins, sa seule présence
suggére une implication plus probable du géne codant pour la Gpllb (Boudreaux et
Catafalmo, 2001).

Plus de 30 ans aprés sa découverte, la « Thrombopathie thrombasthénique » devient donc
la « Thrombasthénie de Glanzmann» de FOfterhound. L'identification des défauts
moléculaires a 'origine de ce dysfonctionnement plagquettaire devient possible.
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c_— Support génétique de la maladie

Le complexe Gpllb/llla résulte de Fexpression et de 'assemblage de deux protéines, allb et

Blila. Les génes codant pour ces protéines ont été identifiés et localisés a la bande q21-23

du chromosome 17 chez 'Homme. Leur séquencgage a permis d'établir les relations existant

entre les régions codant pour les différentes protéines et la distribution des exons (figure 30},

et donc de comprendre les conséquences fonctionnelles d’'une mutation ponctuelle
C

(Boudreaux et Lipscomb, 2001).
g5 s, mep F _ cccc
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sr Ca' Ca**Ca’"Ca" €S

D c

Figure 30 : Relations entre les régions codant pour les protéines allb (a gauche) et Bllla (a
droiie) et la distribution des exons (Boudreaux et Lipscomb, 2001)

-Exon 1 — région 5’ non traduite (5'UTR) et -Exon A — peptide signal (SP)

peptide signal {SP) -Eons |, J — 4 régions riches en cystéine (C)
-Exons 8, 9, 11, 12, 13, 14 —» 4 domaines de -Segment de 'exon C — région permettant la
liaison du calcium (Cat++) liaison du ligand (RGD)

-Entre exon 26 et terminaison 3' — site de -Exon D — segment associé a la stabilisation
clivage (CS) de la poche de liaison pour le fibrinogéne (F)

-Exon 30 — région 3’ non traduite (3'UTR)

Chez le Chien, le séquengage des génes allb et Bllla est trés récent. Les techniques de
PCR permettent d’amplifier ’ADNc obtenu a partir ARNm plaquettaire ; ensuite I'analyse
des produits purifiés donne accés a la séquence génétique. Pour le séquengage du géne 33,
Lipscomb et al. extraient 'ARN des plaquettes de 4 chiens dont un Montagne des Pyrénées
et un Basset hound (Lipscomb ef al., 1999). Pour le séquengage du géne allb, ils utilisent 3
chiens dont 2 Bassets hound (Lipscomb ef al., 2000).

Le pourcentage d’homologie entre les séquences issues des différents chiens est a chaque
fois superieur a 99,8%. L'analyse génétique suggére néanmoins P'existence possible de
polymorphismes. C'est le cas d’une substitution dans I'exon 2 du géne B3 chez le Montagne
des Pyrénées ; il s’agirait d'un polymorphisme racial car les autres chiens n’en sont pas
porteurs (Lipscomb et al., 1999).

La comparaison des séquences humaines, canines et murines montre une conservation
poussée de certaines régions codant pour différents domaines fonctionnels des protéines,
tant au niveau moléculaire (séquence nucléotidique, Nu) que biochimique (séquence
aminée, Aa). Ces observations suggerent limporiance fonctionnelle des domaines
protéiques correspondants. Les pourcentages d’homologie entre les séquences humaines et
canines sont précisés dans les tableaux 9a et Sb (Lipscomb et al., 1999 et 2001).

I’ensemble des séquences étudiées figure en annexes 1 et 2.
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Domaine % homologie entre Domaine % homologie entre
fonctionnel de la les séquences fonctionnel de ia les séquences
protéine ollb humaine et canine protéine fllla humaine et canine
(Nu/Aa) (Nu/Aa)
Protéine entiére >78/>83 Protéine entiére 92 /96
Cytoplasmique 85/79 Cytoplasmique 89 /100
Transmembranaire 83/86 Transmembranaire 93/97
Extracellulaire 86783 Extracellulaire 92796
1° liaison calcium 94/92 Liaison ligand 94 /95
2° liaison calcium 78/100 Liaison fibrinogéne 97 /100
3° liaison calcium 89/92 Ca2+ dépendante
4° liaison calcium 86/92

Tableaux 9a et 9b : Pourcentages d’homologie des séquences nucléotidigues (Nu) et

aminées (Aa) canines par rapport aux séguences humaines analogues, pour la protéine allb

(tableau 9a, 4 gauche) (Lipscomb ef al., 2001) et pour la protéine Billa (tableau Sb, a droite)
(Lipscomb ef al., 1999)

En méme temps que des équipes travaillent sur le séquencage des génes codant pour
Iintégrine allbB3, d’autres cherchent 2 identifier les défauts moléculaires responsables de la
thrombasthénie de Glanzmann chez le Chien.

En 1999, la mutation responsable de la thrombasthénie de Glanzmann de I'Otterhound est
identifiée dans le géne codant pour la Gplib : il s’agit d'une substitution isolée d’'un nucléotide
(G—C) dans I'exon 12 (codon 367, position 1100), entrainant la substitution d'une histidine
par un acide aspartique au niveau du troisiéme domaine de liaison pour le calcium (figure
31). Le chien affecté est homozygote pour l'alléle muté (G—C) tandis que le porteur est
hétérozygote (Boudreaux et Catafalmo, 1999 et 2001).

367 374
D L DH R D G Y N D v A v

Human GAC CTC GAC CGG GAT GGC TAC AAT GAC ATT GCA GIG
Dog GAC CTC GAC CGG GAC GGC TAC AAC GAT GTT GCA GTG
OH GAC CTC GAC CGG GAC GGC TAC AAC GAT GTT GCA GTG
OHC GAC CTC G(;AC CGG GAC GGC TAC AAC GAT GIT GCA GTG

Affected GAC CTC CAC CGG GAC GGC TAC AAC GAT GIT GCA GTG

Figure 31 : Comparaison des séguences codant pour le troisiéme domaine de liaison du
calcium de la Gp b chez 'Homme, un chien normal. un Otterhound normal (« OH »), un
porteur (« OHC »), et un thrombasthénigue {d’aprés Boudreaux et Catafalmo, 2001}

La substitution (A—>G) mise en évidence quelques paires de bases plus loin {codon 374) est
présente chez tous les chiens mais pas chez fHomme, elle correspondrait donc a un
polymorphisme spécifique.
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Une aufre substitution (C—>T) apparait dans I'exon 17 (codon 503), mais seulement chez 2
Otterhound affectés, 1 porteur et 2 non affectés ; aucun chien contrdle de race différente ne
présente cette mutation qui ne semble pas, par ailleurs, affecter la stabilité du complexe
Gpilb/ilia. Il pourrait donc s’agir d’'un polymorphisme racial (Boudreaux et Catafalmo, 2001).

En se basant sur les études menées chez 'Homme, on peut penser que la mutation (G—C)
identifiéee dans Yexon 12 entraine une modification de charge de la Gpllb ainsi que
Fapparition d’'un cycle imidazolé transformant complétement la structure du complexe. Ce
changement de conformation serait a l'origine d’'une déstabilisation sévére du complexe
Gplib/lila, d'ol une diminution de son expression & la surface des plaquettes. La présence
en faible quantité de Gpllla s'expliguerait par la seule atteinte du géne codant pour la Gplib
(Boudreaux et Catafalmo, 2001).

3 — Thrombasthénie de Glanzmann chez le chien Montagne des
Pyrénées

a — Description des premiers cas

Le premier cas est décrit en 1996 par Boudreaux ef al. : il s'agit d’'une chienne Montagne des
Pyrénées agée de 8 mois présentant des saignements gingivaux et une épistaxis chronique
depuis Fage de 6 mois. La numération plaquettaire et la concentration en FVW :Ag ne
permettent pas d'expliquer ces saignements.

Les tests des fonctions plaguettaires montrent un défaut de rétraction du clou plaquettaire
ainsi qu'un défaut d'agrégation en réponse a la plupart des agonistes (ADP, collagéne,
thrombine, PAF), méme si le changement de conformation se produit normalement. L'étude
de morphologie piaquettaire en microscopie optique et éiectronique ne révéle rien d’anormal.
En revanche le «release » de sérotonine est diminué et le fibrinogéne plaquettaire
anormalement bas.

L'électrophorése des protéines membranaires marquées a I1'* ne permet pas la détection
des Gpllba et llla, alors que les autres protéines (la, ba et lla) sont présentes en quantités
normales (figure 32). La Gpllbp est également diminuée. La cytométrie de flux parvient
néanmoins & détecter quelques Gpllia suggérant, comme chez 'Otterhound, un défaut dans
le géne codant pour la Gplib.

Cette thrombopathie ressemble donc fortement a celle déja décrite chez I'Otterhound,
excepté en ce qui concerne la morphologie des plaquettes et fa distribution des Gpl et il
(Dodds, 1967) (Raymond et Dodds, 1979). Mais ia description des nouveaux cas de
thrombasthénie chez I'Otterhound permettra de constater la forte similitude entre ces deux
thrombopathies (Boudreaux et Catafaimo, 1999 et 2001).

Un deuxidme cas de thrombopathie chez un Montagne des Pyrénées est décrit par
Lipscomb et Boudreaux en 2000. Les tests des fonctions plaguettaires ne sont pas effectués
par manque de disponibilité mais 'analyse génétique révelera un défaut identique a celui
décrit dans le premier cas. L'étude des parents et fréres et sceurs de portée montrera que
les parents et trois fréres et sceurs de portée sont également porteurs de 'affection.
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Figure 32 ; Autoradiographie d’une électrophorése bidimensionnelle des glycoprotéines
membranaires d’un chien normal (A) et d’'un Montagne des Pyrénées thrombasthénique {B)
(Boudreaux ef al., 1996)

b — Support génétique de la maladie

En 2000, Lipscomb ef al. identifient la mutation responsable du deuxiéme cas de
thrombasthénie de Glanzmann chez le Montagne des Pyrénées : il s'agit d’une insertion de
14 pb au niveau de I'exon 13 du géne codant pour la Gpllb, entre les nucléotides 1374 et
1387 (figure 33). Cette insertion affecte la portion du géne codant pour le quatriéme domaine
de liaison pour le calcium et consiste en une répétition des nucléotides 1360 a 1373. Elle
entraine une modification du cadre de lecture de 'ARNm (création de 42 codons aberrants)
et la formation d'un codon-stop prématuré. La séguence aminée de la protéine allb est donc
transformée a partir de I'acide aminé en position 427. De plus, la protéine est fronquée par
absence des domaines transmembranaires et cytoplasmiques et d'une partie du domaine
extracellulaire, dont le quatriéme site de fixation du calcium. Or, ce site de fixation est
important pour la stabilité et le transport intracellulaire du complexe allbp3 jusqu'a la surface
des plaquettes. En se basant sur les études menées chez 'Homme, on peut penser que
cette mutation entraine un défaut de fransport du complexe (méme si 'assemblage des deux
sous-unités a lieu correctement), d'oll un défaut d’expression & la surface des plaquettes.
L'étude familiale montre par ailleurs que les parents et trois fréres et sceurs de portée de ce
chien sont hétérozygotes pour Falléle muté, donc porteurs de Faffection (Lipscomb ef af.,
2000).

La mutation responsable du premier cas de thrombasthénie de Glanzmann (Boudreaux ef
al., 1996) est double : on trouve d'une part l'insertion de 14 pb déja observée chez l'autre
chien, et d'autre part un défaut d'épissage (« splicing ») de Tlintron 13 (Lipscomb et al.,
2000). Le défaut de transcription occasionné par cefte insertion entrainerait un changement
de conformation du préARNmM qui rendrait le site de « splicing » inaccessible. 1 est probable
que quelques préARNm subissent fout de méme un « splicing », mais l'insertion des 14 pb
entraine de toute maniére une modification du cadre de lecture et la formation d'un codon
stop prématuré.
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Normal cDNA
Normal Genomic
Case 1

Normal cDN&
Normal Genomic
Case 1

Normal Genomic
Case 1

Normal Genomic
Case 1

416 4123 427 429
G F G 13 S L R G A T D I/MD/V D/P
GGCTTCGGCTTCTCCCTGCGAGGTGCCACAGACATCGATGAC

——————————————————————————————————— G-TGCCA
T
1360 1374
432 433
N/Q G/T ¥/S P/M
ARTGGATACCCAG

————————————— gtggecctagaatgectccagetagocaa

CAGAC—--CGATGACRAATGGATACCCAGGTGGCCCTAGRATGC
] T D T Q VA L-EC
1387 (434} (443)

gaggggctctcgggcattagatggagataatgaaagacacag

CTCCAGCTAGCCAAGAGGGGCTCTCGGGCATTAGATGGAGAT
L 9 L A KR GG S R A L DG D

{444) (457)

tcaggggtctatgcececgectgagigttctgatectt
AATGAARGACACAGTCAGGGGTCTATGCCCCGCTGA
N E RH 8 g &6 S M P R Ter

(458) {468)

Figure 33 : Comparaison des séguences de 'exon 13 du géne codant pour ia Gpllb

chez un chien normal {« normal genomic ») et un Montagne des Pyrénées

thrombasthénigue (« case 1 »} (Lipscomb et al.. 2000)

L'intron 13 est figuré par la séguence écrite en minuscules. Le site normal de « splicing » est souligne.

En définitive, qu'il y ait ou non défaut de « splicing », il existe toujours une modification du
cadre de lecture a cause de linsertion des 14 pb, d’ol la production d’'un ARNm instable,
d’une protéine allb tronquée, et un défaut d’expression des complexes allbp3 a la surface

des plaquettes.

Quelques rappels de biologie moléculaire peuvent étre utiles a la compréhension de ces

mutations (encadré 3).
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Encadré 3 : Structure d’'un géne et étapes amenant son expression
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B — Anomalies de transduction du signal

1 — Thrombopathie du Basset hound

a - Description des premiers cas (Johnstone et Lotz,

1979)

En 1979, Johnstone et Lotz décrivent chez le Basset hound un défaut hémostatique
héréditaire : depuis trois générations, plusieurs individus d’'une méme famille présentent des
troubles hémorragiques (épistaxis, gingivorragies, pétéchies sur les muqueuses et la peau).
La généalogie de ces chiens est présentée dans la figure 34. Le premier cas étudié est un
chiot méle de 7 mois (chien A) présentant des hémorragies gingivales et gastro-intestinales
récurrentes ; un frére de portée a di étre euthanasié 4 l'age de 3 mois a cause d'une anémie
sévére réfractaire ; un autre frére de portée a également di étre euthanasié a 'age de 8
mois & cause d'épisodes répétés de boiterie ; ces problémes ont pu étre reliés a des troubles
de hémostase. Une sceur de portée (chien B) sans historique de saignements a pu
participer & Pétude; des tests ont montré par la suite que ce chien était porteur
asymptomatique du défaut plaquettaire. Trois autres chiens affectés cliniquement (chiens C,
E et G) et deux porteurs (chiens D et F) issus du méme couple initial ont ensuite été
détectés.

o B E

I T ®

B O tcmictmee
@ Porteur (femelle)

W
® Mort 4 la naissance ou peu aprés

R
Euthanasié 3 cause de problémes médicaux

Non disponible pour le test

Figure 34 : Généalogie des premiers Bassets hound affectés

(Johnstone et Lotz, 1979)
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L'étude familiale suggére une fransmission autosomale récessive car les deux sexes sont
atteints et seuls les individus homozygotes manifestent des symptémes.

Les tests initiaux de dépistage sont en faveur d'une thrombopathie constitutionnelle
intrinséque : la numération plaguettaire et les tests de coagulation sont normaux chez tous
les chiens. La rétraction du clou plaquettaire est également normale. Le temps de
saignement est allongé chez les individus atteints (A, C, E, G) mais normal chez les
porteurs. La mesure de lactivité du FYW (par étude de i'agrégation a la ristocétine) ne
montre pas de différence significative entre les chiens affectés, les porteurs et les chiens
sains.

Des tests spécifiques des fonctions plaquettaires sont entrepris, ils montrent un défaut
d’adhésion (diminution de la rétention des plaquettes sur billes de verre) et d’agrégation
plaquettaire. Les chiens affectés (homozygotes) présentent un défaut d'agrégation en
réponse a 'ADP et au collagéne, tandis que les porteurs (hétérozygotes) ont une agrégation
déficitaire uniqguement en réponse au collagéne (figure 35) ; la thrombine induit une réponse
normale mais retardée.
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hounds hounds B

Figure 35 : Agrégation plaquettaire en réponse a 'ADP (A) et au collagéne (B)
chez un chien normal, un Basset hound aifecté et un Basset hound porteur
{Johnstone et Lotz, 1979)
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Chez les individus porteurs, 'agrégation induite par 'ADP serait suffisante & la formation
d'un clou plaquettaire, ce qui pourrait expliquer le temps de saignement normal. Le défaut
d’agrégation en réponse au collagéne pourrait étre di a un probléme d’adhésion au sous-
endothélium et donc d’activation plaquettaire (Johnstone et Lotz, 1979).

Ces résultats montrent aussi que le test de rétraction du ciou plaquettaire, habituellement
utilisé par les laboratoires pour metire en évidence un dysfonctionnement piaquettaire, est
insuffisant pour diagnostiquer une thrombopathie puisqu'’il se révéle ici normal chez tous les
chiens.

La thrombopathie du Basset hound est alors la deuxiéme décrite dans I'espéce canine.
Johnstone et Lotz la comparent a la thrombopathie décrite chez I'Otterhound (Dodds, 1967)
et relévent des différences notables : les plaquettes des Bassets hound ont une taille
normale, la rétraction du clou est normale et 'agrégation induite par 'ADP n'est pas modifiée
chez les hétérozygotes. lls émettent tout de méme Fhypothése d’'un défaut structurel et/ou
fonctionnel des récepteurs membranaires, comme ceia a été rapporté chez 'Homme dans la
thrombasthénie de Glanzmann et le syndrome de Bernard-Soulier, et chez !'Otterhound
(Raymond et Dodds, 1979).

Dans les années qui suivent, plusieurs équipes de chercheurs vont se pencher sur cette
nouvelle thrombopathie et tenter d'identifier le défaut moléculaire a l'origine du defaut
plaquettaire.

b — Caractérisation du défaut plaquettaire

En 1985, Patterson ef al. étudient I'agrégation et la sécrétion des plaquettes de chiens
affectés en microscopie électronique en réponse a une stimulation par FADP (figure 36). ils
effectuent les observations suivantes résumées dans le tableau 10 :

Plaquettes d’un chien Etat Plaquettes d’un Basset
normal hound affecté
_é';;’rﬁgsd:js::;‘éz gi(:pn;?;?é . Plaquettes citratées -Pas de différence significative
(flache noire) au repos de morphologie
-Emission de pseudopodes
(feéches blanches) -Emission de pseudopodes
-Pas de centralisation des 5 -Centralisation des granules par
granules ni de formation de ‘::’»_0 S?Ct? ndes aF;el;sP les microtubules (fléche noire)
microtubules stimulation par -Défaut d’agrégation
-Agrégation partielle -Absence de granules denses
-Présence de granules denses
] . - . -Méme morphologie qu'a 30
_Prgsgerﬁg:g:';zﬂsgi: 3::::&3 100 secondes aprés secondes aprés stiumulation
non centralisés stimulation par PADP -Défaut d’agrégation
-Absence de granules denses
-Abhsence d’agrégation
-Agrégation totale 5 -Dissociation apparente des
-Présence de granules denses 1;00 s[e :o ndesre:!:'gi microtubules
en faible nombre stmutation pa -Pseudopodes encore présents
-Absence de granules denses

Tableau 10 ; Modifications observées lors du suivi de I'agrégation des plaquettes d'un chien
normal et d'un Basset hound affecté (d'aprés Patterson et al., 1985)
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< Chien normal

Basset hound
affecté —»

Plaquettes citratées

30 secondes aprés
stimulation par ADP

100 secondes aprés
stimulation par ADP

200 secondes aprés
stimulation par ADP

Figure 36 : Suivi de I'agrégation des plaquettes d'un chien normal {a gauche) et d'un Basset
hound affecté (a droite) en microscopie électronigue a transmission (x9000)
(Patterson ef al., 1985)
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Patterson ef al. constatent comme leurs prédécesseurs que la thrombine induit une
agrégation retardée et un « release » normal. lls soulignent aussi la rapidité du « release »
d'ATP chez les chiens affectés (6 fois plus rapide que chez les chiens normaux) ; la quantité
d’ATP libérée est normale par ailleurs.

Pour expliquer le défaut d’agrégation constaté, ils émettent I'hypothése d’'un défaut des
complexes Gplib/illa calcium dépendants. L'incapacité des plaquettes a lier le fibrinogéne ou
a exposer ces récepteurs pourrait étre liée & ta rapidité du « release » d'ATP, « release »
pouvant lui-méme résulter d’'une anomalie de mobilisation du calcium (Patterson et al.,
1985).

Dans le méme temps, Boudreaux et al. constatent que Ia concentration en AMPc des
plaquettes de chiens affectés est anormalement élevée (supérieure de 30 a 90% a la
concentration normale). Cette augmentation, 3 l'origine d’'une séquestration du calcium
causerait un défaut de sécrétion plaquettaire et d'expression des Gplib/lila, d'ol un défaut
d’agrégation. Boudreaux et al. émettent donc I'hypothése que la thrombopathie du Basset
hound serait lié¢e & un défaut biochimique dans la transmission du signal d'activation
plaquettaire par FAMPc (Boudreaux ef al., 1985).

En 1986, Catafalmo ef al. étudient cette thrombopathie chez 16 Bassets hound (13 atteints
et 3 porteurs). lis confirment le défaut de rétention sur billes de verre et le défaut
d’agrégation en réponse a la plupart des agonistes, sauf a la thrombine qui induit une
réponse normale mais retardée (figure 37). La morphologie des plagqueties est normale en
microscopie électronique. Le contenu des granules en fibrinogéne, en nucléotides, et la
capture de sérotonine ne révélent rien d’anormal. En revanche, un défaut de sécrétion du
contenu des granules denses est noté ; il pourrait étre lié a un défaut de second messager.
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Fiqure 37 : Agrégation plaquettaire en réponse & FADP _(A),
a I'acide arachidonique {B), au ccllagéne (C) et a la thrombine (D
chez un chien normal ef un Basset hound affecté (Catafalmo ef al., 1986)
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L'étude des glycoprotéines membranaires ne révéle pas d'anomalie (figure 38).
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Fiqure 38 : Distribution des glycoprotéines membranaires b, Itb, llla et ilib
chez chien normal et un Basset hound affecté (Catafalmo et af., 1986)

Catafalmo et al. constatent comme Patterson et al. une anomalie dans le changement de
conformation des plaquettes, et notent un défaut d'interaction des plaquettes affectés avec le
fibrinogéne lors de stimulation par des doses physiologiques de thrombine ou des doses
élevées d'ionophores de calcium. Or ces agonistes induisent normalement une
augmentation du calcium cytosolique, qui initie une cascade de réactions parmi lesquelles
Fexpression des récepteurs au fibrinogéne. Ces résultats tendent donc & montrer un défaut
d'utilisation ou de mobilisation du calcium gui expliquerait aussi le défaut de sécrétion des
granules denses. L'AMPc pourrait étre impliqué car cet inhibiteur du second messager
antagonise la mobilisation du calcium (autrement dit, entraine sa séquestration) (Catafalmo
et al., 1986).

L’ensemble de ces études suggére donc un défaut de transduction du signal impliquant
FAMPc, mais I'anomalie biochimique exacte demeure inconnue.

En 19886, 'énigme semble résolue : Boudreaux ef al. montrent qu'un défaut d’activité de la
phosphodiestérase pourrait étre a l'origine de la concentration plaquettaire élevée en AMPc
(Boudreaux et al., 1986b).
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2 - Thrombopathie du Spitz (Boudreaux ef al., 1994)

En 1994, Boudreaux et al décrivent chez deux chiens Spitz un dysfonctionnement
plaguettaire semblable a la thrombopathie déja décrite chez le Basset hound. Le premier
chien (chien 1) est un Spitz femelle 4gée de 3 ans % présentant une épistaxis bilatérale
depuis 3 mois. Le deuxiéme chien (chien 2), également une femelle, est plus jeune mais
présente des saignements mugqueux chroniques et intermitients depuis plusieurs mois.
Aucun lien familial n'a pu étre mis en évidence enfre ces deux chiens. La numération
plaquettaire, les tests de coagulation et le dosage du FvW :Ag sont dans les limites des
valeurs usuelles et insuffisants pour expliquer les symptomes observés ; les PDF sont
légérement augmentées. Deux chiens males issus des mémes parents que le chien 2
participent a I'étude (chiens 3 et 4); sans jamais avoir présenté de saignements. Trois
chiens normaux (deux Spitz males et une femelle) sont utilisés comme témoins.

