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INTRODUCTION

La cynophilie moderne s’intéresse, de nos jours, de plus en plus a la génétique. En effet diminuer la
prévalence des maladies génétiques est devenu un enjeu majeur pour les clubs de race et de
nombreux programmes d’éradication ont vu le jour récemment. La dissémination de ’hémophilie A
au sein de la race Berger allemand a partir d’un étalon, Canto von der Wienerau, a fait prendre
conscience aux ¢leveurs de I'importance des coagulopathies héréditaires. Pourtant, les troubles
héréditaires de I’hémostase sont, dans leur grande majorité, trés mal connus en médecine vétérinaire
et sont donc trés peu diagnostiqués. Des progres importants ont été réalisés ces derniéres années au
niveau de la recherche, notamment dans les pays anglo-saxons, mais ces troubles restent trés peu

étudiés en France.

Aussi, le but de cette étude est de proposer un bilan des connaissances actuelles, a la fois sur les
maladies bien connues comme ’hémophilie A ou la maladie de von Willebrand, mais aussi sur des
maladies de découverte récente. Il sera également proposé¢ un point sur les connaissances en
médecine humaine sur certaines maladies n’ayant jamais ¢été décrites chez les animaux,

certainement par absence de recherche.
Aprés quelques rappels sur I’hémostase et son exploration, seront donc étudiés les états

d’hypocoagulabilités héréditaires. Chaque maladie se verra étudiée selon son étiologie, ses

symptomes, son diagnostic et son traitement.
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PREMIERE PARTIE :

PHYSIOLOGIE DE L’HEMOSTASE
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III. L’HEMOSTASE PRIMAIRE

L hémostase primaire est un systéme physiologique survenant suite a une 1ésion vasculaire et dont
les interactions complexes aboutissent a la formation d’un caillot plaquettaire stable, le clou
plaquettaire. Lors de 1ésion vasculaire, la barriere des cellules endothéliales est rompue et la mise
a nue du sous-endothélium induit une diminution locale des facteurs inhibant 1’adhésion
plaquettaire et une exposition du collagéne sous-endothélial. Ces différents événements entrainent
I’initiation simultanée des deux temps de 1’hémostase primaire : le temps vasculaire et le temps
plaquettaire.

Elle fait intervenir le vaisseau, les plaquettes et les protéines de la coagulation. C’est un
phénomene localisé, rapide grace a une auto-amplification locale mais néanmoins régulé
négativement de facon a ne pas obstruer le vaisseau.

Le schéma synthétique (Figure 1) résume de fagon simplifiée 1’hémostase primaire. Les deux

temps de I’hémostase seront détaillés dans les paragraphes B et C de ce L.
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Figure 1. Résumé schématique de I'hémostase primaire (d’aprés www.med.univ-angers.fr)
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Légende :

1) Le sous endothélium mis a nu par la bréche vasculaire laisse apparaitre des
molécules de collagéne et du facteur de von Willebrand (synthétisé par les
cellules endothéliales).

2) Les plaquettes circulantes se lient au facteur de von Willebrand et au
collageéne par ’intermédiaire de glycoprotéines.

3) Les plaquettes se lient entre elles en formant des ponts a D’aide de
glycoprotéines et de fibrinogéne. Le clou plaquettaire est alors formé et

bouche la bréche vasculaire.

Avant d’aborder les deux temps de I’hémostase primaire, nous allons détailler les caractéristiques

des différents acteurs intervenant dans ce phénomene.
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A. ELEMENTS INTERVENANT DANS L’HEMOSTASE PRIMAIRE

1. Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales reposent sur une membrane basale, constituée de protéines de la matrice
extracellulaire sécrétées par les fibroblastes, qui les sépare des cellules sous-jacentes. A 1’extérieur

de la membrane basale, on trouve les fibres musculaires lisses de la média.

Les cellules endothéliales intactes sécretent différents facteurs permettant d’inhiber 1’adhésion et
I’agrégation des plaquettes afin d’éviter la formation de thrombus dans le systéme sanguin. Deux
composés principaux, la prostacycline et le monoxyde d’azote, interviennent dans ce mécanisme.
Ils ont une action vasodilatatrice et s’opposent a 1’adhésion plaquettaire en complément de la
charge négative de la surface cellulaire.