Les tests des fonctions plaquettaires montrent chez les chiens atteints une absence
d’agrégation en réponse a 'ADP, au collagéne et au PAF, et une agrégation normale mais
retardée en réponse & la thrombine (figure). Ces observations sont similaires & celles
effectuées chez le Basset hound.

Chez les chiens potentiellement porteurs (chiens 3 et 4), le collagéne induit une agrégation
plaquettaire réduite (figure 39). Cela a aussi été observé chez les Bassets hound

hétérozygotes.
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Figure 39 : Agrégation plaquettaire en réponse a la thrombine, a 'ADP, au collagéne et au
PAF chez un Spitz normal, un Spitz affecté (« Affected Spitz ») et un Spitz potentiellement
porteur (« Possible Carrier Spitz ») (Boudreaux ef al., 1994)
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Les deux Spitz atteints montrent une diminution de la sécrétion de sérotonine en réponse au
collagéne (également observé chez le Basset hound) et au PAF. En revanche le « release »
est normal aprés stimulation a la thrombine.

Le changement de conformation des plaquettes se produit quel que soit I'agoniste utilisé, ce
qui montre que la liaison avec les récepteurs a bien lieu. De plus, la cytométrie de flux
permet la détection de Gpllla a la surface des plaquettes. Une anomalie de récepteur n’est
donc pas a Forigine du défaut plaquettaire.

Les premiers tests réalisés sur les plaquettes de Spitz atteints tendent donc & montrer le
méme type de dysfonctionnement que celui décrit chez le Basset hound. li s’agirait d’'une
anomalie de second messager entrainant un défaut d'agrégation et de sécrétion.
Néanmoins, en l'absence d'investigations plus poussées concernant le métabolisme
plaquettaire, on ne peut que conclure & un défaut non identifié de transduction du signal.

Boudreaux ef al. ont constaté par ailleurs que le volume plaquettaire moyen des Spitz
atteints était sensiblement inférieur a celui des Spitz normaux; ce paramétre pourrait
éventuellement servir pour le dépistage de la thrombopathie du Spitz (Boudreaux et al.,
1994).

3 — Autres thrombopathies possibles

Des défauts semblables existent certainement dans d’autres races et chez des chiens issus
de croisements. Callan ef al. décrivent en 1991 deux cas possibles de thrombopathie liée a
un défaut de transduction du signal.

Le premier cas est un Boxer blanc agé de 2 ans (chien 1) ayant présenté des saignements
prolongés et des ecchymoses suite a une castration un an auparavant et une blessure
datant de 2 semaines. Le deuxiéme cas est une chienne croisée agée de 10 mois (chien 2)
souffrant de saignements muqueux et cutanés intermittents (hémochiasis, hémorragie aprés
chute des dents de lait, pétéchies et ecchymoses) ; cette tendance aux saignements se
manifestera par une hémorragie importante lors de I'ovariohystérectomie pratiquée a I'age
d'un an. Ces deux chiens ne présentent ni thrombopénie ni anomalie des facteurs de la
coagulation permettant d'expliquer les saignements observés. De plus, la concentration en
FvW :Ag est normale. Ces résultats suggérent donc un dysfonctionnement plaquettaire qui
semble plus hérité qu'acquis a cause de la tendance persistante a saigner depuis le plus
jeune Aage, en l'absence de désordre systémique ou d'exposition chronique a des
médicaments ou toxiques qui poutraient affecter le déroulement de 'hémostase primaire.

Les tests des fonctions plaquettaires sont donc entrepris : a I'age de 2 ans puis 15 et 19
mois plus tard pour le chien 1, et a I'age de 10 mois puis 1 mois plus tard pour le chien 2. A
chaque fois, le temps de saignement est mesuré. Les deux chiens ont, au moins a une
reprise, un TS prolongé, ce qui montre bien l'utilité de ce test dans I'évaluation de la fonction
hémostatique. Cependant, le chien 1 a eu par la suite et a deux reprises un TS a la limite de
la normale, ce qui montre aussi la variabilité des résultats de ce test. La mesure du temps de
saignement ne permet donc pas d'identifier tous les patients atteints d’un dysfonctionnement
plaquettaire.

Les tests d’agrégation montrent chez les deux chiens une agrégation minime voire absente

en réponse a ADP et au collagéne (figure 40). La thrombine produit une agrégation
moyenne. Tous les agonistes induisent un changement normal de conformation.
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Figure 40 : Agrégation plaguettaire en réponse a FADP (a gauche) et au collagéne (a droite}
chez le chien 1, le chien 2 et un chien normal (Callan et al., 2001)

L’existence d’'une trés iégére agrégation apres stimulation des plaquettes affectées suggére
qu'un défaut de la phase sécrétoire pourrait étre responsable de leur dysfonctionnement.
Cependant, les concentrations des plaquettes en nucléotides (ADP et ATP) sont normales,
de méme que les quantités de mitochondries, de granules denses et a, et de réticulum. Ces
observations permettent d'exclure un défaut de stockage par les granules.

La morphologie et la taille des plaquettes sont évaluées. Dans les deux cas, la morphologie
est normale. Les plaquettes du chien 1 ont un diameétre compris dans les valeurs usuelles,
mais les plaquettes du chien 2 ont une taille augmentée, en plus d'étre en nombre
modérément inférieur a la normale et de maniére persistante.

La microscopie électronique réveéle la présence des récepteurs Gpllb/llia et Gplb chez le
chien 1, elle montre également leur capacité a transloquer correctement le fibrinogéne a la
surface des plaqueties.

L’étude des glycoprotéines membranaires n'est pas effectuée chez le chien 2 mais Callan ef
al. excluent une thrombasthénie de Glanzmann a partir des résultats des tests d’agrégation.
lls tentent de comparer [e cas du chien 2 aux thrombopathies déja décrites chez 'Homme et
caractérisées par une thrombopénie et une taille augmentée des plaquettes. Dans le
syndrome de Bernard-Soulier (déficience en Gplb), l'agrégation plaquettaire est normale en
réponse a ’ADP, au collagéne et a la thrombine. Ce n’est pas le cas du chien 2,

Les profils d’agrégation de ces deux chiens suggérent plutdét, comme chez le Spitz, un
trouble de transduction du signal entrainant un défaut sécrétoire (Callan ef al., 2001). Des
investigations compiémentaires sont nécessaires car 'anomalie peut porter sur la libération
de l'acide arachidonique, la cyclooxygénase, la synthése de thromboxane A2, les récepteurs
au thromboxane A2, ou encore la mobilisation du calcium intracellulaire.
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C — Anomalie des granules plaquettaires : Maladie du pool
vide du Cocker américain (Callan et al., 1995}

En 1995, Callan ef al. identifient un nouveau type de thrombopathie dans trois familles de
Cocker américain.

Cing chiens participent a I'étude :

Pour la famille 1 :

- un chien méale (chien 1), décédé soudainement des suites d'une hémorragie oro-
pharyngée a lage de 7 ans, mais ayant présenté & plusieurs reprises des
saignements depuis I'age de 8 mois ; la généalogie révéle des saignements excessifs
chez plusieurs membres de cette famille : un frére de portée décédé a I'age 6 mois
des suites d'une hémorragie, et deux auires chiens dont le chien 2 ;

- une chienne (chien 2) d'une portée antérieure mais de mémes parents.

Pour la famille 2 :

- un chien male (chien 3), 4gé de 10 ans, présenté pour hémorragie intestinale
chronique ;

- une sceur de portée (chien 4) ayant présenté une anémie régénérative sévére, sans
sighes d’hémolyse et ni identification d’'une source de saignement. Un accouplement
accidentel entre les chiens 3 et 4 a donné des descendants qui sont tous morts a
lage de 2 ans des suites d’hémorragies.

Pour la famille 3 :

- un chien male (chien 5), 4gé de 12 ans, présenté pour hematurie et hématome intra-
vésical associé a des neoplasies prostatiques et vésicales.

L’étude familiale, bien qu’incompléte, suggére un mode de transmission autosomal récessif.
En effet, les chiens malades sont nés de parents sains, et le croisement de deux chiens
affectés a donné une progéniture également affectée morte rapidement.

Aucun des 5 chiens testés ne présente de thrombopénie, d'anomalie des tests de
coagulation et ou du FvW :Ag pouvant expliquer les saignements observés. Quatre chiens
ont un temps de saignement prolongé (non mesuré chez le chien 2). La rétraction du clou
plaquettaire est normale. Tous les résuitats sont comparés a ceux d’'un groupe témoin
constitué de 5 chiens de chaque famille et de 2 autres chiens.

Les tests des fonctions plaquettaires montrent chez 3 chiens un défaut d’agrégation en
réeponse & I'ADP et au collagéne. Le profil d’agrégation varie d'un chien a lautre:
I'agrégation débute puis stoppe chez le chien 1, elle est absente chez le chien 2 et diminuée
chez le chien 3. L'existence d’'une premiére vague d’agrégation {chien 1, figure 41) suggere
un défaut de sécrétion a lorigine du dysfonctionnement plaquettaire.
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Figure 41 ; Agrégation plagueitaire en réponse a I'ADP chez un Cocker

affecté {« 5-SPD ») et un chien normal {« Control »} (Callan ef al., 1995)

Un défaut de sécrétion peut étre di1 & une anomalie de transduction du signal comme cela a
été montré chez le Basset hound et le Spitz, ou a une anomalie portant sur le contenu et/ou
le nombre des granules plaquettaires.

Les plaquettes d’un chien normal contiennent de 'ATP et de 'ADP dans des proportions
sensiblement équivalentes a celles de 'Homme. Dans les plaquettes humaines normales,
environ 65% du contenu total en ATP/ADP est stocké dans les granules denses ; le reste se
trouve dans le cytoplasme et participe au métabolisme plaquettaire général. Ces proportions
sont & peu prés constantes, de sorte que le ratio ATP/ADP des granules denses est de 2/3,
alors que le ratio ATP/ADP du pool métabolique est 9/1; le ratic ATP/ADP du pool
plaguettaire total est donc inférieur & 2,5.

Ici, I'estimation du contenu des plaguettes en nucléotides ne monire pas de différence
quantitative entre les chiens affectés et les chiens sains en ce qui concerne 'ATP. En
revanche, 'ADP est nettement déficitaire dans les plaquettes « anormales » (25% de la
quantité normale), d'olt une augmentation du ratio ATP/ADP (8,32 au lieu de 1,9 chez les
chiens témoins). Cette augmentation est également observée chez I'Homme lors de défaut
de stockage dans les granules denses (« 5-storage pool defect »).

L'étude de la capture et de la rétention de sérotonine permet d’'évaluer la capacité de
stockage des granules plaquettaires. En effet, la sérotonine n'est pas synthétisée par les
plaquettes mais capiée a partir du plasma et stockée dans les granules denses. En cas
d'anomalie de stockage dans ces organites, la sérotonine est normalement captée et
internalisée dans les granules, par contre elle est rapidement métabolisée par la monoamine
oxydase plaquettaire de sorte que ses métabolites diffusent en dehors des cellules. l.a
mesure du « release » plaquettaire permet donc d'estimer indirectement la quantité de
sérotonine stockée dans les granules denses.

Dans I'étude de Callan ef al., des plaquettes normales et des plaquettes issues d'un ou de
plusieurs chiens affectés sont incubées en présence de sérotonine marquée au “C. Aprés
20 minutes d'incubation, les plaquettes de 3 chiens affectés monfrent un faux de capture
similaire a celui des chiens témoins. Quatre heures d'incubation sont nécessaires pour
évaluer la rétention de sérotonine : les plagueites d’'un chien affecté montrent un taux de
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rétention similaire a celui des chiens témoins. La capture et la rétention de sérotonine étant
apparemment normales, cela signifie qu'il existe des structures analogues aux granules
denses dans les plaguettes affectées.

La microscopie électronique a transmission permet d’estimer le nombre et Papparence des
granules denses. Les plaquettes de 3 chiens normaux et de 2 Cockers affectés sont
observées et les granules denses dénombrés. Des fléches indiquent leur position sur la
figure 42. Les chiens témoins présentent respectivement et en moyenne : 0,04, 0,08 et 0,13
granule par plaquette ; les chiens affectés : 0,12 et 0,17 granule par plaguette. Le nombre de
granules denses identifiables est donc similaire. L’étude plus poussée de la morphologie des
granules denses ne monire pas de différence.

Figure 42 : Images en microscopie élecfronigue a transmission de plaquettes
d'un chien normal (A) et d'un Cocker affecté (B) (Callan et al., 1995)

En résumé, cette thrombopathie ressemble fortement au défaut de stockage des granules
denses (« 3-SPD ») connu chez 'Homme : on observe chez les chiens étudiés fa méme
variation de réponse aux tests d’agrégation (seul le chien 1 présente un profil typique) et la
méme augmentation du ratio ATP/ADP (diagnostique a elle seule d'un « 3-SPD » chez
FHomme). En revanche, ie nombre et ia morphologie des granules denses sont normaux,
alors que leur absence ou réduction marquée est typique chez 'Homme.

Le méme type d'affection a été décrit chez des veaux Hereford, des visons Aléoutiens, des
chats persans, des souris beiges (alors associée a un syndrome de Chediak-Higashi), et des
rats.

Les résuitats de cette étude mettent en évidence un défaut de stockage d'ADP dans les
plaguettes sans anomalie apparente des granuies denses: la capture et la rétention de
sérotonine sont normales, de méme que la morphologie et le nombre des granules. I
s’'agirait donc plutét d’'une anomalie isolée du stockage d'ADP, peut-étre due a un défaut
sélectif du transport d’ADP jusqu’aux granules denses. Des investigations compiémentaires
sont nécessaires pour comprendre fe mécanisme de stockage d’ADP dans les granules et
préciser la nature de cette anomalie. Le Cocker américain pourrait ainsi servic de modéle
animal pour I'étude des « 3-SPD » chez 'Homme.
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D — Anomalie_combinée de transduction du signal et des

granules plaquettaires : Hématopoiése cyclique du Colley
gris (Lothrop et al., 1991)

Cette maladie est décrite pour la premiére fois en 1967 chez un Colley gris. Cet animal
apparait alors comme un excellent modéle d’étude de la neutropénie cyclique humaine, ol
des augmentations et des diminutions cycliques du nombre des cellules sanguines sont
observées. L’hématopoiése cyclique est sans doute liée a une anomalie des cellules
souches primitives de la moelle osseuse, affectant par la suite toutes les lignées cellulaires.

Des études cliniques ont monfré que la maladie est présente dés la naissance chez le Chien.
Les neutropénies cycliques sont généralement associées a une thrombocytose et une
réticulocytose cycliques, suivies de peu par une monocytose marquéee. Le myélogramme
montre une prédominance alternée des lignées érythroide et myéloide, compatible avec les
modifications périphériques observées. Des variations cycligues ont également été
observées dans les taux d’'EPO, de facteurs de stimulation et d’activité... Ces variations sont
a relier avec celles des cellules pluripotentes souches, comme le confirme la greffe de
moelle osseuse normale qui rétablit un profil hématopoiétique normal chez un chien atteint.

En ce qui concerne les plaguettes, outre les cycles de thrombocytose observés, des
épisodes de défauts d'adhésivité et de rétraction du clou plaquettaire ont aussi été mis en
avidence, indépendamment des épisodes neutropéniques. Ces défauts sont corrigés par
transplantation de moelle osseuse normale. Des études ont montré une agrégation
plaguettaire réduite en présence de collagéne et un défaut de stockage de sérotonine dans
les granules denses.

L'agrégation plaquettaire, la capacité de stockage des granules et de phosphorylation des
protéines ont été explorées de maniére plus détaillée par Lothrop ef al. en 1991. Leur étude
confirme notamment le défaut d’agrégation plaquettaire déjd observé en réponse au
collagéne : l'agrégation est fortement diminuée chez les individus homozygotes,
modérément chez les individus hétérozygotes. Un défaut d'agrégation est aussi noté en
réponse au PAF et 4 la thrombine. Lothrop et al. constatent par ailleurs une diminution de la
quantité de sérotonine stockée dans les granules denses chez les homozygotes, une
réduction du pool plaquettaire dATP et d'/ADP, et un défaut de phosphorylation des
protéines de 40 kD (cibles de Ia protéine kinase C).

Ces résultats suggerent en premier lieu 'existence d'un défaut de stockage des granules
denses. Cependant, un « 8-SPD » isolé n’explique pas tout, car les chiens héterozygotes
présentent une agrégation intermédiaire alors que le contenu des granules plaquettaires est
a priori normal (si un « 3-SPD » était seul en cause, la quantité de sérotonine stockée serait
diminuée) ; de plus, I'ajout de sérotonine ne permet pas d’obtenir une agrégation normale.

Le défaut d'agrégation en réponse a la thrombine, au PAF et au collagéne suggére une autre
anomalie. En effet, ces agonistes stimulent normalement Pagrégation et la sécrétion
plaquettaires par l'intermédiaire de la phospholipase C qui hydrolyse les phospholipides
membranaires ; les produits obtenus (IP3 et DAG) jouent le réle de seconds messagers
grace a leur capacité respective & mobiliser le calcium ionisé et a activer la protéine kinase
C. Or, Lothrop et al. ont montré un défaut d'activation de cette enzyme, ce qui prouverait
Pexistence d’'une anomalie dans la transduction du signal.

D'autres études sont nécessaires pour déterminer si la combinaison de ces deux anomalies,
ou un défaut biochimique unique a leur origine, peut entrainer des défauts de stockage,
d'agrégation et de phosphorylation plaguettaires. La relation entre ces processus et les
cycles hématopoiétiques caractéristiques de la maladie est encore inconnue.
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E — Anomalie d’activité procoaqulante plaquettaire (Brooks et
al., 2002)

En 2002, Brooks ef al. découvrent un nouveau type de thrombopathie chez le Chien,
caractérisé par un défaut d'activité procoagulante plaquettaire, Rappelons que durant
Factivation, la membrane plaquettaire permet 'assemblage de complexes de coaguiation et
la genése de thrombine gréce & I'exposition de phosphatidylsérine (PS) et a la libération de
microvésicules également chargées de PS.

Brooks ef al. étudient un trouble hémorragique chez 5 chiens Berger allemand (2 males et 3
femelles) agés de 1,5 & 3 ans et appartenant 4 la méme colonie (coefficient moyen
d'inbreeding de 22,5%). La présence de ce désordre hémostatique au sein de cette colonie
est évidente depuis au moins 5 générations. Les males et les femelles sont affectés en
proportions sensiblement égales ce qui suggére un mode de transmission autosomal. Bien
que des tentatives d'exclusion des chiens porteurs aient été menés, quelgues chiens
affectés se sont quand méme reproduits et ont disséminé le défaut en dehors de la colonie.

Les 5 chiens étudiés présentent des signes cliniques évocateurs d'un trouble de 'hémostase
primaire (épistaxis, hyphema, hématomes intra-musculaires, saignements cutanés et
hématomes aprés chirurgie). Le temps de saignement, la numération et la morphologie
plaquettaires, les temps de coagulation, la rétraction du clou plaquettaire, la concentration en
FYW :Ag et la distribution des multiméres de FvW sont dans les limites de la normale.
l’agrégation et la sécrétion plaquettaires ne montrent pas non plus d’anomalie en réponse
aux différents agonistes habituellement utilisés (ADP, collagéne, thrombine). Le défaut
plaquettaire étudie ici différe donc des thrombopathies précédemment identifiées chez le
Chien.

Brooks et al. évaluent I'activité procoagulante plaquettaire grace 2 trois tests :

- le test de disponibilité du F3P

Une suspension de plaquettes lavées est mise en présence de kaolin et le temps de
coagulation est mesure. Le temps de formation du thrombus est deux fois plus long chez les
chiens atteints que chez les chiens normaux.

Le manque d'activité procoagulante semble causé par un défaut plaquettaire intrinséque car
des plaqueties « anormales » combinées a un plasma « normal » ne permettent pas la
formation du clou plaquettaire.

- la mesture de l'activité prothrombinase plaquettaire

Une suspension de plaquettes lavées est mise en présence de facteur X bovin et de
prothrombine bovine. Des échantillons sont prélevés a intervalies de temps réguliers et la
quantité de thrombine générée est estimée grace a son activité sur un substrat donné
(activité traduite par une variation de densité optique du mélange).

Chez les chiens normaux, la génése de thrombine est maximale avec les ionophores de
calcium, bonne avec la thrombine associée au collagéne, et intermédiaire avec la thrombine
seule. Chez les chiens atteints en revanche, seule une petite quantité de thrombine est
générée en réponse a ces agonistes.

La méme technique est utilisée pour mesurer de l'activité prothrombinase des globules
rouges sanguins. Aucune différence significative n'est notée.
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- le test de consommation de la prothrombine ou mesure du ratio prothrombine sérique

Des échantillons de sérum citraté sont mis en présence de fibrinogéne bovin. Le temps de
formation du clou plaquettaire est mesuré aprés ajout de thromboplastine et de calcium. La
concentration en prothrombine du sérum est comparée a celle d'un plasma préparé a partir
du méme prélévement sanguin. Le résultat est exprimé sous forme d’un ratio prothrombine
sérique : Ratio PT (%) = PT plasma/ PT sérum * 100

Plus il est élevé, moins la prothrombine est consommée. Le ratio PT des chiens normaux est
inférieur 2 60% au bout d’'une heure, alors que celui des chiens affectés est d'environ 90%.
Les porteurs ont un ratio PT normal mais pas de tendance aux saignements.

Brooks et al. utilisent ce test pour étudier le mode de transmission de la maladie, a partir des
croisements d’un chien male atteint avec trois femelles non affectées. Sur les 3 portées
obtenues, seuls 3 chiots sur 22 sont affectés (ratio PT élevé et tendance aux saignements).
Cette proportion est inférieure a celle attendue pour un caractére dominant a transmission
autosomale (que le male soit homozygote ou hétérozygote) et permet de supposer un
mécanisme de fransmission récessif de la maladie. La confirmation de ce mode de
transmission nécessite de réaliser des études de croisements plus poussées puis d'identifier
le défaut moléculaire sous-jacent.

Brooks ef al. s'intéressent également aux phospholipides plaquettaires et notamment a la
phosphatidylsérine, support de l'activité procoagulante plaquettaire.

La composition des phospholipides plaquettaires est évaluge par extraction au chloroforme
suivie d'une séparation par chromatographie liquide haute performance (HPLC). Aucune
difféerence n’est mise en évidence, la PS est présente en proportion équivalente dans les
plaquettes de chiens normaux et de chiens affectés.

En revanche, la cytométrie de flux révéle une diminution de Pexposition de PS ainsi gu'un
défaut de formation des vésicules en réponse aux ionophores de calcium, a la thrombine et
au collagéne. Quelques plaquettes stimulées par la thrombine associée au collagéne
semblent capables d'exposer la PS, mais avec une microvésiculation minime. Ces
anomalies sont compatibles avec l'incapacité des plaquettes a générer de la thrombine.

L'ensemble de ces résultats met en évidence la ressemblance de cette thrombopathie
canine avec le syndrome de Scott décrift chez 'Homme : ce trouble hémorragique rare
associe un défaut de translation de PS et une formation anormale de microvésicules a a
surface des plaquettes. La découverte d’un tel défaut chez le Chien confirme I'importance de
Pactivité procoagulante plaquettaire au cours de 'hémostase in vivo. Elle fournit surtout un
modéle animal pour l'étude des mécanismes impliqués dans le mouvement des
phospholipides membranaires et la formation des vésicules. Ces recherches permettront
peut-étre d'identifier le défaut moléculaire a l'origine du syndrome de Scott.
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F —~ Tableaux

récapitulatifs

des thrombopathies

constitutionnelles intrinséques identifiées chez le Chien

Les tableaux résument pour chaque thrombopathie :

- sa dénomination usuelle ;
- les races concernées ;

- les résultats des tests des fonctions plaquettaires ;

- les références des études citées ;
- la nature du défaut identifié.

THROMBASTHENIE DE GLANZMANN Otterhound
Fonction ou structure plaquelttaire explorée Résultat Montagne des Pyrénces
Rétraction du clou plaquetiaire N
Adhésion ™ Dodds, 1967
Agrégation : a plupart des agonistes Oay Raymond et Dodds, 1979
Sécrétion Boudreaux et al., 1996
Uitrastructure = Boudreaux et Catafalmo, 1999
Contenu des granules Fib ~ Lipscomb et al., 2060
Glycoprotéines membranaires : Gp lib/llla 0avy Boudreaux et Catafalmo, 2001
Métabolisme Boudreaux ef Lipscomb, 2001
Activité procoagulante plaquettaire

Défaut identifié

Déficit en récepteurs Gplib/illa

Tableau 11 : Tableau récapitulatif de la Thrombasthénie de Glanzmann chez le Chien
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THROMBOPATHIE DU BASSET HOUND
Basset hound

Fonction ou structure plaquettaire explorée Résultat
Rétraction du clou plaguettaire =
Adhésion N
Agrégation : a plupart des agonistes 0ax Johnstone et Lotz, 1979
Sécrétion k) Boudreatux et al., 1985
Ultrastructure = Patterson et al., 1985
Contenu des granules = Catafalmo et al., 1986
Glycoprotéines membranaires = Boudreaux et al., 1986b
Métabolisme *
Activité procoagulante plaquettaire

Défaut identifié

*Anomalie d’activité
phosphodiestérase (entrainant une
augmentation de FAMPc)

Tableau 12 : Tableau récapitulatif de la Thrombopathie du Basset hound

THROMBOPATHIE DU SPITZ Spitz
Fonction ou structure plaquettaire explorée Résultat * autres chiens...
Rétraction du clou plaquettaire =
Adhésion N
Agrégation : a plupart des agonistes 0av
Sécrétion N

Ultrastructure

= Boudreaux et al., 1994

Contenu des granules

Glycoprotéines membranaires

Métabolisme

Activité procoagulante plaquettaire

Défaut identifié

*Anomalie de transduction du signat
(défaut précis encore non identifie)

Tableau 13 : Tableau récapitulatif de la Thrombopathie du Spitz
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MALADIE DU POOL VIDE

Cocker américain

Fonction ou structure plaquettaire explorée

Résultat

Rétraction du clou plaquettaire

Adhésion

Agrégation : a 'ADP, au collagéne

Sécrétion

Ultrastructure

||y

Callan et al., 1995

Contenu des granules

>
| w)
)
"s

Giycoprotéines membranaires

Métabolisme

Activité procoagulante plaquettaire

Défaut identifié

Défaut de stockage d’ADP dans les
granules denses : «3-SPD »

Tableau 14 : Tableau récapitulatif de la Maladie du pool vide

HEMATOPOIESE CYCLIQUE DU COLLEY GRIS

Colley gris
Fonction ou structure plaguettaire explorée Résultat
Rétraction du clou plaguettaire N
Adhésion
Agrégation : sauf a TADP N
Sécrétion
Ultrastructure Lothrop et al., 1991
Contenu des granules Séro v

Glycoprotéines membranaires

Métabolisme

Activité procoagulante plaquettaire

Défaut identifié

Défaut combiné de stockage de
sérotonine et de *phosphorylation des
protéines

Tableau 15 : Tableau récapitulatif de 'Hématopoiése cyclique du Colley gris
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THROMBOPATHIE LIEE A UN DEFAUT
D'ACTIVITE PROCOAGULANTE PLAQUETTAIRE

Berger allemand

Fonction ou structure plaquettaire explorée

Résultat

Rétraction du clou plaquettaire

=

Adhésion

Agrégation

Sécrétion

Ultrastructure

Brooks et al., 2002

Contenu des granules

Glycoprotéines membranaires

Métabolisme

Activité procoagulante plaguettaire

«

Défaut identifié

Défaut d’activité procoagulante
plaquettaire

Tableau 16 : Tableau récapitulatif de la thrombopathie liée a un défaut d'activité

procoagulante plaguettaire
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L’identification progressive des thrombopathies héréditaires devrait conduire a mettre
en place, dans certaines races, un programme de sélection visant a en diminuer la
prévalence.

Les principes d'un tel programme figurent dans l'encadré 4.

Encadré 4 : Conseils pour la mise en place d'un plan d’éradication d’une affection héréditaire

(Johnson et al., 1988} (Ringot, 1998) (Brewer, 2002a et 2002b)

L’existence d'une maladie héréditaire au sein d'une race peut entrainer la mise en place d'un
plan d’éradication ou de controle de cette affection.

Jusqu'a présent, en France, seules la dysplasie de la hanche et les tares oculaires
bénéficient d’'un tel programme. Dans les pays anglo-saxons, ia prévalence de la maladie de
von Willebrand a pu diminuer grace a des tests de dépistage réalisés a grande échelle,
combinés a des croisements planifiés. La thrombopathie de I'Otterhound a été presque
éradiquée grace a un pian similaire. Ces résultats ne peuvent étre obtenus qu'avec rigueur
et méthodisme.

ll s’agit tout d’abord d’évaluer l'intérét d’'un tel programme au sein d'une race donnée, en
gardant a lesprit que la sélection vis-a-vis d'une tare diminue la sélection vis-a-vis des
autres affections héréditaires et des traits d’amélioration de la race.

La premiére question a se poser est : Paffection est-elle GRAVE ?

On va s'intéresser en premier lieu aux affections ayant un impact direct et non négligeable
sur la santé des animaux.

La deuxieme question a se poser est : Paffection est-elle FREQUENTE ?

Si la prévalence est trop élevée au sein de la population considérée, la sélection des
reproducteurs sera trop difficile. En effet, élimination des animaux susceptibles de
transmettre cette tare a leurs descendants réduira de maniére excessive le nombre de
reproducteurs, donc le pool génétique de la race. On choisira dans ce cas d’adopter un
programme moins restrictif.

La conduite a tenir en matiére de sélection dépend des réponses a ces questions ; citons
guelques exemples :

- chez le Scottish terrier, la MVW de type Il était grave et fréquente : un plan d'éradication a
été adopté ;

- chez le Chesapeake bay retriever, la MvW de type 11l est grave mais rare : les éleveurs ont
choisi de ne pas en tenir compte ;

- chez l'Airedale terrier, la MvW de type | est peu grave mais fréquente : les éleveurs
peuvent garder un reproducteur méme s'il est porteur.

En pratique, la mise en place d’un plan d’éradication n’est pas simple : elle nécessite
le criblage génétique a grande échelle et des croisements sélectifs afin de réduire ou
d’éliminer Paffection au fil des générations.
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Lidentification des animaux porteurs de la tare génétique doit se faire gréce a des tests
diagnostiques spécifiques et sensibles. Le dosage du FVW :Ag n’est pas infaillible, certains
résuitats ne permettant pas de conclure. Les tests génétiques devraient permettre un
dépistage systématique, mais ils sont encore en voie de développement.

Ensuite, les animaux porteurs doivent étre retirés de la reproduction, ou croisés de maniére
raisonnée si I'on veut seulement en diminuer la prévalence. L'éradication progressive de la
tare est préférable car une politique plus radicale risquerait d’entrainer une diminution
importante du pool de reproducteurs avec sélection possible d'autres caraciéres
indésirables.

On conseille donc :
1/ d’écarter de la reproduction les animaux exprimant ia maladie ;
2/ de croiser les animaux porteurs avec des animaux sains, de fagon a réduire
progressivement la prévalence tout en conservant le pool génétique de la race.

Le type de croisement dépend du mode de transmission (récessif ou dominant).

Il faut éviter dans tous les cas de croiser deux animaux porteurs car on obtient une
majorité de chiens malades ou porteurs.
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Troisiéme partie

Etude expérimentale
d’une thrombopathie
chez le Bouvier bernois
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En 1970, Dodds cite le Bouvier bernois parmi les races susceptibles de présenter la maladie
de von Willebrand (Kraus et Johnson, 1989). Des études menées en Suisse, aux Etats-Unis
et en France tendent a montrer que le Bouvier bernois pourrait étre affecté d'un trouble
héréditaire de I'hémostase primaire. En Suisse, de nombreux Bouviers bernois présentent un
trouble hémostatique sans que la maladie de von Willebrand semble impliquée (Arnold et al.,
1997). Aux Etats-Unis en revanche, la MWV (type 1) est avérée et le développement récent
d'un test génétique en facilite le dépistage (Brewer et Venta, 1998). Une étude frangaise
suggére enfin Fexistence dans cette race d'une anomalie fonctionnelle des plaquettes
(Ferrand, 2002).

Le but de la présente étude est d’estimer la prévalence d’une thrombopathie (au sens large)
chez le Bouvier bernois en France, qu'il s'agisse de la maladie de von Willebrand ou d'une
thrombopathie intrinséque. Des prélévements sanguins ont été réalisés sur 57 Bouviers
bernocis de race pure. Pour chaque chien, la réalisation d'un hémogramme et d'un frottis
sanguin a permis d'estimer la numération plaquettaire. Ensuite, une premiére évaluation de
la fonction hémostatique a été menée grace a un analyseur du fonctionnement plaguettaire
(PFA-100®, Dade Behring). Enfin, le facteur de von Willebrand a été dose par 2 tests
immuno-enzymatiques différents {Asserachrom® vWF, Diagnostica Stago, et Zymtec®,
DMS), permettant de discuter les deux hypothéses énoncées.

| — Etudes préliminaires

A - Etude de la_maladie de von Willebrand chez le Bouvier

bernois en Suisse (Arnold et al., 1992}

Entre 1985 et 1993, une tendance accrue aux saignements est notée chez 5 Bouviers
bernois stérilisés a la Faculté de Médecine Vétérinaire de Zirich. Les tests d'exploration de
I'hémostase ne permettent alors pas de déterminer l'origine du probléme, mais a cette
époque en Suisse, aucun test n'est disponible pour la mesure du FVW. De nombreux
vétérinaires confirment cette observation, ayant eux aussi été confrontés a des désordres
hémostatiques lors de chirurgie sur des Bouviers bernois. En 1992, Amold ef al
entreprennent donc de déterminer si la MvW est répandue dans cette race.

Entre mai et aolt 1992, des échantillons de sang sont prélevés sur 160 Bouviers bernois
d’élevage suisse. Tous sont en bonne santé apparente et sans antécédents de saignement,
et les paramétres cliniques et hématologiques sont normaux. La concentration en FvW
plasmatique est mesurée grace a une technique ELISA (non précisée) et ne montre pas de
différence significative par rapport au pool de référence (18 chiens tout venants). Toutefois, il
faut noter que 8 Bouviers bernois ayant un taux inférieur & 60%, présentent des résultats
supérieurs a 60% lors d’'un second test réalisé un an plus tard selon les mémes modalités
(variation moyenne : 56%) (Arnold ef al., 1892).

Aucun cas de maladie de von Willebrand n’est donc formellement mis en évidence chez les
160 Bouviers bemois testés. Arnold et al. suggérent gu'une autre anomalie soit a l'origine
des saignements observés. lls mettent également en doute l'existence de la maladie de von
Willebrand chez le Bouvier bernois, d’autant plus qu'a ce moment-la, aucun cas n'a encore
été décrit dans cette race. L'étiologie de la tendance au saignement observée reste donc
inconnue.
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B — Etude de la_maladie de von Willebrand chez le Bouvier
bernois aux Etats-Unis

En 1999, F'Université de Médecine Vétérinaire de Cornell (Michigan, USA) cite le Bouvier
bernois parmi les races de chiens affectées par le type | de la MvW (Cornell University
College of Veterinary Medicine, 1999a). Cette affirmation se base sur des tests réalisés sur
62 Bouviers bernois entre les mois de juillet et novembre 1999, grace a une technique
immunoenzymatique (non précisée) permettant de mesurer la concentration plasmatique en
FVW :Ag. La répartition des résultats est indiquée dans le tableau 17 et le graphique 1. Sur la
population testée, 27,42% des Bouviers bernois sont donc porteurs de Fanomalie, 19,35%
ont un statut équivogue (porteur ou sain), et 53,23% sont sains (Cornell University College of
Veterinary Medicine, 1999d).

Statut FvW :Ag (%) Nombre de chiens Pourcentage
0 0 0
Porteur 1-15 3 4.84
16-49 14 22.58
Equivoque 50-69 12 19.35
70-100 20 32.26
Sain 101-180 13 20.97
> 180 0 0

Tableau 17 : Répartition des resultats des tests du FvW
(Cornell University College of Veterinary Medicine, 1999b et 1999d)
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Graphique 1 : Répartition des resultats des tests du FvWW
{Cornell University College of Veterinary Medicine, 1999d)

En 2000, le rapport du BMDCA (Bernese Mountain Dog Club of America) indique par ailleurs
que 8 cas de maladie de von Willebrand ont été diagnostiqués sur une population totale
étudiée de 1322 chiens Bouvier bernois (Shaffer, 2000) (Long, 2002).
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Par la suite, le développement d’'un test de dépistage génétique (Brewer et Venta, 1998)
permet une campagne de dépistage plus large. Une premiére étude fournit les résultats
suivants, au 3 mai 2003 : 1% de chiens affectés, 17% de porteurs, 82% de chiens
sains (Brewer, 2003) ; malheureusement, aucune publication détaillée n’existe sur ce test ou
sur cette étude, de sorte que le nombre de chiens testés est inconnu.

L a maladie de von Willebrand est donc avérée dans la population des Bouviers bernois
américains. Le BMDCA diffuse linformation auprés des éleveurs et les encourage &
effectuer un dépistage systématique sur leurs chiens (Shaffer, 2001). Les résultats de ces
tests seront rassembiés par la BGF (Bemer-Garde Foundation) dans une base de données,
et ajoutés aux autres renseignements concernant chaque chien répertorié (filiation,
affections...). Cette base de données, accessible a tous, doit permettre une gestion optimale
des programmes de croisements dans le but de limiter ou d'éradiquer les maladies
génétiques connues dans ia race. A cet effet, la BGF travaille en collaboration avec le GDC
(Institute for Genetic Disease Control) (Berner-Garde Foundation, 2001).

C — Etude du PFA-100® et détermination des valeurs usuelles
chez le Chien (Ferrand, 2002)

Au cours de son étude visant & déterminer les valeurs usuelles de cet analyseur du
fonctionnement plaquettaire, Ferrand teste 5 chiens Bouvier bernois. Le PFA-100® (dont le
principe de fonctionnement sera détaillé dans le chapitre I.D.) est utilisé pour mesurer des
temps d'occlusion qui refletent la capacité des plaquettes a 'adhésion et a Fagrégation.

Les résultats de ces tests figurent dans I'annexe 6 (lignes A a E) (Ferrand, communication
personnelle).

Tous les chiens ont des valeurs d’hématocrite et de numération plaquettaire proches des
valeurs usuelles du laboratoire. Mais 4 d'entre eux présentent un défaut apparent de
fonctionnement plaquettaire, exprimé par un allongement des temps d'occlusion TO-EPI
mesurés a 'aide du PFA-100®.

Ces résultats conduisent Ferrand a écarter ces animaux de son travail, et motivent nofre
étude.
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Il — Matériel et méthodes

A — Chiens de race Bouvier bernois

Les chiens ont été sélectionnés pour leur appartenance a la race Bouvier bernois (tous
inscrits au Livre des Origines), la plupart d'entre eux sont des chiens d'élevage. Les
élevages choisis sont tous situés en région Rhone-Alpes pour des raisons pratiques : les
analyses devant étre effectuées sur le site de 'Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon dans les
4 heures suivant le prélévement, il est indispensable que les chiens se trouvent & proximité.

La population étudiée regroupe 57 chiens en bonne santé apparente au moment du
prélévement.

Pour chaque animal, les renseignements suivants sont recueillis :

sexe (male/femelle, stérilisé(e) ou non)

date de naissance

antécédents pathologiques, traitements éventuels

statut physiologique au moment du prélévement (par exemple, femelle en chaleurs,
gestante ou en lactation)

généalogie

La répartition par sexe de la population étudiée figure dans le tableau 18 et le graphique 2.
Le sexe-ratio (male/femelle) est de 0,3.

sexe pourcentage nombre
d'individus
Male 22,81 13
Femelle 71,93 41
Male castré 0 0
Femelle stérilisée 5,26 3
100 57

Tableau 18 : Répartition des animaux par sexe

Répartition par sexe
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Graphigue 2 : Répartition des animaux par sexe
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Les chiens sont agés de 8 mois a 10 ans ; la moyenne d'age est de 3,87 ans {tableau 19 et

graphique 3).
classe d'age pourcentage nombre
d'individus
0-1an 8,77 5
1-2ans 15,79 9
2-3ans 12,28 7
3-4ans 19,3 11
4-5ans 15,78 9
5-6ans 7,02 4
6-7ans 8,77 5
7-8ans 8,77 5
8-%ans 1,76 1
g-10ans 1,75 1
99,99 57

Tableau 19 : Répartition des animaux par &ge au moment du prélévement

Répartition par age

25

Graphigue 3 : Répartition des animaux par 3ge au moment du prélévement

Le jour du prélévement, certaines femelles sont en chaleurs, d'autres sont gestantes,
d’autres encore en lactation (tableau 20 et graphique 4). La connaissance de ce statut est
utle dans la mesure ol [e fonctionnement plaquettaire peut étre affecté par des

maodifications hormonales.

Tableau 20 : Répartition des animaux en fonction du statut physiologique

information | pourcentage | nombre d'individus
RAS 66,67 38
chaleurs 14,04 8
gestation 10,53 6
lactation 1,75 1

autres 7,02 4

Total 100,01 57

au moment du prélévement
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Répartition par état physiologique
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Graphigue 4 : Répartition des animaux en fonction du statut physiologique
le jour du prélévement

B — Technique de prélévement sanguin

Les prélévements sanguins sont réalisés a la veine céphalique de I'avant-bras a l'aide d’'un
dispositif Vacutainer® (Becton Dickinson) avec une aiguille de 18 G (1,2 mm de diameétre).
Une compression vasculaire manuelle, la plus bréve possible, est réalisée au niveau du
coude par un aide. Toutes les prises de sang sont réalisées par la méme personne.

Le sang est recueilii directement dans des tubes sous vide de 5 mL (Becton Dickinson) :
- 1 tube sec siliconé ;
- 1tube EDTA;
- 2 tubes citratés (citrate de sodium tamponné a 3,8%).

Le tube sec permet d'éliminer dans les premiers jets de sang les facteurs procoagulants
produits par le traumatisme vasculaire, qui pourraient interférer avec [Pévaluation du
fonctionnement plaquettaire.

Le tube EDTA servira a la réalisation de Fhémogramme.

Les tubes citratés sont traités séparément : 'un est utilisé tel quel pour la mesure des temps
d’'occlusion a l'aide du PFA-100®, l'autre est centrifugé pendant 10 minutes a 2000 t/min et
le plasma citraté obtenu est congelé a -20°C en vue du dosage ultérieur du FyW.

Toutes ces opérations doivent étre effectuées dans les 4 heures suivant fa prise de sang.

C — Réalisation des hémogrammes

Pour tous les chiens, un hémogramme est réalisé & l'aide de 'automate VET-abc de Scil®
(Scil France, Strasbourg), calibré pour I'espéce canine dans le cas présent.

Un frottis sanguin coloré au May Griinwald Giemsa est également réalisé pour chaque chien

afin de vérifier les résultats de Phémogramme obtenus (notamment la numération
plaguettaire et la formule blanche).
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D — Mesure des temps d’occlusion & I'aide du PFA-100® de
Dade-Behring : _évaluation globale du fonctionnement

plaquettaire

1 — Principe

Le PFA-100® est construit sur le principe de simulation in vitro de 'hémostase primaire
décrit par Kratzer et Born en 1985 (figure 43) : le sang, prélevé sur anticoagulant et contenu
initialement dans un réservoir, circule sous pression dans un capillaire artificiel simulant la
résistance hémodynamique d'une artériole. A son exirémité se trouve une membrane
recouverte de collagéne et imprégnée d'ADP. Cette membrane est percée en son centre
d’'une ouverture de 150 um de diamétre, qui reproduit une lésion vasculaire et la mise a nu
du sous-endothélium. L'ADP permet I'adhésion et I'agrégation des plaquettes au fur et a
mesure de leur passage a travers F'ouverture, qui est donc progressivement obturée par ia
formation d’'un thrombus.

lLe temps nécessaire 3 l'arrét du flux sanguin est mesuré. Le volume de sang mis en
mouvement est visualisé par un liquide coloré dans un tube en U raccordé a un
spectrophotométre.

e =— Manométre

-~ Réservoir d'afr Valve 2

by
o~ Membrane
Clou plaquettaire .
r- ~— Capillaire
- |- 4 Sang
: iy 18 il
Temps, min alainiialiain

Figure 43 : Simulation in vitro de 'hémostase primaire (Kratzer et Born, 1985)

Cette technique permet donc de reproduire in vitro le temps de saignement a partir d’'un petit
échantillon de sang.
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Le PFA-100® est composé d'un analyseur et de cartouches tests qui reproduisent ce modéle
mais en simplifient grandement ['utilisation.

Chaque cartouche, 3 usage unigue, est constituée d'un réservair pour 'échantillon sanguin,
d’un capillaire et d'une membrane (figure 44).

ca&?la‘iare - cgupe
contenanti la
membrane

Code du t;
e cartouche

d
rifice de dépbt
G e in

.

Figure 44 : Description d’'une carfouche test du PEA-100® (Kundu et al., 1995)

La membrane constitue le support de la réaction. Elle est recouverte de collagéne et d'un
agoniste physiologique de Pagrégation plaquettaire : ADP ou adrénaline (EPI). Deux types
de cartouches sont donc disponibles selon 'agoniste utilisé :

- cartouche collagéne/ADP {membrane recouverte d’ADP) ;

- cartouche collagene/EPI (membrane recouverte d'épinéphrine).

La coupe transversale d'une cartouche (figure 45) permet de mieux comprendre la
succession des étapes :

- le sang (prélevé sur citrate) est déposé dans le réservoir puis incube a 37°C ; durant
lincubation, le sang ne peut pas entrer en contact avec le capillaire car une
membrane plastique 'en sépare ;

- lorsque le test est initi&, la membrane plastique est rompue et le sang est aspiré a
travers le capillaire pour entrer en contact avec la membrane recouverte de
collagéne ; la force d'aspiration est calculée pour se rapprocher des conditions
physiologiques ;

- sous |'effet des forces de cisaillement exercées et des activateurs en présence (ADP
ou EPI), les plaguettes sont activées et adhérent & la membrane recouverte de
collagéne. Elles forment progressivement un clou plaquettaire stable qui obfure
I'ouverture de la membrane.
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Membrane recouverle
de coliagene

Capilaire

Echantillon sanguin
Reéservoir de I'échantilion

Figure 45 : Coupe transversale d'une cartouche, test en cours (Kundu et al., 1895

Le PFA-100® (figure 46) est constitué de plusieurs systemes permettant I'entrainement des
cartouches et lincubation, le controle des conditions de réalisation du test, 'aspiration du
sang, et la distribution d’'une solution déclenchante (NaCi 0,9%). Deux cartouches peuvent
étre chargées simultanément dans le carrousel mais les analyses se font séparément.

Cariouche

™
Carrousel -

Chargeur de
cartouches ™

/

L/

Emplacement de la
. Solution
déclenchante

Figure 46 : Le PFA-100® (Kundu ef al., 1995)

L’analyseur mesure le temps écoulé entre le début du passage du sang dans le capillaire et
'obturation de l'ouverfure. C'est le temps d'occlusion (TO), exprimé en secondes. En
fonction de la cartouche utilisée (collagéne/ADP ou collagéne/EPI), le PFA-100® mesure le

TO-ADP ou le TO-EPI.
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2 — Conditions et limites d’utilisation

(Ferrand, 2002)

a— Technique de prélévement sanguin

Plus le diamétre de l'aiguille est faible, plus les turbulences sont fortes lors du passage du
sang dans laiguille, et plus le risque d’activation des plaquettes est élevé. On préconise
donc un diameétre d'aiguille supérieur ou égal a 21G.