Une ecto-ADPase est présente a la surface des cellules endothéliales et dégrade un agoniste
plaquettaire, I’ADP (Adénosine Di-Phosphate) en AMP (Adénosine Mono-Phosphate) limitant

ainsi le recrutement plaquettaire [150].

a. Prostacycline

La prostacycline (ou PGI2) est un époxyde dérivé d’une prostaglandine, la prostaglandine H2 suite
a son activation par la prostacycline synthétase. Ces effets sont opposés a ceux du thromboxane
A2. Elle active I’adénylcyclase plaquettaire et entraine une élévation du niveau intracellulaire
d’AMPc (Adénosine Mono-Phosphate cyclique) d’ou une inhibition de la réactivité plaquettaire.

Ses propriétés vasodilatatrices sont trés puissantes [95].

b. Monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote, de formule NO, entraine une ¢élévation du niveau intracellulaire de
GMPc (Guanosine Mono-Phosphate cyclique) dans les cellules endothéliales ; il en résulte alors le
maintien d’une concentration cytoplasmique basse en calcium et une diminution consécutive de
I’activité de la phospholipase C qui intervient dans la voie de synthése des phospholipides

impliqués dans I’hémostase (voir la partie 2ba de cette partie) [95].
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I1 est synthétisé a partir de la L-Arginine sous I’action de la NO synthase. Le frottement du sang

sur la paroi du vaisseau semblerait étre le stimulus de cette synthése.

c. Autres roles

La surface de I’endothélium contient la thrombomoduline dont le rdle est de limiter I’action de la
thrombine sur le fibrinogene et d’activer le systéme de la protéine C.

Des protéoglycanes de surface lient I’antithrombine III et le TFPI (7issu Factor Pathway
Inhibitor) ce qui limite ’activité procoagulante du milieu.

Enfin les cellules endothéliales liberent le tissu Plasminogen Activator (tPA) responsable de
I’activation de la fibrinolyse ainsi que de la protéine régulant son activité, I’inhibiteur de

I’activateur du plasminogene (PAI-1).

2. Plaquettes

a. Origine

Les thrombocytes sont synthétisés dans la moelle osseuse en plusieurs étapes. Les
mégacaryoblastes se transforment progressivement en mégacaryocytes dont la fragmentation
cytoplasmique est a ’origine des thrombocytes. La durée de cette production plaquettaire est

d’une dizaine de jours.

b. Structure

Les plaquettes sont des cellules anucléées discoides a 1’état inactif. Elles mesurent entre 5 et 7 pm
de diameétre pour une épaisseur de 3 pum soit le dixieme de la taille d’une hématie. Elles
contiennent des granules dont le contenu est sécrété lors de 1’activation via un systéme caniculaire

ouvert sur I’extérieur (Figure 2) [95].

Figure 2. Schéma de la structure du thrombocyte [100]
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Granule a.:  F4P, 216G, protéines adhdsives,
protéines de la coagulation,
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inhibiteurs de la fibrinolyse,
immunoglobulines. ..

Mitochondrie

Lysosome

Svsté Granule dense:
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/ Y Microtubules

Glycocalyx  Membrane
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Légende :
- le granule o contient le F4B (Facteur 4 plaquettaire), le BGT (p-

Thrombomoduline), des protéines de la coagulation, des facteurs de
croissance, des inhibiteurs de la fibrinolyse, des immunoglobulines ...,
- les granules denses contiennent notamment de I’ADP, de ’ATP, du calcium

et de la sérotonine.

a. Membrane

La membrane plaquettaire est couverte par une glycocalyx épaisse de 15 a 20 nm, riche en facteurs
de la coagulation (II, VII, IX, X, XII) plus ou moins solidement ancrés, en amines vaso-actives et
en facteur de von Willebrand.

Chargée négativement, la membrane entraine la répulsion entre plaquettes et entre les plaquettes et
I’endothélium vasculaire. La régulation du fonctionnement plaquettaire est assurée par les
phospholipides membranaires qui sont a la base des messagers intracellulaires et de métabolites
actifs. Enfin les plaquettes contiennent des glycoprotéines, comme les intégrines, intervenant dans
I’adhésion et I’agrégation plaquettaire.