Afin d’'obtenir des résultats comparables d’'un test & un autre, le laboratoire doit toujours
utiliser la méme concentration en citrate, généralement 0,129 M (3,8%). Le citrate tamponné
est recommandé pour les mesures de temps d'occlusion avec le PFA-100® car il minimise la
formation de micro-thrombi qui peuvent boucher le capillaire et empécher le bon
déroulement du test.

b — Délai de réalisation du test

La mesure des temps d'occlusion doit étre réalisée rapidement, entre 1 et 4 & 6 heures
suivant le prélévement. En effet, passé ce délai, les échantillons se détériorent et les temps
d’occlusion sont prolongés.

¢ — Influence de ’hématocrite et de la numération
plaquettaire

Plusieurs auteurs ont étudié linfluence de ces parameétres sur la mesure des temps
d’occlusion chez le Chien.

Keidel et Mischke (1998) ont remarqué une augmentation des TO pour des valeurs
d’hématocrite inférieures 3 25%. Callan et Giger (2001) ont constaté une prolongation des
TO lorsque Fhématocrite approche des 30%. Mischke et Keidel (2003) ont mis en évidence
une différence significative entre les TO-ADP mesurés a 40% et a4 30% d’hématocrite, cette
différence étant d’autant plus marquée que 'hématocrite est bas.

L'ensemble de ces études conclut donc a une influence significative de 'hématocrite sur la
mesure des temps d'occlusion chez le Chien. L'explication serait la suivante : une diminution
de I'hématocrite va de pair avec une diminution de la viscosité sanguine (diminution des
forces de cisaillement). La répartition des cellules sanguines n'est plus homogeéne et lors du
passage dans le capillaire du PFA-100®, les plaquettes auraient tendance a passer
sélectivement au centre du vaisseau, retardant donc la formation du thrombus (Mischke et
Keidel, 2003).

Concernant l'influence possible d’'une thrombopénie sur les TO, Keidel et Mischke (1998) ont
montré que les TO des chiens thrombopéniques (< 150 000 plaquettes/mm® sont
augmentés. Callan et Giger (2001) ont constaté une augmentation des TO-EPI et TO-ADP
lorsque la numération plaquettaire devient inférieure & 100 000 plaguettes/mm®. Cette
augmentation est trés nette lorsque la thrombopénie est sévére (< 50 000 plaquettes/mm?®).
Mischke et Keidel (2003) ont mis en évidence une bonne corrélation entre la numération
plaquettaire et les TO-ADP. Par contre, ils n'ont pas montré de corrélation avec les TO-EPL.

Par conséquent, il convient d’étre prudent dans linterprétation des TO lors d’anémie et/ou de
thrombopénie. Un hémogramme préalable est nécessaire.
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3 — Applications pratiques

a — Détermination des valeurs usuelles

» Chez 'Homme, les valeurs usuelles données par le constructeur sont comprises
entre 94 et 193 secondes pour la cartouche collagene/EPI, et entre 71 et 118
secondes pour la cartouche collagéne/ADP. Ces valeurs sont valables pour des
échantillons de sang prélevé sur du citrate a 3,8%, elles ont tendance a diminuer
avec du citrate a 3,2%. Les valeurs usuelles déterminées par d'aufres études sont
proches de celles-ci. Cependant, des variations existent d'un laboratoire a I'autre et il
est recommandé a chacun de réaliser des propres intervalles de référence.

» Chez le_ Chien, plusieurs études ont cherché a déterminer un intervalle de référence,
défini le plus souvent par le 2,5°™ et le 97,5°™ percentiles (intervalle dans leguel se
trouvent 95% des mesures). Leurs résultats sont résumés dans le tableau 21.

Auteurs Concentration | Tailledela Intervalle Intervalie

(année) du citrate population TO-EPI TO-ADP
uilisé étudiée (secondes) | (secondes)

Keidel et Mischke 3.2% 45 67-210 41-81

(1998)

Catafalmo et Dodds ? 20 68-184 47-119

(2000)

Callan et Giger 3.8% 29 97-225 52-86

(2001) (valeurs {(valeurs

extrémes) extrémes)

Keidel (2001) 3,8% 128 et 136 92-300 53-98

Mischke et Keidel (2003)

Ferrand 3,8% 101 71-270 3199

(2002) (70-170) (30-100)

Tableau 21 : Intervalies de référence des TO-EPI et TC-ADP

Ferrand (2002) a réduit sont intervalle de valeurs usuelles a 70-170 secondes pour le
TO-EPI, et 30-100 secondes pour le TO-ADP, considérant qu'en dehors de cet intervalle,
les cas deviennent rares et requiérent une exploration plus poussée de I'hémostase
primaire. Cette étude a été réalisée au laboratoire de I'Ecole Nationale Vétérinaire de
Lyon dans des conditions similaires aux ndtres, c¢'est pourquoi nous nous baserons sur
ces valeurs usuelles des TO-EP| et TO-ADP dans la suite de ce travail (respectivement
71-270 et 31-99 secondes).

Il faut noter chez le Chien, les TO-EPI semblent davantage soumis a variations que les
TO-ADP, les coefficients de variation moyens étant respectivement de 19,22% et 9,41%
{Ferrand, 2002). Cette différence pourrait s'expliquer par des variations spécifiques de
réponse aux agonistes physiologiques de I'agrégation plaquettaire : chez I'Homme, 'EPI
entraine a elle seule 'agrégation plaquettaire ; chez le Chien, elle renforce I'agrégation
induite par d'autres agonistes (Callan et Giger, 2001). Cela pose les limites d'utilisation
de la cartouche collagéne/EPI et rend celle de la cartouche collagéne/ADP préférable
(Mischke et Keidel, 2003).
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b — Applications : diagnostic des dysfonctionnements
plaguettaires

a - Chez PHomme

.................................

La mesure du temps de saignement reste le fest le plus ufilisé mais il est invasif et peu
reproductible. Le PFA-100® pallie ces inconvénients et est utilisé dans le diagnostic de
certains dysfonctionnements plaquettaires (Ferrand, 2002) :

Maladie de von Willebrand

De nombreuses études ont moniré que les malades ont des temps d’occlusion augmentes ;
la sensibilité et la spécificité du PFA-100® sont bonnes a excellentes, et supérieures a celles
du temps de saignement, notamment pour le dépistage des MvW de type | moderées (TS
noermal mais TO souvent augmentés).

Thrombopathies congénitales

Des études portant sur différentes thrombopathies ont montré que, dans la majorité des cas,
les TO sont nettement supérieurs aux TO usuels. Cependant, ces observations doivent étre
nuancées : les thrombopathies causées par une anomalie des récepteurs ou de transduction
du signal entrainent effectivement un allongement des TO-EP! et TO-ADP, mais les défauts
de sécrétion (« 8-SPD » ou « aspirin-like defects ») sont caractérisés par une augmentation
isolée du TO-EPI (Muller ef al., 1997) (Cattaneo ef al., 1999).

Thrombopathies induites par des médicaments

Le PFA-100® a une trés bonne sensibilité dans le dépistage de la prise d'aspirine si I'on
considére les TO-EPI. Les TC-ADP sont par contre rarement modifiés, ce qui peut permettre
le diagnostic différentiel par rapport aux autres thrombopathies (a 'exception des « 3-SPD »)
{Kundu et al., 1995).

D'autres substances entrainent un allongement des TO mesurés par le PFA-100®:
Fhéparine et la protamine, certains anti-agrégants plaguettaires utilisés en prévention des
accidents thrombotiques chez les personnes prédisposées, de nombreux anesthésiques,
des soluiés colioides, des produits de contraste.

Thrombopathies secondaires a des affections
Le PFA-100® est également utilisé en médecine humaine chez les patients atteints

d'affections connues comme pouvant affecter le fonctionnement plagquettaire :
afibrinogénémie (TO augmentés ou non, en fonction des auteurs), syndrome azotémique,
inflammation systémique (TO diminués), toxémie gravidique (TO-ADP augmenté)...

Cas des surveillances thérapeutiques

Le PFA-100® peut en fin étre utilisé dans le cadre du suivi thérapeutique de certains
patients ; on peut évaluer, par exemple, l'efficacité des anti-agrégants plaguettaires, ou celle
de la desmopressine dans le traitement de la maladie de von Willebrand (raccourcissement
des TO) (Cattaneo et al., 1999).

B-Chez le Chien

Encore peu d'études ont été menées en ce sens. Elles portent surtout sur la maladie de von
Willebrand.

Catafalmo et Dodds (2000) ont testé quelques chiens atteints de différents troubles de
'hémostase primaire (tableau 22). Tous ont des TO supérieurs a 300 sec pour les
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cartouches collagéne/EPI et collagéne/ADP, sauf les animaux atteints d’'un type 1 de MvW
qui ont un TO-EPI supérieur & 300 secondes mais un TO-ADP limité. Aprés administration
de FvW purifié au chien atteint de MvW de type lll, le temps d'occlusion devient mesurable
pour 30% de FvW, et méme correct pour 50% de FvW. Cette étude suggére donc que le
PFA-100® peut potentiellement étre utilisé pour meitre en évidence les anomalies de

I'hémostase primaire chez le Chien.

Défaut Nombre TO-EPI TO-APD
de chiens (secondes) (secondes)

Thrombasthénie de Glanzmann (Otterhound) 2 > 300 > 300

(défaut des Gplib/liia)

Trombopathie du Basset hound (défaut du 4 > 300 > 300

signal AMPc)

Maladie von Willebrand

Typel 2 > 300 143, 192

Type ll 2 > 300 > 300

Type i 3 > 300 > 300

Type llf + FVW 94 86

Gamme de référence 20 68-184 47-119

Tableau 22 : TO mesurés chez des chiens atteinis de froubles de 'hémostase primaire
{Catafalmo et Dodds, 2000)

Callan et Giger (2001) ont testé 6 chiens atteints de thrombopathies. lls ont obtenu des TO-
EPI augmentés pour les six, et des TO-ADP augmentés pour seulement 5 d'entre eux. Les
mémes auteurs ont testé 11 chiens atteints de MvW (FVvW :Ag < 35%). Dix d'entre eux ont
des TO-ADP et TO-EPI augmentés, un seul a un TO-ADP augmenté avec un TO-EPl dans
l'intervalle de référence.

Ferrand (2002) a dosé les taux de FvW :Ag des 101 chiens ayant participé a son étude des
TO. Aucune corrélation n’a été mise en évidence entre les TO et le taux de FvW :Ag.

Girod (2003) a testé 69 chiens de race Doberman. Pour chaque chien, le FWW :Ag et les TO
ont été mesurés. Six chiens s'avérent atteints de MvW (FVW :Ag < 35%), tous ont des TO-
ADP et TO-EPI augmentés. En revanche, les animaux « porteurs sains » de la MvW
(FVYW :Ag compris entre 36 et 50%) ont des TO dans lintervalle des valeurs usuelles. La
distinction entre les individus porteurs et les individus sains est donc difficile grace a la seule
mesure des TO.

Mischke et Keidel (2003) ont testé deux chiens atteints de MvW. Les deux ont un TS et un
TO-ADP augmentés, un seul un TO-EPI augmenté.

D’aprés ces études, il semble donc que le PFA-100® puisse éfre ufilisé pour dépister les
troubles de Fhémostase primaire {(notamment les thrombopathies). En effet, les
coagulopathies ne semblent pas entrainer de modification significative des TO (Mischke et
Keidel, 2003).

Néanmoins, les résultats obtenus doivent éire interprétés avec prudence car le nombre de

chiens étudiés a ce jour est encore relativement restreint. En particulier, le diagnostic d'une
MvW inexprimée reste délicat car les TO ne sont pas toujours augmentés.
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E — Dosage du facteur de von Willebrand par des technigues
immuno-enzymatiques

1 — Principe

Pour chague chien de Pétude, le FVW :Ag est dosé par technigue ELISA. Deux tests
différents sont utilisés : le test ASSERACHROM® vWF (Diagnostica Stago) et le test
ZYMTEC® (DMS). Le premier est un test humain utilisable chez le Chien, tandis que le
second est également validé chez d'autres especes (Benson et al., 1991 et 1992). Les deux
sont adaptables a un dépistage a grande échelle.

Le principe de ces tests est identique a celui exposé dans la premiére partie de ce travail
(l.D.1.a.). Les plagues ELISA sont constituées d’'un nombre variable de barrettes,
composées de puits recouverts d'anticorps anti-FvW. La gamme d'étalonnage, les plasmas
controles et les plasmas a tester sont distribués dans les puits ; une premiére phase
d'incubation permet la liaison du FvW aux anticorps de la plaque. L'immunoconjugue
(ensemble d'anticorps conjugués & une enzyme) se lie aux déterminants antigéniques libres
du FvW au cours d'une deuxiéme phase d'incubation. En présence d'un substrat donné,
Fenzyme produit une réaction colorée dont lintensité est proportionnelle a la quantité de
FVW présente dans le plasma. L'absorbance est mesurée aprés arrét de la réaction de
coloration par ajout d'une solution « STOP ».

2 — Techniques et obtention des résultats

Les conditions de prélévement et de stockage des échantillons ont été présentées dans la
premiere partie (ILB. et H1.D.1.b)).

Les réactifs et les modes opératoires correspondant @ chaque test sont résumés dans le
tableau 23. Les notices d'utilisation de chaque test figurent en annexes 4 et 5.

Il faut noter que le test ASSERACHROM® utilise des réactifs d'origine humaine qui
constituent des produits potentiellement infectieux, méme si les agents tels que les virus de
hépatite B ou du SiDA sont systématiqguement recherchés dans les plasmas servant a ia
préparation des échantiflons étalon et controle. Le test ZYMTEC® ne présente pas ce risque
(Benson ef al., 1991).

La mesure de I'absorbance donne des résultats en termes de densité optique (DO). Les taux
de FYW :Ag correspondant sont directement lus ou calculés a partir d'une courbe étalon.
Celle-ci est obtenue en portant sur papier semi- ou bi- logarithmique les taux de FYW :Ag (en
abscisse) et les DO (en ordonnée) des dilutions ou plasmas étalons.

Uobtention des résultats differe d’un test a 'autre -

Pour le test ASSERACHROM® : la courbe étalon est ajustée sur le blanc réactif, de sorte
que les taux de FvW :Ag sont lus directement sur la courbe pour la dilution au 1/51; en
revanche, pour la dilution au 1/102, il faut multiplier par deux le taux lu sur la courbe. La
moyenne de ces deux taux donne le résultat définitif.

Pour le test ZYMTEC® : pour chaque plasma étalon, controle et a tester, la DO moyenne est
calculée a partir des deux DO mesurées, puis la DO moyenne du blanc réactif est soustraite
a chaque DO moyenne précédemment calculée. La courbe étalon est tracée a partir des DO
moyennes des étalons. Les taux de FYW :Ag sont alors lus directement sur la courbe.

121



| Test ASSERACHROM® | Test ZYMTEC®
Réactifs
Nombre barrettes / puits 6 barreties de 16 puits 8 barrettes de 12 puits
Ac anti-FvW fragments F(ab’)2 d’Ac de Ac de lapin anti-FYW
lapin anti-FVW humain
Immnoconjugué Ig de lapin anti-FvW 1/ Ig de chévre anti-FvW
couplées a une peroxydase (« sandwich antibody »)
2/ kg de porc anti-Ig de
chévre (« secondary
antibody »} couplées a une
peroxydase
Substrat chromogéne OPD + H202 OPD + H202
Solution « STOP » Acide fort Acide fort
(HC! 1M ou H2504 3M) (4.5 N H2504)
Etalon(s) 1 échantillon de plasma 5 échantillons de plasma
humain lyophilisé contenant contenant chacun un taux
une quantité connue de FVW | connu de FWW :Ag, exprimé
proche de 100% aprés en % du taux normal pour
reconstitution et dilution I'espéce testée
Contrdle(s) 1 échantillon de plasma 2 échantilions de plasma
humain lyophilisé contenant contenant chacun un taux
un taux connu de FWW :Ag | connu de FVW :Ag, exprimé
en % du taux normat pour
lespéce testée
Mode opératoire
Etalonnage 5 dilutions : au 1/51 (dilution- Pas de dilution

mere) puis au 1/2, 1/4, 1/8 et
1/16 de cette dilution

(étalons préts a 'emploi)

Plasmas a tester et conirdle

2 dilutions : au 1/51 puis au
Y2 de cette dilution

1 dilution : au 1/201

Volume d'échantilion par 200 pb 160 pL

puits pour chaque dilution en double

Durée d'incubation pour la 2 heures 1 heure

fixation de I'antigéne (FVW) puis 5 lavages puis 4 lavages

Durée d’incubation pour la 2 heures 1/ aprés ajout du « sandwich

fixation de 'immunoconjugué

puis 5 lavages

antibody » : 1 heure
puis 4 lavages
2/ aprés ajout du
« secondary antibody » :
30 minutes
puis 4 lavages

Délai entre I'ajout du substrat
et 'arrét de la réaction

3 minutes
puis ajout solution « STOP »

20 minutes
puis ajout solution « STOP »

Délai entre 'arrét de la
réaction et la mesure de
I'absorbance

10 minutes a 2 heures

1 heure maximum

Longueur d'onde de lecture

492 nm
(ajuster le zéro sur le blanc
réactif = solution tampon)

490 nm

OPD : Ortho-Phénylénediamine Dihydrochloride

Tableau 23 ;: Comparaison des réactifs et modes opératoires des tests ASSERACHROM® et

ZYMTEC® pour le dosage du FvW :Ag canin
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Remarque : certains laboratoires sont équipés d'un logiciel permettant la transformation
directe des DO en taux de FVW :Ag.

Dans tous les cas, les taux des plasmas controles doivent se situer dans la fourchette
indiquée. Sinon, il faut vérifier les conditions opératoires, les réactifs, I'étalonnage, les
plasmas a tester... et éventueliement rencuveler les tests.

3 — Caractéristiques et limites d’utilisation

Le seuil de détection indiqué par le fabriquant est de 0,5% pour le test ASSERACHROM®.
Le test ZYMTEC® peut quant a lui mesurer des taux extrémement bas de FvW :Ag, grace a
son immunoconjugué en « double sandwich » (figure 47). Cette sensibilité supérieure permet
le diagnostic du type i de MvW (Benson et al., 1991).

Peroxydase

Ig porc
anti-lg chévre
"-,‘“ /
A4

: :\n '.-: : :
‘\\‘,ﬁ‘

H
lg fapin anti-FyW ! é Ig chévre anti-FvW

FYW

Ac lapin anti-FvW

Test ASSERACHROM® Test ZYMTEC®
« simple sandwich » « double sandwich »

Figure 47 : Comparaison des immunoconjugués ufilisés dans les tests
ASSERACHROM® et ZYMTEC®

La reproductibilité (intra-série et inter-série) est bonne pour les deux tests, avec des
coefficients de variation inférieurs a 9%.

A noter que la présence (extrémement rare) d’Ac anti-lapin dans les plasmas festés peut
conduire a des résultats erronés quel que soit le test.
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Ill - Résultats

A - Hémogrammes

L'annexe 6 présente les résultats des hémogrammes de chaque chien. Mises a part
quelques leucocytoses isolées, I'ensemble des résultats est dans les limites des valeurs
usuelles du laboratoire.

Nous nous sommes surtout intéressés a deux paramétres : 'hématocrite et la numération
plaquettaire, qui lorsqu’ils sont trop bas, peuvent augmenter les temps d’occlusion.

Les valeurs de I'hématocrite sont comprises entre 33,0% et 54,1%, pour des valeurs
usuelles du laboratoire comprises entre 37 et 54%. L’hématocrite moyen sur la population
étudiée est de 46,15% avec un écart-type de 4,5% (tableau 24).

Hématocrite (%) Pourcentage | Nombre d'individus
<37 3,51 2

37-54 94,74 54

> 54 1,75 1

Total 100 57

Tableau 24 : Répartition des animaux en fonction des valeurs de 'hématocrite

Les valeurs de la numération plaquettaire sont comprises entre 184 000 plaquettes/mm? et
794 000 plaquettes/mm?®, pour des valeurs usuelles du laboratoire comprises entre 200 000
et 500 000 plaquetiess/mm®. La numération plaquettaire moyenne sur la popu!atton etudiée
est de 391 630 plaquettes/mm?® avec un écart-type de 119 130 plaquettes/mm? (tableau 25).

Plaquettes (10%/mm”) Pourcentage | Nombre d'individus
<200 5,26 3
200 - 500 80,7 46
> 500 14,04 8
Total 100 57

Tableau 25 : Répartition des animaux en fonction de la numération plaquettaire

B~ Temps d’occlusion

Il faut noter que les temps d’occlusion n'ont pu étre mesurés que chez 55 chiens. Chez les
chiens 4 et 7, un défaut probable d’homogéneéisation des tubes citratés a conduit & la
formation d'un caillot de fibrine. Celui-ci a empéché le bon déroulement des tests. Dans le
tableau en annexe 6 présentant fensemble des résultats par chien, ces résultats manquants
sont notés « NM » (pour « non mesuré »).
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1 — Temps d’occlusion mesurés avec |a cartouche collagéne/EPI

Les temps d'occlusion mesurés avec la cartouche test collagéne/EPI sont compris entre 107
et 300 secondes (la valeur de 300 secondes ayant été adoptée pour tous les TO supérieurs
a 300 secondes afin de faciliter des calculs).

La répartition des résultats est détaillée dans le tableau 26 et le graphique 5.

TO-EPI (sec) pourcentage nombre
d'individus

<41 0 0
41-50 0 0
51-60 0 0
61-70 0 0
71-80 0 0
81-90 0 0
91 -100 0 0
101 - 110 1,82 1
111-120 0 0
121 - 130 0 0
131 - 140 1,82 1
141 - 150 0 0
151 - 160 1,82 1
161-170 3,64 2
171-180 0 0
181 -190 1,82 1
191 - 200 1,82 1
201-210 1,82 1
211-220 3,64 2
221-230 3,64 2
231-240 3,64 2
241 -250 0 0
251 - 260 1,82 1
261 -270 1,82 1
271-280 0 0
281-2980 0 0
291 - 300 70,91 39
Total 100,03 55

Tableau 26 ; Répartition détaillée des animaux en fonction des TO-EPI
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Graphique 5 : Répartifion détaillée des animaux en fonction des TO-EPI

Le TO-EPI moyen sur la population étudiée est de 270,73 secondes avec un ecart-type de
51,48 secondes.

Le 2,5*™ percentile est de 145,9 secondes, le 97,5°™ percentile de 300 secondes.

En se basant sur lintervalle de valeurs usuelles (71-270 secondes) déterminé par Ferrand
(2002), ces résultats peuvent étre réesumés de la fagon suivante (tableau 27) :

TO-EPI (secondes) Pourcentage | Nombre d'individus
<70 0 0
71-270 29,10 16
> 270 70,90 39
Total 100 55

Tableau 27 : Répartition des animaux en fonction des TC-EPI

Seuls 5 chiens ont un TO-EPI compris dans l'intervalle de référence, soit 9,10%. Tous les
autres ont un TO-EP! prolongé, et parmi eux, 39 ont un TO-EPI supérieur a 300 secondes,
soit 70,91%.




2 — Temps d’occlusion mesurés avec la carfouche collagéne/ADP

Les temps d’occlusion mesurés avec [a cartouche test collagene/ADP sont compris entre 50
et 300 secondes.

La répartition des résultats est détaillée dans le tableau 28 et le graphique 6.

TO-ADP (sec) | pourcentage | nombre dindividus
<41 0 0
41-50 1,82 1
51-60 14,55 8
61-70 25,45 14
71-80 21,82 12
81-90 12,73 7
91-100 9,1 5
101-110 5,45 3
111-120 1,82 1
121-130 1,82 1
131-140 0 0
141 - 150 0 0
151-160 0 0
161-170 0 0
171-180 0 0
181-190 0 0
191-200 0 0
201 -210 0 0
211-220 0 0
221-230 0 0
231-240 0 0
241-250 0 0
251-260 0 0
261-270 0 0
271-280 0 0
281 -290 0 0
291 -300 5,45 3
Total 100,01 55

Tableau 28 : Répartition détaillée des animaux en fonction des TO-ADP
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Graphigue 6 : Répartition défaillée des animaux en fonction des TO-ADP

Le TO-ADP moyen sur la population étudiée est de 88,02 secondes avec un écart-type de
53,87 secondes. Mais si I'on écarte les 3 valeurs « aberrantes » supérieures & 300
secondes, on trouve un TO-ADP moyen de 75,79 secondes avec un écart-type de 16,63
secondes.

Le 2,5°™ percentile est de 51,7 secondes, le 97,5°™ percentile de 300 secondes. Si I'on
écarte les 3 valeurs « aberrantes », on trouve un 2,5*™ percentile de 51,55 secondes et un
97 5™ percentile de 114,075 secondes.

En se basant sur l'intervalle de valeurs usuelles (31-99 secondes) déterminé par Ferrand
(2002), ces résultats peuvent étre résumeés de la fagon suivante (tableau 29)

TO-ADP (secondes) Pourcentage | Nombre d'individus
< 30 0 0
31-99 85,45 a7
> 99 14,55 8
Total 100 55

Tableau 29 : Répartition des animaux en fonction des TO-ADP

Quarante-sept chiens ont un TO-ADP compris dans lintervalle de référence, soit 85,45%.
Cing ont un TO-ADP Iégérement supérieur mais ne dépassant pas 130 secondes.
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C — Facteur de von Willebrand

Le FVW :Ag a été dosé chez les 57 chiens de I'étude, cependant deux d'entre eux ont été
écartés de I'exploitation des résultats. En effet, les échantillons de plasma citraté des chiens
11 et 52 présentaient un caillot de fibrine, de sorte que les taux de FWW :Ag obtenus étaient
anormalement bas; ils figurent néanmoins dans le tableau en annexe 6 présentant
'ensemble des résultats par chien.

1 — Dosage du FVvW :Ag avec le test ASSERACHROM®

Les taux de FYW :Ag mesurés avec le test ASSERACHROM® sont compris entre 25,5 et
73%.

Ces résultats permettent de classer les animaux dans l'une des 3 catégories suivantes :
animal porteur (FWV :Ag < 50%), animal avec un taux de FVW :Ag équivogue (compris entre
50 et 69%), ou animal sain (FYW :Ag > 70%). La répartition des résultats est présentée dans
le tableau 30 et le graphique 7.

Tableau 30 : Répartition des animaux en fonction du taux de FVW :Ag

FYW:Ag Nombre % Statut

(%)

0-49 30 54,55 | porteur

50 -69 23 41,82 | eéquivoque
>70 2 3,64 sain

Tofal 55 100,01

dosé avec le test ASSERACHROM®

% ASSERACHROM

porteur

équivoque

sain

Graphigue 7 : Répartition des animaux en fonction du taux de FvW :Ag

dosé avec le test ASSERACHROM®
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Le taux moyen de FVW :Ag dosé avec le test ASSERACHROM® sur la population étudiée
(55 chiens) est de 46,84% avec un écart-type de 12,14%.

Le 2,5°™ percentile est de 27,03%, le 97,5°™ percentile de 71,45%.
Seuls 2 chiens ont un taux de FWV :Ag supérieur a 70%, soit 2% de la population étudiée.

Tous les autres sont soit porteurs, soit « équivogues ».

2 — Dosage du FYW :Ag avec le test ZYMTEC®

Les taux de FYW :Ag mesurés avec le test ZYMTEC® sont compris entre 16,5 et 92%.

La répartition des résultats est présentée dans le tableau 31 et le graphique 8.

FvW:Ag Nombre % Statut

(%)

0-49 42 76,36 | porteur
50-69 8 14,55 |équivogue
>70 5 9,09 sain

Total 55 100

Tableau 31 : Répartition des animaux en fonction du taux de FvW :Ag
dosé avec le test ZYMTEC®

% % ZYMTEC

Graphique 8 : Répartition des animaux en fonction du taux de FYWV :Ag
dose avec le test ZYMTEC®

Le taux moyen de FvW :Ag dosé avec le test ZYMTEC® sur la population étudiée (55
chiens) est de 41,07% avec un écari-type de 16,76%.
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Le 2,5 percentile est de 17%, le 97,5°™ percentile de 75,43%.

Seuls 5 chiens ont un taux de FvW :Ag supérieur a 70%, soit 9,09% de la population
étudiée ; c'est un peu plus qu'avec le test ASSERACHROM®. Tous les autres sont soit
porteurs, soit « équivoques », mais la proportion d'animaux porteurs est ici supérieure
{76,36% contre 54,55% avec le test ASSERACHROM®).

Remarque : lors de tous les dosages réalisés avec le test ZYMTEC®, [e faux de FvW :Ag du
plasma contrdle A s’est révélé en dehors de la fourchette indiquée et proche de 0%, alors
que le taux du plasma contréle B était conforme aux valeurs attendues. Le profil des
résultats obtenus avec le test ZYMTEC® étant semblable au profil obtenu avec le test
ASSERACHROM®, et aucune anomalie dans le déroulement des tests n'ayant été mise en
évidence, nous avons conciu & un défaut dans le plasma conirle A, et conservé les
résultats pour interprétation.

3 — Comparaison des résultats obtenus avec les tests
ASSERACHROM® et ZYMTEC®

Il s'agit de comparer deux séries appariées de résultats obienus par deux tests différents, a
partir des mémes échantilions issus d’'une méme population de 55 chiens.

Soit ts; et t les taux de FYW :Ag (%) obtenus respectivement avec le test ASSERACHROM®
et le test ZYMTEC® pour chaque chien i.

Afin de ne perdre aucune information, on travaille sur les différences d; = ty — tz et on
calcule :

- la moyenne des différences d; : m{d;)

~ FPécart-type des différences d; : s(d)

- lécart-type estimé des différences d; : o(d) = s(d) V[n/ (n— 1)]
La comparaison des résultats équivaut a un test bilatéral d'égalité a zéro de la difference
moyenne (Hy: pa = pa — pz = 0). L'existence d’une différence significative (au risque 5%)
enfre les résultats obtenus avec I'un ou l'autre test équivaut alors au rejet de H,.
Les conditions d'utilisation du test sont respectées (différence d; distribuée normalement, ou
taille des échantillons supérieure a 30, ce qui est le cas ici . n = 55), on peut donc utiliser la
loi :

Sous Ho(ug = 0), t=m(d) / (o(d) /Vn ) ~T (n - 1)

t suit approximativement une loi de Student & n — 1 degrés de liberte

Application : m(d)) =5,7477 ; s(d)) = 8,4552 ; o(d)) = 8,5332
texp = 4,9954 ; tine (54) = 2,013656

Robsl > tineo = Tejet de Phypothése d'égalité des moyennes

Au vu des données, on peut dire, au risque 5% de se tromper, que les tests
ASSERACHROM® ef ZYMTEC® donnent des résuliats significativernent différents pour le
dosage du FvW :Ag.
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La comparaison statistique des distributions des animaux en fonction de leur statut vis-a-vis
de la MvW aurait été intéressante, mais Feffectif des animaux « sains » est frop réduit dans
les deux tests (inférieur a 5) pour pouvoir utiliser le test du Khi-deux. Les graphiques
montrent néanmoins une distribution légérement différente pour chaque catégorie, suggerant
que la différence de mesure du taux de FvW :Ag (liee a l'utilisation d’'un ou l'autre de ces
tests) peut influer sur Fidentification du statut d'un animal.

4 — Dosages complémentaires du FYW :Aqg

Quel que soit le test employé, les dosages du FvW :Ag ont révélé une forte proportion
d’animaux porteurs au sein de la population étudiée. Ce résultat était inattendu dans la
mesure oll aucune tendance aux saignements n'a été rapportée par les éleveurs, et ol
aucun cas de MVW n’a encore été décrit chez le Bouvier bernois en Europe. Nous nous
sommes donc interrogés sur la bonne conservation des échantillons de plasma citraté. De
nouveaux dosages ont été effectués a Paide des tests ASSERACHROM® et ZYMTEC®
dans le but de les comparer aux dosages précédents.

Ces tests compiémentaires n’ont pu éire effectués que sur quelques chiens appartenant a un
élevage particulier, pour des raisons de coilt, de temps et de disponibilité. Les techniques de
prélévement, de préparation des échantillons de plasma et de dosage ont été identiques a
celles utilisées lors de la premiére série de prélévements, a 'exception de la congélation qui
a été évitée.

Dix chiens ont été testés, les résultats de 'hémogramme, des dosages du FVYW :Ag et les
observations éventuelles figurent dans I'annexe 6 (lignes « n°his »). Malheureusement, nous
n'avons pu conserver que 5 chiens pour la comparaison avec les dosages précédents, En
effet :
- les chiens 50 et 53 n'étaient pas disponibles le jour du deuxiéme prélevement ;
- le chien 52 n'avait pas de taux FYW :Ag « fiable » la fois précédente (présence d'un
caillof) ;
- le chien 54 présentait une anemie et une thrombopénie modérées pouvant influencer
le dosage du FVW :Ag, et un petit caillot était présent dans I'échantillon ; le taux de
FVW :Ag s’est révélé nettement diminué par rapport aux premiers dosages ;
- le chien 48 a également montré une nette diminution de son taux de FYW :Ag, peut-
étre liée a son état physiologique (gestation lors du premier prélévement).

Les 5 autres chiens (49, 51, 55, 56, 57) montrent des résultats différents en matiére de taux
de FYW :Ag, mais comparables en ce qui concerne leur classification au sein d'une catégorie
(porteur, équivoque, sain). L'exploitation statistiqgue de ces données est réduite & cause du
tres faible effectif. Le test non paraméfrique de Wilcoxon « des rangs signés » monirerait
Fabsence de corrélation entre :

- les résultats des séries ASSERACHROM® 1et2;

- les résultats des séries ZYMTEC® 1et 2 ;

- les résultats des séries ASSERACHROM® 2 et ZYMTEC® 2.

Néanmoins, la deuxiéme série de resuitats révéle, comme la premiére, une forte proportion
d’animaux porteurs, ce qui laisse penser qu'une mauvaise conservation du FYW n'est pas a
l'origine des taux bas de FYW :Ag obtenus lors de la premiére série de dosages.

A noter que deux chiens n'ayant pas été testés au préalable sont entreés tardivement dans
I'étude. Il s’agit des chiens 58bis et 59bis, pour lesquels les liens de parenté avec les autres
chiens de Félevage testés nous ont paru intéressants. Les résultats de leur hémogramme et
des dosages de FvW :Ag figurent dans I'annexe 6.
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5 — Comparaison des répartitions des TO-EPI et des taux de
FyW :Aqg

Nos tests montrent la prédominance d’une population de chiens caractérisée a la fois par un
TO-EPI augmenté et un taux bas de FvW:Ag. Existe-t-il une relation entre ces deux
parametres ? Les chiens 4, 7, 11 et 52 n'entrent pas dans cefte comparaison car nous ne
disposons d'aucune donnée interprétable a leur sujet.

Les tableaux 32a et 32b récapitulent la répartition des animaux en fonction, d’'une part, de
leur statut vis-a-vis de la MvW estimé, et d'autre part, de leur valeur de TO-EPI.

32a. Statut vis-a-vis de la| TO-EPI compris TO-EPI supérieur | TOTAL
MvW estimé par le test dans Pintervalle des | aux valeurs usuelles
ASSERACHROM® valeurs usuelles

Porteur 0 28 28
Equivoque 5 18 23
Sain 0 2 2
TOTAL 5 48 53
32b. Statut vis-a-vis de la| TO-EPI compris TO-EPI supérieur | TOTAL
MvW estimé par le test dans l'intervalle des | aux valeurs usuelles
ZYMTEC® valeurs usuelles

Porteur 2 38 40
Equivoque 1 7 8
Sain 2 3 5
TOTAL 5 48 53

Tableau 32 : Répartition des animaux en fonction de leur statut vis-a-vis
de la MvW estimé par le test ASSERACHROMR® (tableau 32a, en haut)
ou ZYMTEC® (tableau 32b, en bas), et de leur TO-EPI

La comparaison statistique de ces distributions aurait été intéressante, mais les effectifs des
animaux ayant un TO-EPI compris dans les valeurs usuelles sont trop réduits (inférieurs & 5)
pour pouvoir utiliser le test du Khi-deux. Ces tableaux tendent néanmoins a montrer que la
majorité des animaux ayant un TO-EPI supérieur aux valeurs usuelles, ont un statut soit
porteur, soit équivoque. Ces observations suggérent I'existence possible d’une relation entre
laugmentation des TO-EPI et [a diminution des taux de FVWW :Ag.
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IV — Discussion

Sur les 59 Bouviers bernois finalement recrutés dans cette étude, aucun n’a d'historique de
saignements qui pourrait faire penser a un trouble héréditaire de 'hémostase primaire.
Pourtant cette tendance hémorragique est attestée en Suisse, méme si son étiologie
demeure inconnue. L'objectif initial de notre étude est d'évaiuer la prévalence d’'un défaut
plaquettaire — si défaut il y a — au sein de la race, tout du moins dans la population Rhéne-
Alpine étudiée. On pourrait s'attendre a retrouver la méme tendance aux saignements chez
les Bouviers bernois « frangais » que chez les « suisses » car les apports de sang extérieur
sont fréquents en élevage.

A — Population étudiée

Le sexe-ratio (maleffemelle) est de 0,3 : ce « déséquilibre » s’explique par le choix de chiens
d’élevage : les femelles y sont plus nombreuses, les éleveurs ne possédant souvent qu'un
ou deux males, voire aucun. Pour les mémes raisons, on trouve peu d’animaux stérilisés.

B - Hémogrammes

La réalisation des hémogrammes est un préalable indispensable a la poursuite des
investigations ; nous avons vu en effet quune thrombopénie méme modérée, ou une
anémie, peuvent modifier de facon significative les temps d’occlusion mesurés a l'aide du
PFA-100®. Méme si tous les chiens semblent en bonne santé apparente, cette précaution
n’est pas inutile puisqu'elle permet d'observer :

- chez les chiens 3, 47, 50 et 54 : une trés légére anémie ou thrombopénie, sans
consequences sur les mesures des temps d’occlusion ;

- chez le chien 9 : une légére anémie accompagnée d’'une leucocytose neutrophilique ;
ce chien s’avérera malade deux jours plus tard ;

- ¢hez le chien 54 lors du deuxiéme prélévement : une anémie et une thrombopénie
modérées ; 8 semaines plus tard, ce chien décédera des suites d'une aggravation
dramatique de ces défauts hématologiques. A notre connaissance, la cause de cette
anémie et de cette thrombopénie n’'a pas éte identifiée.

Sur les onze chiens ayani une numération plaquettaire inférieure aux valeurs usuelles,
aucun n'a de thrombopénie suffisamment marquée pour affecter les mesures des temps
d’'occlusion.

C — Temps d’occlusion

La mesure des temps d'occlusion a I'aide du PFA-100® donne une premiére évaluation du
fonctionnement plaquettaire chez les 57 Bouvier bemois alors étudiés. Les résultats sont
pour [e moins surprenants : si 'on écarte les 2 animaux pour lesquels les temps d'occlusion
n'ont pu étre déterminés, seuls 9,10% des chiens testés ont un TO-EP! compris dans
Iintervalle des valeurs usuelles, tel qu'il a été défini par Ferrand (2002). Tous les auires, soit
90,89% des chiens, ont un TO-EPI trés augmenté. Quant aux TO-ADP, ils sont pour la plupart
dans l'intervalle des valeurs usuelles.
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Ces résultats sont a nuancer car sur les 55 chiens testés :

- seuis 5 présentent un fonctionnement plaquettaire a priori normal (chiens 1, 24, 43,
48, 53) ; il est intéressant de noter que le chien 1 avait déja des TO compris dans les
valeurs usuelles lorsqu'il a été testé par Ferrand en 2002 (chien D) ;

- 42 ont un TO-EPI augmenté mais un TO-ADP dans les valeurs usuelles ;

- 5 ont un TO-EPI augmenté et un TO-ADP modérément augmenté (chiens 14, 19, 25,
30, 39) ;

- 3 ont a la fois un TO-EPI et un TO-ADP trés augmenté (> 300 secondes) ; chez ces
chiens, la difficulté du prélévement et/ou 'hémolyse pourrait expliquer les valeurs
obtenues.

Néanmoins, le « profil » des mesures des TO évoque pour une majorité d'individus : soit une
prise d'AINS, soit une thrombopathie. La prise d’AINS est avérée chez les chiens 32 et 45,
mais qu'en est-il des 48 autres animaux ? La sensibilité de ia cartouche test collagéne/EPI,
certes élevée chez le Chien, ne peut pas étre seule a 'origine d'un allongement généralisé
du TO-EPI dans la population étudiée.

Ces résultats confortent donc I'hypothése d'une thrombopathie héréditaire chez le Bouvier
berois. Les chiens recrutés ayant pour ia plupart un taux de consanguinité non négligeable
(lié pour partie au rapprochement géographique des élevages), il ne serait pas étonnant
qu'une majorité d’entre eux présente le méme défaut plaquettaire. La mesure des temps
d'occlusion ne fournit qu'une appréciation globale du fonctionnement plaquettaire. Elle
permet tout au plus, en se basant sur les rares études déja réalisées chez le Chien, de
suspecter une MvW de type |, ou une thrombopathie de fype « aspirin-like ». Des examens
complémentaires sont donc nécessaires.

La premiére étape consiste en l'exclusion ou la confirmation d'une maladie de von
Willebrand gréce a des tests immuno-enzymatiques. En effet, cette maladie semble
répandue chez les Bouviers bernois américains et elle existe peut-étre aussi en France et en
Europe méme si I'étude de Arnold ef al. (1997) semble I'exclure.

D — Dosages du FvW :Ag

Les dosages du FYW :Ag a laide des tests ASSERACHROM® et ZYMTEC® fournissent des
résultats légerement différents mais eux aussi pour le moins étonnanis : moins de 10% des
chiens testés auraient un statut « sain », les autres étant : soit porteurs, soit « équivoques ».
Le test ZYMTEC®, plus sensible, détecte méme plus de 75% de porteurs parmi les 55
chiens alors retenus. Cette proportion dépasse largement les statistiques américaines méme
les plus pessimistes.

L’hypothése d’'une mauvaise conservation du FvW a été vérifiée, et a priori exclue. En effet,
les analyses réalisées sur plasma frais montrent la méme tendance que celles effectuées sur
des échantillons congelés depuis 5 mois : des taux de FVW :Ag globalement inférieurs aux
valeurs usuelles.

De nombreux facteurs physiologiques et pathologiques peuvent influencer le dosage du
FVW :Ag. Parmi eux, les états physiologiques liés a la fonction reproductrice des animaux
d'élevage (chaleurs, gestation, lactation) peuvent enirainer une augmentation du FwW
plasmatique. Neuf dosages ont été réalisés sur des chiennes en chaleurs, 7 sur des
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chiennes gestantes, et 1 seul sur une chienne en lactation. Pourtant leurs taux de FvW :Ag
ne sont pas supérieurs aux autres. Des variations temporelles sont également possibles.

L'utilisation de deux tests différents aurait d{i augmenter la précision du dosage et réduire le
risque d'erreur d'interprétation. Or, la comparaison des tests ASSERACHROM® et
ZYMTEC® montre que les résultats fournis par ces deux tests different de maniére
significative. Un animal peut donc se voir conférer un statut différent selon le test employé.

Lincertitude entourant les dosages des taux de FVW :Ag rend donc l'interprétation de nos
résultats délicate.

Par ailleurs, si la MVW était aussi répandue parmi les Bouviers bernois que ce que nos
résultats semblent le montrer, une certaine proportion d’'animaux exprimerait la maladie. Or,
aucun chien de 'étude ne présente d'historique de saignements. De plus, la mortalité lige a
cette maladie serait probablement évidente ('homozygotie étant létale d’aprés Dodds, 1996).

Tous ces arguments ne sont donc pas en faveur d'une maladie de von Willebrand chez le
Bouvier bemois, tout du moins en ce qui concerne la population étudiée.

Certaines races de chiens telles que l'Airedale terrier, 'lrish wolfhound... présentent des taux
bas de FvW:Ag sans pour aufant exprimer de maladie de von Willebrand: cette
« anomalie » constitue une particularité raciale. C'est peut-étre le cas du Bouvier bernois.

La comparaison des répartitions des TO-EPI et des taux de FvW :Ag suggére l'existence
possible d'une relation entre ces deux paraméfres. En effet, une majorité des animaux a a [a
fois un TO-EP! supérieur aux valeurs usuelles, et un staiut porteur ou équivogue. Notre
effectif est cependant trop réduit pour pouvoir démontrer cette hypothése de maniere
statistique.

De plus amples investigations sont également nécessaires pour expliquer lallongement
presque systématique des TO-EPI chez le Bouvier bernois. En particulier, il faudrait explorer
davantage le FVW (analyse multimérique, tests génétiques) et les fonctions plaquettaires afin
d’écarter toute thrombopathie (méme asymptomatique) pouvant étre & [lorigine des
anomalies constatées dans notre étude. || serait intéressant de pouvoir réaliser ces tests a la
fois sur la population de Bouviers bernois étudiée ici, et sur un échantillon de Bouviers
bernois suisses. Il se peut que le défaut plaquettaire suspecté dans chaque population soit
identique tout en ayant une expression différente.
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CONCLUSION

Les troubles héréditaires de 'némostase primaire concernent essentiellement les plaquettes
sanguines et sont de découverte relativement récente dans I'espéce canine. Ces
thrombopathies peuvent étre :

- soit « exfrinseques » : ¢'est le cas de la maladie de von Willebrand, affection la plus
répandue chez 'Homme et le Chien ;

- soit «intrinséques » : beaucoup plus rares ; dans ce cas les anomalies peuvent
concerner les récepteurs membranaires, les granules plaquettaires, la transduction
du signal, ou encore P'activité procoagulante plaquettaire.

Ces affections sont décrites dans différentes races de Chien et leur identification a é&té
possible grace aux progrés réalisés en matiére de diagnostic chez 'Homme. En paralléle, les
colonies canines ol I'existence d'une thrombopathie est avérée, deviennent souvent des
modeles d'étude pour Fidentification des mécanismes moléculaires sous-jacents.

Chez le Bouvier bernois, la maladie de von Willebrand de type i est décrite outre-Atlantique,
pourtant, un autre défaut plaquettaire est suspecté dans cette race. Notre étude, portant sur
89 chiens sans historigue de saignements, montre chez la majorité d'entre eux un
allongement isolé et important du temps d’occlusion TO-EP} mesuré a l'aide du PFA-100®,
ainsi qu'un taux bas de FYW :Ag dosé a laide de deux tests immuncenzymatiques différents
(ASSERACHROM® et ZYMTEC®). Elle renforce donc lhypothése d’'une MVW, mais cette
affection ne permet pas d'expliquer 'absence totale de symptémes et Iensemble des
résultats obtenus. Des investigations complémentaires sont nécessaires afin d’exclure toute
thrombopathie, méme asymptomatique. Nous pouvons aussi émettre I'hypothése que ces
anomalies constituent une particularité raciale du Bouvier bernois. D'autres études sont
souhaitables pour compléter ces premiers résultats. Les avancées des techniques
diagnostiques, notamment dans le domaine de la biologie molécuiaire, offrent de nouvelles
perspectives dans Fexploration de tels défauts héréditaires.
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ANNEXES

Annexe 1 : Séquence du géne allb (Lipscomb et al., 2001)

Comparaison des séguences Nu et Aa canines obtenues & pattir d'ADNc dérivé des
plaguettes, avec les séquences connues chez I'Homme

Les numéros des nucléotides des exons sont indiqués entre parenthéses. La numérotation
des nucléotides commence & {'extrémité 5' de 'exon 1 et se termine a l'extrémité 3' de I'exon
30. Ainsi, le numérc du premier nucléotide de certains codons est noté en-dessus de
l'abréviation de ['Aa ; & partir du nucléotide 2401, le numéro est également en-dessous pour
le géne canin.

Les variations entre les séquences Aa sont notées par les abréviations des Aa
Homme/Chien. Les similitudes entre les séquences Nu canine et humaine sont notées par
des tirets "-" ; les variations sont notées directement dans la séquence du géne canin.

"X" indique Fabsence de Nu ou d'Aa dans la séquence de I'exon 24 et de 'exon 30 de 'ADNc
canin.

" indique le site d'un polymorphisme possible du nucléotide 694 dans la séquence canine.
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Zueq, 1 {nuclectades 1-109)

PR

TRFITIEATIITNNT

L% LT F VS LT FYHMTIGOR
COITRAIITFIRILTAGT J\:..“.Js\.m’ﬂi TTAGTIICT

T A ==A
cEE T FrIYELCRAOR
.,.q",-,.r.-:....»AR»A’-CAG&:A‘”E‘JCGGCEETC?:G‘:G:CBISGEW

SrE I FEEVIG
TIIIGTSRTGAGAT T AT STAGACT

LT T -

PAIF ZGL ATV VS RINDURNT
..M:S'.‘CC":..AAG«&\SGMKGTCGGTCE\.A:C’ FAICARCGITATT

A ITIATAT

e . A Rlimmen

A TAR WL R AR Y E¥ T EE AL FT PV ESELFLVA JRLEASSKSRHER A T ¥ F P2 ORWAR

T A AL R D G R A T S T I T T R ST TG LOAGAGRGC S6 U O S OO R TACTL D DO TT ST COCTRERRL

3 B a0

3 POGYYEF L G L

5 =

TL¥FsSINY VEY PNLD R OROY T IORAG T OISENAY T EvL VoL
£e a..,mr:rc:a‘..p.:srs'mwr'"-:ar-h.f“ ARG8T T AR S50 AT AT TA T AR S SAGA ST SO 3607007 SOCGACTATTATTECoTAGGTCnC
PR G CERE TR ool (SPUEY EEETX TGGmenaieTER TemTen tmmmmm s smee= T fama e

4
-t ZanC 1-

LANYBAMTE VALY L E L 0 4 2 5310 L L@ E Y D3
Ha AT AT R R TR T LT LA TIA IR T LA AT NI TTTRT FAASG VT IOTI AR T
y sume] Gl keGnnThunw L fmnen T, LG mmmmm———nTa

"%

SLTETRUISYINKYE R OYEYLDL 6 YWRGE Y 5V

I ITISACTCCATIAAL [ CAGRTTACTT TRAT SR ITAT T SRGGGTACTL 351G

-

TN S B2 -

A TmememunsnaTann

Exon ¥ {nuclectides 3473510, Exon 10 i{naclectices §32-945)
PN ) 2
I3 FEF L OFINLINTUEY

L3R F T OSWIT L @ ANYE D LUNSEYYMQR/L H R LAEGE £ Q

R ITACA IR TAT I LG IS BT TR T TRASCT SRR ITITEGAGC

n - 2

T T 5

. jRiyn Halriacct e iy WA oM

BT S INART TITRGATTC CTACT AT CAGAGGL TRCATCHACTGCGCOIAGAGTAG

A wmToen B 3 b T S A

fxon 11 {nuclectides $46-393}, Exon 12 (mlntzdu 1000-1209)

4, Ll
"'T:'."iS;EE'.".:':"EF‘E
CATTIAIEITRATSGOGAT BAAATETAT GNT TTGITRATGFIIGITLS

v e T e e e T m = D e TT 2

3 T~ A P PR e WS T S

L¥YF¥ E 3 8 &8 2R X L RAEYVY SRYY
THTATAT TARGAGT COGLCAGAL CORAMCT SGCCAMAGT 556G TRTETAT

-

LT T oL

L
T AT ¥ TACACASIT ITATGRGIGATT

Cmmfranualunfommmepanfeem e nn el ——an

-L86 il

H
n

EFES J\.L'-'Ju.!._pla._

PR OE BRI APSL FDLDBRDG YK
IO LTGRO AT CG AT TS0 A ST OGAL TGGATSGC T ACARTGACATT
E 7 c £--T6--

R P 5 QVIL I E P F FT/AG SAST G F
< AN NGO TCT TN CATAGSATINRC OIS

Txon 16 {nwcleotides 1586-159%1. Exon L7 invcleotides 160D0-1752)

e—"— GemammN e e aC e ——

e

P R S 1 S A
TR ICRGT ST AR RO TCTATICAG S TACT G SCAAGAT

BT L ST USRS, S ¥ YU UG MU, W

1€C:
TCH?-ZE.K/"LSJPLHAEZ"

.
RS ATAACATT T TARRATITRTC IOTRAR TG TUAG TS AG
el A mmm———— e——

]

X T OIMTA LR

CAT T RICACAICACTATASITITICTI IGAGAT
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Xxem 19 (pocleotades 1879-1947)
V156
EADF S I B L 3 F L VLT

Hu GRGGCAGACTII G 3k IAA VTGRS ToTAT T ATECT Th

Ta e L T C L L Ty L

Rxoz 20 {ouclectades ISER-2034}

LN

HOEB ORI T S A T
Hu CoCEACTCTCOGOAA AT GRS TATSTRT 320 YASCT

Ca =G o Y—

Lxon 21 {mucleotades 2035-2187)
202¢ -
¥ EAXMELAYHELFWUES Aﬂ.”':H?F\L':_ : : ) s z !
Hu TATGAAGTAGRGCTREC M5 GoAC T GUCCCAGHGL 6T TEACTACAT & G0 4 )
va md e B LR LR L Ll o Y ek, CLLEEE LSRRl

Exon 22 {nucisotides 2188-2268), Xxon 23 [nuclectides 2269-214%)

T3 218t |
5% P M KKFS AQFL 5 LATY L% I . FEN . EE A - - : : A
Hu  GACARCCTCATSANGARGAACGCCCAGRTAGGRRTCECGATCTTGGTONG T 335GARTCT33RA AT 21
Ca =feeeem- T Gumawmmmnmhe Tmmmmeeeeen T

Exoty 24 {aucieotides 2150-2448 [Hu], 2350-2445 [Ca])
2296 < 35u P
AV L LDV P YR AMERAYETENRL RGN & F P A VAR E RLIZSF 2.
Hu ATEGTGCTGCTGRACGTGL CGATCCRIGCAGAGGLCCARG TEOAGCTGE GAGEGAACT T IT TT T CAGIET T:}MMM.—: TEAGRFYIATIAIAMIAZITTT
ca GLmmmmmmm e T-=--- O R e e S D SO Y Y N

.......... A Ty

Exon 25 [pucleotides 2449-2601 [Ha), 2446-2598 [Cal}
2431 2490
VEHRTYELHRHNKGG EG T YMSS LY LEH/LEGITE 30/E2

Hu  GTGGAGCACACCTATGAGCTCCACARIAATEGCCCTGRENCT S TGART ST TTT CACST SRS TAT DAL TTC O 15 5ATATT DT

Y TR SUNSIRIMESSUSIT, SATCUE S RSN USSR WIS J A S e

2428 2846 ’ ' ) ]

Txon 26 (mclectidas Z602-2127 (W], 2583-272% [call |
2566 zE02 262 ‘
Q CFis® Q p3/sWIN PLIFES/ILL WG/IPL/QPT/TE 2 F 8 b N

Hu AT G A I TG I LA CCC T ST CAAGGT GRACTGGEEGC T 3T CrATCI T TAGITRNT T

Ca D ) T et Y AT T e O S R I e T E
263 Zsse 8

Exon 27 [nuclectides 2720-2041 [Mu), 2725-20M0 {Ca}) :
271 e
SRGL 5 2PV LWLS CIMESAGPROMT VYV U OTLEL o EMAGSFGE L FOANUVTFY
e TG T GG TG T T ARG T S GAC T Lo G T TG TAC TSGR TG AT ST BR TI STAGGA T T GO TG IO oS53 TAGT 3R 3 ITATSET A ‘.‘
& B e S ot R s+ SEL UL LD =] A A
2658 2725

Izon 28 {nuclectides 2042-2843 {Nu}, 2039-2940 (Ca]). Exon 2% [noclectider 2944-3060 [Nu]. 2M1-3057 {Ca]}
283p 284z

Yoo B P L ODQF YV LOESHOMA W FN VS S LFYAVAMRSL S LE

Hu  TACCAGAGGCCTCTGRAT LG T T TG T GO TGO T CoCAC A TGG 2 T AR TG O T OO L T A TG BT S T oG T TG TG 2T S MR AGGRRAG T TASO T . FGATATA .
Cd CeGrewmemesfremcomaaans i e i e B et LEEERE

833 Z833 o

Kwon 30 (nuclectides 3061-3120 [me], X059-3111 [Ca]}

2971 2940 1046 3061

EERAMDPL P I ¥ ¥V LVGVYLGGELLI LIWN/WLYLAYXXWSS T
Hu GADGAGAGGGCCAT‘\EMTCTGGTGGGT&'TGGTWGTFGGGTGGCC‘G”T;C’GCTCAC‘J:N{TW;L..:.:Cﬂ"‘ TGGRAGIIISG T Y
Ca e e Y : T3

2968 29'1" AR 5

L6 31l
o/ B TRRY
E ey X
Hu GAAGAGGGGGAGTGA
Ca ==G---T-ATG—-C
Ji03 04
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Annexe 2 : Séquence du géne Bl (Lipscomb et al., 1999

Comparaison des séquences Nu et Aa canines obtenues g partir d'ADNc dérivé des
plaguettes, avec les séquences connues chez I'Homme et Ja Souris

La taille et les numéros des nucléotides des exons {désignés par les lettres A & N) sont
indiqués entre parenthéses, La séquence Aa déduite est notée sous forme d'abréviations au-
dessus du 2éme nucléotide de chague codon. La numérotation des Aa commence a
I'extrémité 5' de l'exon A et se termine a l'exirémité 3' de I'exon N. Le numéro de quelques
Aa est noté au-dessus de |'abréviation correspondante.

Les variations entre les séquences Aa sont notées par les abréviations des Aa
Homme/Souris /Chien.

Les similitudes entre les séquences Nu canine, murine et humaine sont notées par des tirets
"' - les variations sont notées directement dans les séquences canine ou murine.

" indique le site d'un polymorphisme silencieux possible chez le Chien des Montagnes des
Pyrénées.
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I".:on A7 by, 1-29)

27
m-:v s N I ¢ T T X G Y SWH S C Q Q L A ¥V 8§ PWYW I A W U S
Hy GGGCCUCAACATCTUTACCACGCGAGGTGTGAGCTCCTGCC AC:CAGTGCCT "GGCTGTGAGCCCCATGTGTGCCTGGTGETCT
Mo vA-Trenrmancnanmanvnsvnn A-cvean C---as Asmemsccccrrausanaad Tavmmrmcmanaud ToeTGuenrmommmammcaaaans A
Ca +T-Tr-msammmrrenanaanu Anerann Tae CCArrr-mmacunanan AaeTe cArcmccacas ST eeTG rorswermcnmmmcaaans, A
Exon B (195 hp, 30 = 54)
22 29 20 33 OM 40 A

iJENTMLP!S’PWLGSPR("D’Ni’NLKSNLLKDNCAP‘?’LES!
Hu GATGAGGCCCTGCCTCTGGGCTCACCTCGCTOTUACCTGAAGGAGAATC TGCTGAAGGATAACTGTGCCCCAGAATCCATC

Mo-nmmmmnn AeTTeeTom-Ananannanan T Cunnr wemenmmnn CameTonnnn- y g G--T--T
€2 camennnn GCC--CoeneTommrAmsTar CreConrAcnemsnnaranns Ar-Tenemsaranncnns ToeeCmnnnas C-TG---A--C--T
55 r

E F P VYNNI S E NAVRORVM L E DDA R P L SDS&N K G S G bsD 5 SAs Q VI T
Hu GAGTTCCCAGTGAGTGAGOCCCGAGTACTAGAGGACAGGCCCCTCAGCGACAAGGGCTCTGUAGACAGCTCCCAGGTCACT

MO ~emcmmannnas o AGA-C--Gro--CTeeun-- . AG evmemmmmmcmam s, V. J Guvannn Aemnne
Ca =-mruson~ LCA-Cevmemnees TaeloACoarlimec e CCmnmansCaaTrnenAAmmmcnnanenmanrens GAeneaTonaaea AT wne
Exon € (255 bp, 95— 179
8“ w93 108

v 5 P Q 1.3 1 AViA L K L K r 8] D s K NI% F 5 WLt g LY R Q L' 13
Hi CAAGTCAGTCCCCAGAGGATTGCACTCCGHCTCCGGUCAGATGATTCGAAGAATITCTCCATCCAAGTGCGUCAGTGGAG
Mp —neveamann O TCerToeAnefnnnrnmmmcomommesmmneass TCuununs AC-Trmmmeemmsnssnmanamnnnan

ks 134
oy P Y nBo1 ¥ ¥ L M D L 5 YFY 5 M A D o i wss s f 0ONTR G i
Hu GATTACCCTOTGGACATCTACTACTTOATGUACCTGTCTTACTCCATGAAGGATGATCTHTGUHAGCATCCAGAALCTGLLIT

MO -vannmenna 1ol L L L L LT T R Toverrmmmmmssmcmommamnmnn ¥ o (N, L -cnananan
8 » cmmmnmm=n ] P . LT TP T AT rrcm e cta s [ £ TR R Aowadaw O
1 §33 i
T L3 L A Ti&E © M ORRH K I T s N L R 1 Y] F v} A F A L M P Ly 5
Hu ACCAAGCTGUCCACCCAGATGCGAAAGCTCACCAGTAACCTGUGGAT T TTCGGUGGCATTTGTGUACAAGCL TI'GTGTCA
Mo cerv-and T-canan Tofesenmaanan Crecens 7 BT IEEN SR g L Taeee-- LA A e A--G
Ca wvveman Coneran TaCemnmcanns AC----- el Taee TeQuvmvacicannn CrmmmmeeTaTocsvenwrmmmncarewelina-T

Eann I} {162 bp, 180 —233)
163 7 17 e 184
P Al M vt B P P EWE A LILEKK N 7§ < ¥ DND W K TXTTAT C % ¥ L i
Hu UCATACATGTATATCTCULCCACCAGAGGCCCTCGAAAACCLCTGCTATGATATGAAGACCACCTGCTTGCCCATGT TR

Mgt -oCermnmnnes B N ) o P ATC cm e e e msaaaracanmanans
R =-Avmcecnencs Cavcmcmcancsann YN o T S Con-TGannennnnman CCA-wne Tonares Torarnarunn
ey L it

Y K H LY L T L T i Q Y TRT K ¥ LY E E v | 8 A Q 5 Ay 5 4 N R
Hu TACAAACACGTGCTGACGCTAACTGACCAUGTGACCCGCTTCAATG. -\Lr(vMGTG A.-\G-\.-\(JL AGAGTOTGTCACGGAACCGA
MO ce--mecamnsammsessssunnnnann Covocmnnnnn- Tammcemaaranaanen VY Camnm- CaneTraTemm
Ca crmmancens (R Teaeameaennnn Avreronemnananaas Guvemranas ,\.-u ------ A AccLiaaCann

Faon E (16X bp, 234 - 18T)

17 223 233 .’.34 P
" A P G A | o Q A T 1 G w " N 43 A -3
Hu GATGCCCCAL l.-'\l lGGTGGCﬂT( u‘\TGC CATCATGCAGUGCTAC ‘\GTC TGTG A.T('A.-\A.r\l r.-\TT(‘f HCTGGAGGAATGATGCATCC
Mo c-rvvmmmcecnnan. Lmammmmaen Lamnnumvrsrwnvremanacannnn Amrmcmmrumssane T LT R TP Cammmmnnn
Co mmmemamcervarcan- Commeemmnan Tee Trmrmmecrmamcmanaa o Lommmnamans Grolfomenmeme vrmemamnnaacs y
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44 0

H L L v F T T D A K T H 1 A L 4] G £ L A G I Vg PN D
Hu CACTTGC! I‘GGT(:TIT}\CCACTGATG‘CCAAUA(T CATATAGCATTGGACGGAAGGCTGGCAGGCATTGTCCAGCCCAATGAC
Mo - Temneeo ) Y ¢ E T Comenen TeeCCreamaTommene Aceancmans JOSRR Trmmmmmamann T

Exon F (96 bp, 288—-319)

) 2#7 297
G QHQ C H vin G s D B H Y A £ T T M ) +] Y 3 5

i (‘v(;(rCA("I‘(‘TCA’I‘("IT(‘r(rTA(:TGACAATCATTAC‘l‘(‘TGCCTCCAC’I‘ACCATGGATI‘ATOCCTC’I‘ITGGGGCTGATGACTGAG

Mo ~emenn- Canenn CA----C-CCmenmnn oS CroCanAaneCanrncncacmacnasaanans

Ca nrneene Grenrnn CArren CaGTrrenen L R U 7 gy T LT N S Y

Exom G (90 bp, 320 - 349)
08

3% 320 324

X L 13 Q X N 1 N L 1 E A v E N VY ¥ NSH L Y Q N Y s E L
I AAGCTATCCCAGAMAALATCAA’!'IT(‘ATCTI‘TGCAG'!‘GACTGMAA‘I‘GTAGTCAATC‘I'CFATCAGAACTATAGTGAGCTC
1 Y A R T T B Y S T
[ R T AeaGroriuanen Gunnes AT-LoaCommnnn CoaCrmmvuraresn

Exon H (135 bp, 350 - 399

kvl Je 350 35
LN Y N R . GoYam L M DS 8 N V L Q@ L I Y D A Y G K I

Hu ATCCCAGUGACCACAGT IHHIGTTCTGTCCATOGATTCCAGCAATGTCCTCCAGCTCATTGTTGATUCTTATGGGAAAATC

Mo ~aTeaTennccannaanan ew A-uCuacnna TGAT «2aCenAcu-vnaConccnsanenrannnosnnansnmnmmnnnn Lmrareranren
Ca --C--Arravmerennrnan GealfATo22nx" TACG - =Tes Covnnn T-w-nn~ Trormanerrennn wasssassann T--A-r----a
152 37

R 5 h v F I 3 v ® i 1 P RGE E L 3 L 5 H N [ T [ L N N g
Hu COTTCTAAAGTCGALCTGUGAAGTGOGTGACCTCCCTGAAGAGTTGTCTCTATCCTTCAATGCCACUTGUCTCAACAATGAU
M wm Crrenrmnes Aieeecnnmannannn Assmvaunnn B T e Y Coaane
C3 wn Covennnnns Aivememaianaana TR e T-AGn » ToreeTanAnelGnnnnn R Tavenancnnn )

Eton 1{429 bp, 395 - 537)

394 395 A0S
\' r G X S MWW G L 1Y H Ge D T v s F L | E A K A R }]
Hu 7 LATL(.‘C' TGUGOC TLM( FTCTTGTATGGGACTCAAGATT MAGALAC(:(:TGAGCTF(.AGLATT(‘ AGGCCAAGUTOCGAGOC
Mo ~-Tenuvres Lievnvrenrncanan R & L TaeTaelCornrrrcnecanacaas WTmam-
Ca wollcicnn e [ T A ealCaaTowweacl auranca Anans
EnTS .urr a3l
r gt IS FOKpR » v 1 ¥ [ | Y ¥ XK I S L UTTVYT g N T F 1]
Hu TG (‘LL C AL AGAAUGAGAAGTCCTTTACCATAAAGCCCOTOLHIC T TCAAGOAC AGCCTGATCHTCCAGGTCACC T TFGAT
Mo - Crroncrrrrens mennan Cavees T--C--T--Cer-vns Tavewmrnuas “rmemmacamnm. LaCenanananna Ajmumon L.
Ca -Canmenanans RN Avmrne L A S L Toeoanmrana ConAnrnmnnann L eCrAcrrrrann Coanunns T--C
-1“ -I‘Q
b v A 1 (%] A QFQ A BQE F NRS & HPH R C G u 1 |4 F 1 G
Hu T(‘ TGACTGTGCONHCCAGGUCCAAGCTGAACCTAATAGCCATCUGC T(R::‘\ACMT(’-UCMTGG(‘ ACCTTTGAGTGTGGE rGTA
Mo -cruns B L L LR T T T TTT=aCUaGeanaTCC--e-CAverrrnrnnercannns GualComrur- Toacrernnenraaan LR
U8 s-ecsemiancvsenamscnany LAG-=TG G ~eeTCC e T e AC cremcnrrermnarnss [ L AL L T L3
460 4%6
©ORRL ¢ GIGIMYPr G L B8 Mg E v s E E D YWMMH P S Q Q DEDE U
Hu TOCCGTTGTUGGRAOCT R rCTh{ HTGGGATCCCAL vT{;T( TIAUTOCTCAGAGUAGGACTATCGCCCTTCCCAGCAGGACGAATGC
Mo =eaene Ceonene AC s Aldarrewanenanan Li-r-AT rrveervneann wseTaameannnas LR A G A Ae-licaea
Ca anees TC-rrns N P L GaeaCAc-renas Ar aeaas GeeAmrnese CoaT-AT--C-oCuavemvnanns (AT P
487 4R 513
5 P WER E v o P VA 8 R ¢ E ¢ L ¢ o3 og ¢ Y U H 5 & N F
Hu  AGCCCCCGAGALHHTTCAGCCCGT (‘Th(‘r‘\(:(‘(‘r\(r(‘(r( WGGCGAGT(CTCTGTGOTCAATGTGTCTUCCACAGCAGTGACTTT
T Avemrmnmmrrnnraran C--Gern-- crrmiraad TeevveaCrrans -
----------------- [ Lt o R e Ll ILE LT TN I,
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(30
Mo
Ca

Hu
Mo
Ca

Hu
Mo
Ca

Hu
Mn
Ca

v
Mo
Ua

Hu
Mo
Ca

§lu
Mo
{a

Hu
Mo
Ca

Ho
Mo

Hu
Mo

ExonJ (225 bp, 538 - 612)

514 537 53% 540
O 1N 1 T (1 X Y D D F 5 C Y R Y K E M C s G H G
GGCAAGATCACGGGCAAGT. ACTGCGAG]' GTGACG ACTTCTCCT: GTGTCCGCTACAAGGGGGAGATGTGCT CAGGCCATGGC
-------------- Tovencmnmcasee-ToasnaaCansTarvanmrrrresesCrrrrrmnmraccrsfhiammensenrmameecCuaunacecc
-------------- (bucemmrcannmmeeCacosnaTanaTocaccssnnusaaTesuncancanseerGannnnmzaaenneslreArewccena O
541 567
4 I NS ¢C 4G Db LT B S DDOW T G N ¢ T T R T D T C
A(.T(:CAGCTGT(-GG(‘ACTGCCTG'I‘G’I’GACTCCGACTGGACCGGCTACTAC’K‘-CAACTGTACCACGCGTACTGACACCTGC
O S e T pepar— GovrmrmmsndTrmnnaen . TeeAr ~Commmcvcnuanneans
Y Y o ¢ B Conmnnmnncnes [ N I o demassmmmmm— . CarGr- Crmevunmns Gan-
LTA 504
M X S N G L C S8G G R G KNK C E c G s C v C wi Q r 3 Y
TGTCLA(rLAAT(:GGCT(:CTGTGCAGCGGCCGCGGCM(‘TGTGAATGTGGCAGCTGTGTCTGTATCCAGOCGGGCTCCTAT
--------- ConmencmcunnnnenvermvscmravsnsslfosmnnaCanCanGuoalrrmoncuenevncaGoellfencnannmeronnnnanan
--------- (ae-CrmmmcncacnnneenGeanmeTeaQonnceedie To alicaTornnonaelln aGeo-CAmmmmsAn 2T enrennaanC

Exon K (99 bp, 6§13~ 645)

sk 612 613 621

U D T £ K C P T c P n A © TIWT F K 4 E C v E C K K F b
(rtr(_:(u\t.-\(‘CTC‘T(‘AGMGT(&CCCACCTGCC(.A(JAT(:CCT(:(.ACCTITAA(-AAAGAATG TGTGGAGTGTAAGAAGTTTGAC
B A G-<G-rarmonnmnmmrnamaammanaas CA--
E A Crermnreremmmesieamuannn TeaComenun- Avevvrrammnns P OIS A--TG--

Fxon L (124 bp, 646~ 6HS)

n22 B3 645 640 bag
R o A L H DEDEED N T ¢ NSN R Y © R D EDELl E Q5 ¥V K E L KMKD T
CGGOGAGOCCTACATGACGAAAATACCTGCAACCGTTACTGCCATGACGAGATTGAGTCAGTUAAAGAGCTTAAGGACACT

-------- AdiccConmrnnnAcsusacCrornnanalGons (emmncrerenlGerT-2CesCoave CAG-smmcmnsvavnGL~--T---
S SR N Y S TaeTearToranunnn AvemsTomeeeiTeeTeeTeeGeeTone-TCTnmnnnn [ T-Avenn Ton-
[ 3 675

G K IvND A 0V N C T Y | 9 N E D n o« Y v R F Q Y Y E ft 375 = G
GUCAAGGATGCAGTGAATTGTACCTATAAGAATGAGGATGACTG TOTCUTCAGATTCCAGTACTATGAAGATTCTAGTGGA
T AACaeCrmmmncaanannn as Y oJO e Cananan CACunnnnn G

Fxon M (168 bp, 686 ~ 741)

6l o83 Ok L] g
WRKEAS VA LY voov E E F E ¢ P R P D ! L 3 VoL L S v M 3
AAGTCCATCCTGTATGTGGTAGAAUGAGCCAGAGTGTCCCAAL r(:(r(.CCT(JACATC CTGGTOGTCCTGCTCTCAGTGATGGHH
B R T A G--urrnanus Tesoommenmaaaaaan el acasan Tree-en EEEL LR Areves Aferermmmacnananas
AT CA-T==C enrnarenn- A--mmmmnaus Arsscmcmcmracaaanas Tevecnn Lrremanonn mranlCannnaad Trrem=n- LT

0% 72[ 1‘2" ™

A I L L ! G L A AMPT L 1 W X & L 1 ] XK E F A K

GUCATTCTGCTCATTGGCCTTGCCGCCCT! (rCTCATCTG(JAAACT(.‘CTCATCACCATCC ACGACC GMMGM’ITCGCT AAA
O o2 TAT-c-ceacmemcnsnnnn (¢ J. SRR T--T--n--- GaoGonoans Teerennnn
------ Iy i RS OE RIS ¥, Y1 ISP ¢ P & P ETRTETTT R XV LT IERY ¢ FEN t EEY ¢ EE PR

Fxon N (63 bp, 742 - 762)
FAi ) I T56
¥ L E E X A R A | 4 w L] T A L N F L ¥ K E A T 5 T F T N
TTTGAGGAAGAACGCGCCAGAGCAAAATUGUGACACAGCTAACAACCCACTGTATAAAGAGGC CACGTCTACCTTCACCAAT

7”7 752

1 1T ¥ R 6 T sop
ATCACGTACCGGGGUACTTAA
....... DY ; S
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Annexe 3 : Notice d’utilisation des réactifs pour le PFA-
100® (Dade-Behring)

DADE BEHRING

Dade® PFA-100® Reagents®

To aid in the detection of platelet dysfunction in citrated
human whole blood.

Dade® PFA-100® Reagenzien

Zur Erkennung von Thrombozytenfunktionsstérungen in
citratantikoaguliertem Vollblut.

Dade® Réactifs PFA-100%

Pour laide a la détection d’un dysfonctionnement
plaquettaire sur sang total humain citraté.

Reattivi Dade® PFA-100°

Per contribuire alla rilevazione delle disfunzioni
piastriniche su sangue umano intero citratato.

Reactivos PFA-100® Dade®

Para ayudar en la deteccién de la disfuncién plaguetar en
sangre humana citratada.

L

Enghsh: Page 2o ]
Deutsch: Seite 10 bis 17
Frangais: Pages 18 & 25
ltaliano: Pagina 26 fino 33
Espariol- Pagina 34 hasla 41
B4170 G20 E0830 (0446) W 1 Editlon November 1998
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Annexe 4 : Notice d’utilisation du test ASSERACHROM®

VWF (Diagnostica Stago)

ASSERACHROM® vWF
Doszge immunc-enzymatique du fscteur von Willebrand
s Colirt do 96 tests contendm
= 3% 2 barmsites 0o Réacti 1 (Baratie Conlda)
~ 3flacone de Réack 2 [AnkWF-Peroxydase)
- & rompnmés de Réaclf 3a foitho-Phénpibnedaming)
- B compnmés de Réeciil 30 {Perqxyoe o Lrée)
=~ 1 flacon do Adachi 4 {Tampon de Diludan)
~ 1 llacon de Adactit S [Solulon de Lavage)
= Afiacons de Riacti 6 (WF Cakbraton)
~ 3 flacons tha Réactil 7 (WWF Conlrol)
- 1support de barratios
- 1 couvarcle da plaque |
{Rél 00240}
24509 - CaRon ol OB

J
ATRA R ¥ TG0

1 INTERET DU COFFREY
Dotage th faclewr von Willebrand {vWI} par rnédhoce ELISA,

2!/ RAPPEL SUR LE FACTEUR VON WILLEBRAND

» Biochimie du fscteur von Willebrand

Le factew von Willebrand {vWF) est une glycoprotéine mullimérique da

poids moléculaire pouvant attandre 15 000 kDa, N est consirks par

Yassoclation tia n prolomdras identquas, cos demiors Stant kemds de

deux sous-unités semblables, checune d'un peide meléculeice volsin de

270 kDm {10). L VWF ozt synthétisé par fes cellules endobétiales et

les mégacaryocytes (Z). Una jois Wbicd dane fa cloula¥on par les

caflules endothdliales, il paut subir 'acson proléolyique de la plasming
ou dte inchus par endocylose dans las granuies « das plaquaties,
* Fanctions du tacteur von Willshrand

ke factow von Wilehrang wiervient dans Fhémostase primako et la

coagiiation,

La YWF joue un 1le Gélerminant dans Fadhésion des plaquetios su

U vasculairg #f dans la formation des bhrombi par sa

Ealson aur complexes dlycoprovliques [GEP) IWIX o bl {10),

Dans 1a congulstion, Je vWF inlendent comme protéine porieuse du

factaur VIl {facieur anbhimopbligue A} quil prolbge comre a

dégradalion [3).

» Maladio de Willebrand

Ln maladie de Wilebrand est la plus friquanie ves snomaties

conshiutionnolles de fhémosiase. D'un point de vue clinique slie est

Suroil caracéirisde par des hmomagios mugueuses of culandas (B).

Trols gracs fypes 0 maladie de Wilsbrand sank teconnus (7, 10) @

= e type 1 coraspond & un défick quantiialil an vIVF et sa iranemission
ost auiosomale dominante : ol ke lype o plue dndquemment
rancoind (70 4 60 % des cas de maladie de Wikebond) ;

- b Wype 2 regroups les anomalies qualiatives du vWF, e pius souvant
Fanomale porte sur B strochre muliedrigua © dans o Cas &
lransmission est autosomals dominants DU récessive ;

« Ietypa 3 sstcaraciingd par une abtanta quasi comphila do vWE dans
le plasma ot les comparimens csulaines ; & transmission est

aulosomale rioessive,

Tesl Type t | Type2A! Type 2B [ Type 2| Tyvpe 3
VWWFAg 1 ] b | Normat | Absent
WFRea® i 111 L ondl | Noemade | Absente
Agrégation 2 la
ristocetine

Nomnwa | 444 ou
Forte dose oul | absenta | Normaie | Normale | Absenia

{  Fobledose® | Absento | Absente | Prisenie Absente | Absanie
i
; | Nommal | Normal | Mommal

Facteur VII ’ ouzd oul outl) Il NJ;—J
* VANFFICD 1 3Wl COINCIOLY Oe I NRICoShng du Tacter von Wikshrand
= L'sgrégation plagy prk G0 fanbie ioes Ot HiEtocibne est at

choz 3o SUj0 normal

Principaux lypes de maladie de Wilkebrand {8)

® Par azurs, des 9étichs du vWE peuvint Hre associis A divars clak
chques  (mydiome, lymphome, fupus érythémateux  dissémng,
hypohyroidisme._). On parie alors de matade de Wikebiand acouise
4.
Le vWF &5l une protéine de Hinflammation, son iaux st donc augmanté
lors de Fakteinte de Peadothéium vasoulace (phiicde post-opéraltire,
infeciion, cancer, alieinie hépatique ou rénala... ) {51
D plus, cemanes dtudos monkent que des taux Seves de WWYF sont
R5500ES & des routies cadiovasculaies, PORAMMONt & coviaing lypes
dinfarctus du myocarde (3)

¥ PHINCIPE DU TEST

Lin support plastioue secouvert danlicoms anh-wWFE humain {Reactd 1)
fixa lo vWF & doser. Lo YW 1bxé esi rdvdlé & I'alde d'un immuno-canjugue
{RéacHl 2) qui se lixe sur les odterminanis nmigéniguas tbras Lo taux de
poroxydast M est mesué par son activik sur 2 subsirat oitho-
phinylenedamine (Réacil 3a) en présence d'eau oxypgénde. Lintensité
de ka coloration, apibe arrét de la réaciion par un acxia forl, es! fonclion da
In tpranidd Ge YWF prasents intialerment dans Je milies

4t COMPOSITION

# Réacilf 1 - bareme da 18 puds, recouverte da fragmenis Flab),
danscomps de lapin anti-viWF humain

* Réactll 2 _immunoglobulines de Iapin antivWF humain cobpiées a la
pearoxydase,

* Réactlf 3a : comprmé de 2 mg d'ortha-phinimedamine (GO, 2 BOY)

* Réactlf 3b: comprimé da 5 mg de paroxyde d'woe.

* Réacti! 4 : flacon de 20 mi de Lampon phosphate, 10 fois concentra,

o Féacti 5 : Nlacon de S0 mil de solulion Gu lavage. 20 s concenicée,

* Réactil 5 ; plasma bumain lyophiisé comsnanl une quantité connie de
VWF proche de 100 % apede reconstitution et dilulion (voir le papifon
Wchs dios e colfret). Ce aex est délermind pir rappen boon dalen
secondare ctu Slandard intemationsl. Le Réecilt 6 est uliisé pour
Témlonnage du dosape.

* Rdactif 7 : platma humain lyophilisé comtenant une quantilé connue de
¥YWF {voir le papition nclus dans ie coliret). Ce laux est détarminé par
rappoit d un daton secondaie du Standard Intermnational. Le Rénctd 7
eat wiisé pour ie contrile de qualitd du dogage.

Lok PaLtic & 01 7 pont K'erigine hmetne.

Pour chaywe plasrna wiilieé daoe |8 priperstion se ces Hiactis, It prisance da

Fntiging MEs, des BOSCWPS anti-HCY, artl-HEY § ot arRFHIY 2 m d1d sacherchie ot

Wouvie sdgative. Copandant WCun Wt re paut garanilc se fagon sbealus IBRMsnTY

% ot dpent Infactieux ; asl pounyuel, cos Hactly, etlging kinoeine, dotvent e

lnl-‘:ih:-. it s pricontl dusege vagleranl de produils patentiellement

5/ PRECAUTIONS

La cofitel intact doit Stra consarvd & 2-8 'C. Ces actls son desbnés
exchugivemant k uit USage in i,

6/ RECUEIL ET TRAITEMENT DE L'ECHANTILLON

* Préitvament du sang sur solution de tilmte trisodique 0,108 M : 1 vol
e citvali pour 9 vol. de sang.

& Centrifugation : 10 ministes & 2 500 g.

® Consarvalion ok plasma : 8 houres & 20 "C
1 mois & ~20 °C, Décongeler & 37 "Cpendant
w) moins 15 minutas avant infisation,

7/ CORSERVATION ET PHEPARATION DES REACTIFS

Congarvis & 2-8 'C sous lour &t d'onging, e rdacifs sor slables

josqu'ih la date de pdromplion indiquée sur e collret.

& Péactit 1
Avant ouverture do Fembalinge, Inissor la Réactd 1 & tempéraiure
arnbisrte {18-25 “Cypandant 30 minutec ; ek baretles sonl akors prétes
& Tompi. Commencer ke dosage {voif pecsgraphe 94.) =t las
bareties sorties de Jeur embalage.

* Réactif 2
PReconstituec chacpe llacan par 8 mi de Rdacit 4 dlué. Loisser a
solulion se sinbiliser pendant 30 mirsfes & tempdaluce ambante
[18-25 "C). Puis, avant emploi.
Stabiité apeés reconafitution : 24 hauies 3 2-8 °C.

* Fdactita 3a et 3 -
Préparer le subsirat OPOVHz0» 5 minotes avant emplol Pour deux
bametes, Missoudre ensambla 2 compinds de Réactit 3a o
2 comprimis de AdacH 3b dang B ml deaw disilde.
La sohition OPDYporoxyde d'urda ainst oblenus est slable § houre 3
femoiratune ambkaone {1825 "G,

FARCAUTIONS
Nasipuier e et 35 aves 1d grivsauiions néocasasiten b o type Or préduR. Evilac
2R he Pl Oy "] d & U'nturi de 1n lumidoe 2ine prépare

e Bincitl Je/MAMIN 38 qu'sy termier mamesl, afin dEviter use hycdealse

speninnde. Evilar 1ol coatuat pvac wn Sbmant MéLANEE DU $43 apanls oxydanic.
* Réncid 4*

Laissar le Fdact! 4 & tompéralure ambian {18:25 "C) 15 minules avant

o & diluor 2y 1710 en eau dictilbe.

Pour deux batretes, ajouher 6 mi de Réacid 4 2 54 mi Casu distilide,

Suabkité apcds dilution : 15 jours &4 2-8 'C en dehors do ioule

contamination.

Pour fous rensoignerments technigues
nppokir & 01.46.88.20.00
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« Mimoiy 5°
X dok &we cRug au 1420 an pay dstillée,
Pour deux barretics, gjouter 16 mi de Rénchl 5 a 304 mi d'sau distiide,

Stabilite mprés dilution :
contarnination.

* RinctiftaGet 7
Reconstituer chague facon do Réachis & ol 7 par rés exaclemen
05 mi d'oau disthée, Laseer la soltion se stabiser 30 mnules &
tempdralure ambianie (18-25 "C). Pais, homogéndiser avanl amplo.
Stabitd apres reconstiubon 4 heures & 20 °C.

" Los cdstaux éventuollemenl présonts dans les Adaclis 4 o 5 se
dissovart en placant las facons 15 minige & 37 'C
Eviter knile contaminalion de ces réactifs,

15 jours & 28 'C en detwors de touta

8 REACTIF ET MATERIEL AUXILIAIRES

» Acile suthriqua 3 M {Facide Sukuniqus concentrd o81 a environ 18 M)
ou 2cids chichydrique 1 M,

= Chronomatre.

* Pipeitos mullicanaux.

» Matérial de lavage.

& Locleur de piagues & 492 .

9 MODE OPERATOIRE

9.1. Etlalannage
Dilver e Réactil 6 au 151 on Adacil 4 diud (50 ul da Adaclk 6 +
2,5 mi de Réacti 4 diué). Cotte dilution cons¥itue Ja dition-mare ; elle
contient dans les condifions du dosage fa ouantié de vWF, 1, indiquéa
SN le papition inclus dans Ia coffrel, A pertir do cette Gilulion-mére
préparer in gamma ddialonnage suivanie en Poacti 4 dilué :

T T 1
| Dol de a duonmbra choBeactis | 1 | vz | wa | e | wis
Taux te VWF {%) 1 t vl 1 v |16
9.2, Piasmes & toster et contrdie

b et plasrras ol b Rdachl 7 sont basids sur 2 dilutions | vna diotion as

1751 en Réaciif 4 dilué {50 1l de piasma ou de Féackt 7 + 2,5 mi de

Rdiacti 4 divé) ot la dilution au 172 en Réacil 4 dilué de cette ditution

av 1751,

£.3. Ramargues

= GCornmé pour toute méhode ELISA, feau distiiée doit étre
d'excelanie qualité et ls vaissolie iréprochable.

- A chaque lavage, nermplir les puits de Réacil 5 jusqu'au bard, puis
les vidsr complértament ; e nombre de lavages (2 fois 5) toit élre
sorupulsusement respacté.

~ Ne jamais laissor 1eS puits vides, gt nécassairg Ies remplir de
Réncii 5.

= Na pas metire les barreties sous ung luming vive,

%.4. Dosage

Sitht les barratias sories da leur emballage, distibuer en doubhe

-~ dang los 2 beures suivant leur préparaion, fos divtions &alon ainsi
ue les contrbles ot plasmas dluds & lesker

- hmnuutbiancréaw)

. Déposerdamlepms

o Ectiantilo —]T
| FIXATION DE n A

[ Couvric 165 puls el mainienir 2 hotres 3 :
| LANTIGENE températurs ambiante {1825 'C). i

Laver 5 fols en Rbaciil 5, puis Moutsr immediaternt :

. FIXATION  Resi2 | 200@
" DEL'MMUNO- " Cowrvric 1s puils o rraknienv 2 heures &

GGNJUGUE 1|!mpérltur9 ambianie (18-25 "C). )

[ Laversfoils en Réack 5, pl.ﬁtabouierimmddmmnl |

an décanchant un dhooomaire |

‘E Substrat OPDIHO2 ] \

i {Péackls 3a + 3b) } 200 J

" Atondre 2 niluulrksanmtmmtpwr

COLORATION chague Gchanion, uis ajouler : |
s0it HoSOu 3 M 50w
: SOl HC11 M 100 pt

10 micustes & 2 heures apris Farrét de 1a réachon, mesurer
labsorhaneaa@nntajusterieﬂsurleblmréawl]

{0/ RESULTATS

Swr du papier bilogarthmique, poder o0 abscissa e taux de YWF das

dditrenls pomis de Ix gamma d'étakonnage at on ordannée la valowr de

rabsotbance coresponcante. Teacor la courbe d'dlalonnage [mode non

redaing) o1 en diduire ko teux de YW des échantilions lesids :

- pouxr 12 diltion au 1/51 Jes taux 0Nt lus thraciement sur la courbe

- pour ia dilukon au 172 de Ia diikon au 151, las 1aux fus sur ia couibe
serpnt mutkpliés par 2.

Vérifinr que la nésullat obtenu pour lo Réactit 7 se silue dans in founchetie

inthquie sur s paption inclus dans }a collret. Si ce résultat st en dehors

de 1o fourchetia, tous les résulats des plasmas de malada doven! dire

congickirds avec Qreonspachon. Sassurer du bon fonclionnamant du test

conditions ires. réacifs. étalonnage, plasmes i testar, alc. St

bascin, recommencer les dosagas

11/LIMITE DE LA METHODE

Lo présence extrémamant rare o anticorps anti-lapin chez cerisins sujats
rondus souvent & Ces résultals ermonks.

12/ YALEURS USUELLES

Les 1aux plasmanques o vWF sont généralemem compris chez ladulte
e 50 et 160% (1, 3}

Une augmsamation du taux dé factelr von Willebrand ns1 cbsarvéa avic
Fige (6) o dans les siuations sulvanles : grossesse, pnse
d'cesiropiogastialis, effort physique, siress (B). A conlfrario, on note une
diminution du taux de YWF chez las sujols de groupe O {B).

13/ CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

+ Spéclictié
Gricn & lutisation da fragments Flab')z powr la sensibilisalion des
barreties, linledérence du facieur rhumatoide est éliininde.

* Spull de ditection
Avec le protocole préconisé, le seuil de ddtackon est da 0.5 % de vWF,

* Reproductibitité
Des dindes da repeoduclibité onl #é réalisées sur des piasmas
noimauk el anormaux ; les résulkats pblanus sont racsemblés dans la
tableau cl-dessous

Reproduotibifiintra-série | Reproduckbis inter-séries |
Plasma | Mormel1 | Anormat1 | Nommel2 | Anomel 2
_n ') 1 10
% (%) L IY) 109.6 468
DS (%) 648 282 7.90 140
oVin) 582 | 630 7.21 299
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Annexe 5 : Notice d’utilisation du test ZYMTEC® (DMS)

IvmteC" tprfle e el
| An ELISA Assay Tor lhe bo-vil{ro deterntination of
i von Wilkebrand Factor (s WF) in Plasima
Hr 1. INTENDED 1ISE
wm Tl s R e VWIF aymbac can b nved wih odier Jets I identty thie padene

Ifkeely 10 bo aiThcted wash ves Willebeand's dwcsg v WID amd to
idenlify asymplomatic camors oFthe YWI il 'Y wiME ayentec
prenaikes a goantictive menasire of vWE Ay {von Willelsrapd Factor
Antigen} baacd oin the proten's antipenic propestics. 1 selshve

- asvay cen inensure caltemely Tow fevels ol vWE, such as theed seen
Rn GHSI‘! I'Is‘sny for the in-vltro wilh bomazypous Iype Il v Wallehean®s disense '* The wil#
. dcl:ermmatlon of von ll.lillubrond Apetac Asaay can v wxed 1o cvaluate many miaminhian plasma
Factor (viF) in Plasma o 1 simliuncouss om s well-wie on g

i
peograns’, This kil eontainy sufficenl smicrials 1 estap o i
patients. 1t is devigned 1o test 10 paticnt when resied 10 Iatches of 4,
when each patient 16 of Bhe snme species

IE. SUMMARY AND EXPLANATION DF ASSAY

VIR symber is u mud ies ciyng-Jinked i hent nssiy
{ELISA) which was developed ' wod nbapled for vWi-Ag
? The aseay the chusssophotie prodacts of the

emzyme-catalyzed mailation of the substrate 12.Phenylehedimming
Dilydrochlaede ((PDY  The navownt of ensvmie aclivity e
peoportional 10 the amount of vWE Bistigen prescat Afice prescnbied
ntubation periods, the reaction it stopped and the endpaint absosbance
ismenmined at 490nm vaing 2 micruplale sender A standard corve is
constructed by plotiiog uplical density ngatal womple conegiiamimn o
somi-log paper ta obinin resulis sxpressed ns pervest vWIHAR
Standand quadrativ entve [ilting technigques may be empleyl,

ML PRINCI'LES OF THE vWF xpmtec ASSAY

The mssety principle is seprowented 30 | e Lo The «WELAR 11 the
pelient’s plasns binds 1o the captune abihody, rabbal sn-viWE, which
Tas heen mdvorbed 1o the surface of polstyiene nacmiiter well

Sl Tvelind 0l - el i fiend

e




-

Adker the romuval of wsboumd plasm, e goat 2 WE sandwih snnbody
Iy skl Bieean B s motnes wiedl w lere o hinds 10 vWIRAE  Theunbouad
satdw 1edh b wensbiend nat o e weHs nod vene ar-post anhibody

(51 L ONDARY AN TIHODY CONRIGATT 3 {abeled with lossomddish
petoankye QIRT v mbded  Alten inoabwtnen, e socrsliier wells are
wushed, Fulkswand By L odid nEdh e b {hydrogen
peroanke and VD e rescion s stupped by the addition of diulc
~ulinne nod. Woen te absofiance a 49%mim = plotted agaimsy % v Ay,
U resualtand shindacd curee is wsed 10 deleamiw the sample yW1 :AZ
[EULN T O

Miceteter welly couleat wath rablut
ani-vW],

Patigayt vIWF AL bnks bo nnli-vWF
atlilaody.

Sanubwas bantbady [pout anti-vWE)
adidedd, Hnd bo vWF:Ap.

Hwane tnli-gont arnibrdy conpugnte labsked
wirli IRY is ndded and joenbiat

=1
e
>

Chromsouemic sobsimte whled.

Figore 1

Modifial Doulde-Sandwich 1 ESA for vWF:Ag Measuiemenls
¥

@ RLISA ILUTION BUFFER (EDIY
Trnn bottlcs, ench switaining Himl of buflcrel saline sofution willk protem
atabifizers apd 0 02 [himensal za preservative. Mix gontly belore e,
Avmd foyming. DONOT DI LTEL

@ SUBSTRATE BUFFER
Qe bowle containsng 25ml oTuirate phesphiate buffer pH 5,6 with
Tydmgen poroxide  Preserymtives inuludc 0 (2% Thimerosal. Mo zently
befike use. 140 NOT DILUTL

@ STOP SOLIFION
Ot holthe contaming 10ml o 4 $M [1,505,. Ready toase.
Warming: Avoiil contact, can vmise severe bunis.

® CHROMOGEN
T-out hesmencatly-sealesd packages, cuch omuining 2 Smg table) of
O-Plenylenedismme Diliydiodingde (1)
Warning: Havmful if swalivieed, inkaled or shaerbed throuph the shin.
Afay Incdvice contact hypeesensitivity.

& MICROTIFER WELL HOLDER
One reusable nucrotiber wedl hohJer with a capacity 10 hold 96 wells,

@ HUMIHFIED INCUBATION CIIAMRER
THack, plastic box wih sposige 1o pron jide a Iamidified envirnment.

@ MASTER MATRIX DATA FORM
“Thas sheel is penvided as 2 workaheet when seiting up your ELISA pleie, I
nlso provides 1he actual values for the 5 IANPARDS and CONTROLS
sopphed wih this kit. Muke copies helore uye.

V. MATERFALS REQUIREDR BUT NOT PROVIDER

« Mirmpipeties for dispensing Hh-100p)

» Tesl lubes

» BT 15A plaic 1ok

= Assotted ghastwate Tar the preparanon uf reagents and bufTer sohutios
= s

= ¥oticx Mixer

« Aliorbenl papxt {igher Tnvel)

1. REAGEFN TS AND MATERIALS PROVIBER

Al ventgenie telieding the sete rorter wells, ar vioble thromeh th
expirahon shate printed vn cack fabel whem stoaccdar 274

® STANDARDS
Fave wials sach contaning | 5 mi of plasma with n knnwm
concentation of vWF A stated sn Lemms of  of normak For the <peeies
o e teded sn 1E 18A DILTITEON BUELFR IFDR) with prosens alives
scluding 9.00% Themervnl  Reads loae See MAST R MAIRIX
DAIA FORM for exuct values

@ CONTR(LS
Iwo vials, each contmning 1, 7m1 af plasmg with a speeified lovekol
YWE:Ag sated in ferms of *w of sonmal for ibe spreies o be leded See
MASTER MATRIX DATA FORM for cancl values

® COATED MIUROFITER WELLS
Erght =ttips, each contaming 12 wells conted walle n ibba wine Wi
antibndy

@ KANDWICI ANTIRODY

One vinl containing 0.5ml of vom eniraled goat anievWI antilxuly,
siatilired n 2 bufler with presecvaines mehuhing £.02% Thimerasal

® WASH BUFFER CONCENTRATF. (10X)
One bollle comtnining 125mé of PBS-Tween Solubon. Prescrvauves
inchide D.02% Thirmeroeal,

@ SECONDARY ANTIBODY CONIHGATE
One vial containing 0 5 inl of vuncentoatexd swine ant-goat antibody
conjugated with lomrcnidish perotidase (HIRE), siabilized i a peolem
solution with preservatives meToding M 02% Enmetnsal

& CONJUGAELF. tHLUTION RUFFER (CEHD)
One vial yontzining 10l of buflered saline wiition with deterpenis and
102% Khumerosal aa presen ative. Mg pently before e, Avoid
Foarmng. 1N NOT DIUALE.

4
Y1 REAGENT FREPARATION
Ering AU R it Room Femy [20-25°C) Before Use. Mixalf
Rengeats and Sample Thoroughly Before Dilution
l. WASH SOLUTION

Add 100 ml of WASH BUFFER CONCENTRATE 10 900 m) of distilied or
deionized waler o make a iotat of 1.0 futer of the wosking solution. e
veorking solution is stwblc for one week from the daie nf prepatation when
Erorod al roomt temperawire (20252C) or for ciie month m 2-7°

Nefe: Cryvtal formation in the conceniate is commm when storege
Nedimnive ciysrals by inp rhe o »

1 SBANDWICH ANTIRODY
Dilwms 1:51 in EDB. After dihitiour, the SANDWIUH ANTIBODY i stablc for
one dey when stored al 2-7°C EXAMPLE: Dlluting 60,0 of satibody 1n
3.0mi of OB will provide working molution sullicient Jor as many as 30 welle

3. SECONDARY ANTIROUY CONJUGATE
Dilute 1:161 in CDE for shout 60 minutes belore applicsion. ANcr dilution,
the SECONDARY ANTIBODY CONJUGATE ix siablc for nne dny when,
slored ot 2.7 C. BEXAMPLE: Diluting 30 0 pl of CONJUGATE in 3.0ml of
CDB will provide working conjupaic sululion sufficient for us many ns 30 welts

4. CHROMOGEN SURSTRATE SOLUTTON
OPD i highly hydroscopic and will rewct with mofmre in the air, Openaonly
one package at 2 time axl usc smmediately. To prepare the working chromapen
wbstaate, add oue 5 mg OPD tablet 1o 5.0mi of SUBS TRATE BUFFER. (e
tablet is sufficient for wp to 50 wolls. Prepare just prios o use, Tie chromogen
subustrmie b stabide for oue howr when kept Fom excessive beat and light,
CHROMOGEN SUBSTRATE SOLUTION i very wmaiaks and remaining

quanities should be discarded
Vil. SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING
Blood should be collecied by chean, theough soduim crirale

anticcagulant or into & blue-tnp Vachiainer® whbe. Only 3 8% zodium cilmte
anticongubant shoukd be nved i n 1,1 final dilution 1 pecl calrate 1o 9 potis
bload). Inspect the specimen fot chots  THany clots ate present, discan Lhe
sample. 1Fthe sample is free of clott and it hemolysic, contrafupe s
soon at possible. Tansfer the plasma min & ldbcled specumen vial, Siore w 2-
I°C il texting ts Ja ke place within one woek alter colieclion 1 Iestung f< i
take place st than noe week afler collection. specinesst should be sored a1 -
Ar'C. Avoid repested freering and thawing

WARNING: iInnidie all specimens as [f capable of iransmitting disease




YL CALIBRANON ARD QUALITY CONTROL

S LANDARIY nre provided with each kit for she pupose of calibrateon.
11ive Jevels of plavme W aic poveadod god must be run 1o esiablsh a

propet standard cuna: for tlie assay  ee Celeulation of Resulis seciun. )

The STANDARDS and CONTROLY mist be run with each asmy ol
patsent semplex.

MO MUY use the standard curse showr in this paekage insert for
eateitlulivn purposes.

Twews levels o CONTROL plisima hine been pravided as a yuality control

check. The CONTROL sepplivs ane i both the nomeal and abnormal
rmnpes  {le vatlues may vary o Tt 1o ot and are steied on the vial
Iatnln

n accordance Wil good laboratory pesctice, cach tnboratory should yne
quality coniml e estnbhad inkrnd ing 1y preciuion o
performance chaocieriative

X LOATING TIE AC RO TITER PLATE

fhe smcrotiter well hokder anpplied 1 Tobeled 1-12 for columns and A-11

(ot Tows Bigure 2 dlusrates 3 foriet to lest Jour patienls in duplicate.

123 4567 8 910 1112

CREEOOOO OO
PROEOROOOOOOOG
000000000000
Q00000000000
0 O0000000000
000000000000
000000000000
DOONO000 000

Tigure 2

TG moner

B 1 ead well willoappropnaiely difmved WANH SOLUTION snd waprraic,
Rupaat theee times. Jor a tolal of Four washes, Finelly, inven the pinte un
aborhent papet (paper iwwel) aimd bl the excess Buid fron tie wells.

Y Pipetie 100 pl of appropeiately EDB-diluted {1:51) SANDWICH
ANTIBODY to ¢ach well. Retum the plate to the HUMIDIFIRD
INCUBATION CLIAMBER amd nwubsie at 20-25*C {(room iemperature) for
1.0 hour.

LB Wagh nd blol he wells as described in Step X,

11, papette 100 p] of approprialely CIB-ifuted {1:101) SECONDARY
ANTIDODY jo onch well. Retum the plate to the HUMIBIFIED
INUCTHIALTON L HAMBER amd incubate st 20-25°C (roem izmpemiure} fog
30 minwics,

§2. Wash mad blol the veclls as desonbed in Step ¥

13 frwmediaiely prepate CHROMOGEH SUBSTRATE SOLUTHON by sdding
one 0PI tablet 10 Smi ol SUBSTRATI: SOLUTION. Allow iabled 10
dimolve compleiely and miz well. Sce Secin Y1, Step 4.

14. Add 100 pl of CTIIROMOGEN SUBS IRATE SOLU TION 10 each well.

15 Use thu Black pilastic box pravided, ur cover the plate witl a binck cloth, or
place the phute in 2 diwers io avoid Iight, Incubnte at 20-25°C (room
semperatuce) for precscly 20 miinules

1 Aftgs 200 pranutes, add 100 ] of STOP SOLUTION 1o cach well
17 Determime the absorbance a1 490 nm of the conlents of each well,

MITE: STABILITY OF THE CHROMOPRORIC REACTION

The mhsorbance af the finnl resction can be messured up tx ewe hovr afier

the wdditien uf the STUP SOLUTION If the microtiter plites xre stored in
dk geed Inbarntory praciice

L3 d, l’-.’m & I Il
dictutes thnt the menasuresienss be murke az pooit ot pochibly,
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T. Make several coprcs of the 11 15A Maien Worksliees hefone
beginning. Using one of ihe copics as your worksliees, rousid
ihe posstion and assay funciion vl each mu oy well an
flhtsiomted in Figure 2 For fupwre infarmation sod reference,
record the Jol nimnber of cacli of the kit rengents

2. Beginnirg st the top of the plate. weonl ope stnp of 12 wellx i
Row A and waocond 12-well sitip in Row B
X. PROCEIMIRE
Bring Al Reag g {20-25°C} Brjore Une.

L Reler to the daily Job Lixt for amples 1o be cvalumed. Usme
the appmprinie Matriy sheel. isalgn Plale location er wells
that will be used Yo evalunic cicl apecinen  Inrert equsred
wells into wedl Iinlder.

#o Koo Te

2, Dilute each plasma and CONTROL sample 1:20F in TLISA
DILUENT BUFFER (EDBE Add 1031 ol sample ta 28wl
EDB, and mix by voriexmg

3. Add 100 pl of EBDB 10 each of the wells that wil] e used o
evaluate the hackground ahsorbmnce memouinied with Lhe
conked well,

4. Add 100 i1 of ench STANDARD to the assigned wells
(duplicate).

5. Piptiie 100 i of ench diluted plasmn SAMPT E and diluicd
CONTROL ko the asigted wolle,

. Place the microkiter plxie in the TUMIDIFIED INCLUDBA LION
CHAMBER. facobaie at 20-23°0 jromr iemperture) for LiF
hour. Keep plate feve! during incubating

7. Hemuve the plaie from ihe 111IMIDIFIFD INCUBATION
CIAMBER nnd aspirsic the consents of the welix

X1 TEST RESULTS
Results are reparicd s % vWF:Ag compansd so nn established
pooled plasma standant fiom normak. healthy sy,

@ CALCULATION OF RESUETS

A licnat 2ats reducti i) program wilh the
ability 1o handie log/log duts; imrsfiormation with the
application of quadnatic curvs [il)ng techniques iz a useful
100! 10 calculate the pemelis, However, if your eboratary is
nol equipped 1o conveniently bandlc such date unelysis, you
wilt find, on puge 13 of hie Amsy Manual, seme-loganthnsc
one eyoie x 100 divisians orass-secional sheet. Llae this sheot
1o piot snd draw the required sisndurd curves.

Befors sev, muke ot pidegtinte number of copies

‘Typical data points are shown in Figure 3 sl o stuidsnl
curve fs #hown in Figure 4.

Note: Do Mol wie IS example siantinrd curee fo interpret
your ussap daja,



“ Concercration

Typical vWF Daw

Peserelimmane] smome | oz, | e
AN nirin
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Abt hdank 0001 pon L
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XIT. SAMPLE CALCUBATIONS, MANETAL TRC HINIQUE

Using the absorbance readmpg Grom the pivie reader, valvulate the avemge
vatua for each of the 5 TANDARDS, CONTROLY, Tenks and Patient
Sumples, i 0. ALEA2 = Average Absurbance Vilue

2

tlying the aversge ahancharce values calenlsted m Siep 1, subiroct the
Average Bleok Yalia from each of e STANDARDS, CONTROLS and
Patient Abscrbance Values.

Make 2 copy of page 12 of the Assay Manval snd use st tn plot the daia
paints caloulated in Slop 2

ot the averege sbsorbance readusg for gach of'the five STANDIARDS.
Drw the boat it smeoth curve through these data points.

Using the standard curve, determive Ve yalins ol CONTROLE & und 33,
The % vWF frost the curve must be within | 10% of the expazied
values. 1Tnot, the fest i invalid. The expecied values wre provided with
oach kit

Using the sandard curve, determine patlent values to the newrest percont,

Figurc 4
Typres!
Stmedand
Carve

Blecdimp  vou Wilichou Interpretation
fime

TAHLE T
INTERPRETATION OF TEST RESULTS
TIAGNOSIS (OF YON WILLERRAND'S DISEASE

Factor
L Avtygen (%)

Nocmel ot grezter Normal mitge is 701817

Nocaal iy ]

Moemal Jousy B noroel [ el

‘Normnat besx ihan 58 Type EvWD, This e Hie tnest commnvwn Form o)

Elevaied less than 50 Type 1 vWD, Has extubited some blecding proldem

Nowrnul Jogs thn ¢ Tape F1 ¥ WD, Clindcatly ullectod pnimaty cxhibs
ar Eleymed yovere blesmting symptoins. Multsnene sanlysis of

Ebevatod Fess e 0 Q1 Type M vWD Exhubns blewdiag ay ngi o and

Huocmal gronler s 130 Probebly 1eflects stiesa, naprier samiple

1 vwrr enil of nemal, vaution sdvised Lot breeding
xtnk, Maltes should s e gl Jovels and
offspang sheld be lesied

e LTI ol ¥ WD gene. K
Ieimting atxlot brosdeng ntsly fo fughe-testing
maes. Ysprng should be resed.

yWih. Belerorypous ssmer of vWD*,
Racomenznd brewbng only o higher-festing mates.
Offspring should e fested.

(.3 omuura, epislazis, mckico, postumgies]
hleedimg)® € hmxally nflected aninals ahoudd oul
beum! fix brecimy.,

¥WF revenls shaence of hegh imolevelne wepht
mulimers These mbnals should not be naed fixe
breeding.

homorygous For v This waened is the product
of Two mysiplosmhit, helerocygous cartics Prrciis
and shoukd it e wsal for boeding

cnlbechion, orativeikin from Siseese  Recommend
reSestang  Teat invnlad Fof predwion of penclic

+ Formetly called letor Y11i-tcimted matagen, messurad by ELISA mribodeingy
* Deve of e Thyrosd dys i
- A‘huu:rd Theeding lume 2 a0t spevific for WD, homesstatic dsondors shding

of blevding 1Hne lest.

s fom yWI ron

Whon measwrsd by Cioiting or REA inctheds. noveinal tunges insy vary shighily
y Mty sgpravale caistmg vIWI3 or
ureabe e sk al blevdimg in simec pres iously ssymplomalc canmwrs.

¥ mud plateked dysli will b varsblc pecinngation

14



XILI. INTERPRETATION OF TEST RESULTS

Fatients testing e the normad range (See Tahle 1) are at fow risk of
transmlng the WD trait - Patenis Lt xie froe of tse vWD toat, when
bred 10 x nonnal-texting mate, should nnly produce offyiing of normal
Eenotype with viWF:Ag levels of 1% or greatey

Patieris lesting w the borderline rnge {50-65% vWE:A) Laomod be
sccorately clnsified ax free of ihe v WID 1t or as camers on (he basis off
thig single Itix ] tharl patienis lesting in this
Tange be bred ouly 40 maics texting well within the nonmsl mnge, Their
offipring should be temod 1o identify normal indivikals and o further
clarily the vi¥I siass of the pargnty,

1lcalihy paticnis icaling in the sbnonnal range ((-4%% vWiAg) ane
considored 1o be cairiors wf e vWD (il and can {rmnsmit the defect 1o
xomie of their offapong” .

When uship e vWE:AR test as a genotic predictor of vWID stalus, cerin
caveslx apply Ixfore one considers 1eat results falling within 1he nomal
ranpe to be valid. Pl from patients hat %o or have been ill or
vaceinated wilbiin 1014 days or from fenmnles 1esied during extns,
pregaancy or Inciation may be Fenily bigher or lower (han the e
bascline s, therefore, can resull s nmclasificatlon. Putients with
tndociine thacase, especially thycord dysfuncalon, can sleo have Puchuating
levels of vWIT ",

XEV. LIMITATIONS, PRECAUTIONS AND GENERAL COMMENTS

L. Sirict sdherence (o the exact § bed in this package inscrt
and cwrelul technigues must be exercissd 10 obtain relisble resolts with thic
test kit. Numerons conditions which sre unelated 1o vWD may cause
sbrorwl plasma vWF levels.

2. Poor saniple cotivery hniques sas) be avolded. Temolysis oc chots in
sanples will cause gross snaccuracies in fest resuliz,

3. Stndands sre provided ax 2 ¢t of 5, Do pol mix standards [rom a different
act without imiching fol numbers.

4. A standard curve st be established Bor every .
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5. Chromogen subsirute solution o hght sensitive amt should be protecied
Trom dercal hght,

6. Sodium wzide i htwrwn e wilh Irl Jase aciivily.

T, Reagents should not be used after the cxpiratton dane shown on cech label.

XV. FERFORMANUE CHARACTERISTICS

This peicmied 1echnology, which IATRIC Corporation is icensed o use,
employs.a madified doublc-antibedy sandwich ELISA for seasunng yWEAL
H provides panelisl accuracy to the Laurell Method but is mote senilive, It
provides sccurate resulix below 1% vWF:Ag, compared 1o the bower it of
detaction of 7% by Laurell. The performance charscieristics of 1he ELISA on
which wWl' xymtec i based have been previously reporied by the develoners in
numcrous joumats """, Gver 500 randomly chosen, individual canine plasma
samples wore anulyzed in ihese siudies, as well as feline, guIne amd piher
murmmalisn plama samples. The reproducibility of this sy is + 8% (i|‘1|t’m-
and inlcr-assay vanation) with a coeflicieat of vatiation of kes than 9% 'Y,

The results obtained with wilN' apestac are companble to |I|oump:1n! by the
fdevelopers ol the ELISA-based methodology used n vl mypsstes : The
valucs used by the developens to categorize patieat reputie wre showa in Table 1.
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Annexe 6 : Résultats de ’hémogramme, de la mesure des
temps d’occlusion et du dosadge du FvW :Ag pour chague

chien
n° |Sexe|Age*| Ht ! Pq Eg; ;g; i‘;‘: ;;: Remarques
A F 1,2 |448 | 272 | 300 75 NM NM
B M | 25 |49,7]275| 300 70 NM NM
C F 3,5 138,0]334| 300 135 NM NM stérilisée
D F 25 14461263 { 138 71 NM NM stérilisée
E M 4 49511621 290 60 NM NM
1 F 39 |475 423 | 107 57 58.5 53 stérilisée
2 M 45 | 44 | 340] 300 65 52 65
3 F 6,2 | 351|539 | 300 74 40 38 lactation — césarienne il y a2 2 semaines
4 F 61 [49,9]327| NM NM 40 43
5 M 1,9 |45,7 315} 300 o1 30,5 21
6 F 36| 38 |458| 300 71 43 40 gestation, "hémolactation”
7 F 43 1496|330 | NM NM 33,5 27
8 F 1 4921393 | 266 66 375 36
9 F 42 | 33 [ 423} 300 53 64,5 77 leucocytose, abattement 2 j aprés
10 M 1,2 | 39 |385] 202 90 455 42 polyarthrite {coriico}
11 F 41 {815]14121{ 300 68 8 1,2 chaleurs - caillot dans plasma
12 F 75 | 51 1431 | 300 78 28 16,6 |chaleurs
13 M 8,8 [ 499 307 | 300 300 50,5 56 hémolyse
14 F 5 (49,71484 | 300 104 26,5 17 gestation
15 F 58 |4571 571 300 94 30 21 gestation
16 M | 61 ] 42 | 4898 ] 216 57 57 58
17 M | 32 |455]|489 | 300 73 47 48
18 F 1,3 1488335 | 300 91 45 36
19 M 55 | 4961|297 | 300 102 52 28
20 F 35 |455| 346 | 213 89 69,5 56 mise-bas il y a 1 mois et demi
21 F 23 150612857 300 67 54 35 mise-bas il y a 2 mois
22 M 15 [ 51,56| 556 | 300 66 55,5 48
23 F 3,7 14016680} 237 77 57,6 58 gestation
24 F 75 (4211626 140 57 67.5 49
25 F 6 |498]794| 300 123 37 21
26 F 31 |426|498 | 300 72 45 28 chaleurs
27 F 74 | 516|444 | 300 74 35,5 27
28 M {27 |472]|265] 300 97 47,5 43
29 F 291 51 |350] 300 61 43 34
30 F 42 150213861 300 116 37 26 chaleurs
3 F 6,2 | 538|418 | 300 78 25,5 21 chaleurs
32 F 08 14431268 300 76 41 32 Metacam
33 F 0,7 |41,8]333]| 300 88 39 34
34 F 08 |471]493 | 300 50 38 33 chaleurs
35 F 3 |445]|487| 300 87 41,5 25 chaleurs
36 M 15 | 458|245 300 300 34 17 prélévement difficile
7 F 28 {521]12951 300 70 53,5 44 mise-bas il y a 2 mois et demi
as F 1,2 | 435333 | 194 59 55,5 56
39 F 42 1486|371 | 300 109 31,75 28,75 |chaleurs
40 F 1,6 [ 4461 457 | 300 71 40,5 42
41 F 24 1426|314 | 235 70 51 32 mise-bas il y a 2 mois et demi
42 F 23 |464 | 319 | 300 92 30,5 23 mise-bas il y a2 3 mois et demi
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43 M 48 [ 51,7|2560| 165 70 60,5 70 numération plaquettaire estimée au frottis
44 F 58 | 486 {317 | 189 63 50,5 47
45 F 99 [42,9{200] 300 81 73 72 Metacam, désensibilisation
46 F 3,2 1381|314 | 230 63 54 48
47 F 0,7 |419]| 184 | 300 83 52 47
48 F 43 |449 | 446 | 164 55 69,5 72,6 | gestation
48bis | F 47 15343021 NM NM 54,5 36
49 F 72 1498|310 300 59 57 43 stérilisée
49bis | F 76 (442 200 ] NM NM 57,5 38 stérilisée
50 F 7.2 14451188 | 300 72 34 20 stérilisée
51 F 43 | 43,91510] 300 300 37 30 gestation - prélévement difficile
51bis| F 48 |4741494| NM NM 45,5 30 chaleurs
52 F 22 | 46 | 320 | 224 66 13 5 caillot dans plasma
52bis| F 26 |414(392] NM NM 63 50 gestation
53 F 12 | 44,7 | 544 1 157 5 52,25 48
54 M | 391 45 (184 | 300 87 72,5 92
. &mie, thrombopénie — cai ns
savie | | 43 [a0a[ o0 | W | W | ses | o |meetomionne el
55 M 39 |464 1492 | 300 74 55 50
55bis{ M | 43 [395]|522| NM NM 62,5 51
56 F 39 | 541|417 | 251 69 45 37
S6his| F 43 143414801 NM NM 62 40 stérilisée
57 F 18 | 46,1 | 457 | 300 65 52 47
57his| F 22 1395|491 NM NM 50,5 39
58his | M 08 (414|449 | NM NM 65 42
59bis [ F 63 [47,2|363] NM NM NM 45

*Age au moment du prélévement
NM : non mesuré
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RESUME :

Cette étude s’intéresse aux troubles héréditaires de I’hémostase primaire décrits & ce jour dans
Pespéce canine. La physiologie, les moyens d’exploration et les principaux troubles de
I’hémostase primaire sont présentés dans upe premiére partie. Les affections héréditaires
connues chez le Chien font I’objet d’une deuxiéme partie ; la maladie de von Willebrand et les
thrombopathies constitutionnelles y sont décrites.

La derniére partie présente ’étude expérimentale d’un trouble de I’hémostase primaire chez le
Bouvier bernois. Une premiére estimation du fonctionnement plaquettaire est réalisée griice au
PFA-100®, puis le facteur de von Willebrand est évalué & P'aide de deux fests
immunoenzymatiques différents. Une majorité des 59 chicns étudiés présente des résultats
anormaux qui contrastent avec Pabsence de symptomes. Ces observations suggérent : soit une
maladie de von Willebrand ou une thrombopathie asymptomatique, soit une particularité
raciale. Des investigations complémentaires sont nécessaires pour préciser I’origine des ces
anomalies.
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