» Les phospholipides membranaires
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Ils ont une importance considérable d’un point de vue fonctionnel et quantitatif. Les quatre
phospholipides membranaires les plus importants sont: la phosphatidylcholine (PC), la
phosphatidyléthanolamine (PE), la sphingosine (S) et la phosphatidylsérine (PS). La structure est
complétée par d’autres phospholipides tels que le phosphatidylinositol (PI).
A I’état normal la distribution de ces molécules est asymétrique :
- les phospholipides chargés négativement (PS et PE) sont présents sur 1’hémimembrane
interne,

- les phospholipides neutres (PC et S) se trouvent sur I’hémimembrane externe.

Cette distribution est permise par I’action de deux enzymes : une translocase ATP dépendante qui
transporte les PS et les PE depuis I’hémimembrane externe vers I’hémimembrane interne et une
« floppase » qui transporte la PC et une partie de la PS depuis I’hémimembrane interne vers
I’hémimembrane externe. Le maintien de ce systéme dépend du pool d’ATP et de la concentration

cytoplasmique en calcium.

Lors de I’activation plaquettaire, la présence de calcium permet 1’activation de la phospholipase
A2 responsable de I’hydrolyse de la PC et la PE en acide arachidonique qui est alors exporté vers
d’autres cellules pour la synthése d’autres composants tels que la prostacycline (dans les cellules
endothéliales) ou les leukotrienes (dans les leucocytes). Dans les plaquettes 1’acide arachidonique
subit I’action de la cyclo-oxygénase 1 (COX-1) et de la lipooxygénase qui sont a ’origine de la
prostacycline, et surtout du thromboxane A2.

L’activation plaquettaire amene la translocation de la PS vers ’hémimembrane externe ou la PS
joue un rdle de cofacteur avec la thrombine.

Enfin I’activation plaquettaire amene 1’activation de la phospholipase C en présence de calcium.
Elle hydrolyse alors le phosphatidylinositol en inositol triphosphate (IP-3) et en 1,2-diacylglycérol
(DAG). L’IP-3 active alors une ATPase calcium dépendante qui permet de mobiliser le calcium a
partir du systéme tubulaire dense et des granules denses. Quant au DAG, il active une protéine
kinase C a ’origine d’un changement de conformation des complexes glycoprotéiques GPIIb/II1a
avec augmentation des liaisons avec les ligands. Ces deux actions participent au changement de
morphologie plaquettaire, a la modification des récepteurs et a la sécrétion des granules

plaquettaires. Ils sont ensuite recyclés et réincorporés a la membrane sous forme de PI.
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» Les intégrines

Les intégrines sont des glycoprotéines intervenant dans la médiation de nombreuses interactions
cellulaires parmi lesquelles I’adhésion et I’agrégation plaquettaire.

Chaque intégrine est constituée de deux sous-unités (a et ) reliées de maniére non covalente.
Chacune d’elle comporte un domaine extracellulaire possédant des sites de liaison aux cations
divalents, un domaine membranaire et un domaine cytoplasmique connecté au cytosquelette par
I’intermédiaire de protéines et de complexes intervenant dans la transmission des signaux
cellulaires. Le géne codant pour ces deux sous-unités a ¢té¢ localisé sur le chromosome 17 en
position 17q21-23 chez I’Homme.

De nombreuses intégrines sont localisées sur les plaquettes et parmi celles-ci la plus abondante est
I’intégrine allbpllla (40 000 a 80 000 par plaquette). Cette intégrine est également nommée
complexe glycoprotéique IIb/Illa (GPIIb/Illa) et n’est détectée, dans les cellules
hématopoiétiques, que dans la lignée mégacaryocytaire.

Lors de D’activation plaquettaire, les intégrines « cachées » sont transloquées a la surface des
thrombocytes ou elles se regroupent sous I'influence de signaux cytoplasmiques qui entrainent
simultanément des changements de conformation de ces molécules, permettant 1’exposition de
récepteur au fibrinogeéne. Les intégrines peuvent aussi lier d’autres molécules comme le facteur de
von Willebrand (GPIb/IX), le collagene (GPIa/Ila — interaction rapide et rapidement irréversible)

ou la fibronectine.

» Les glycoprotéines riches en leucine

Ce type de glycoprotéine posséde un domaine riche en leucine. Il en existe plusieurs types :
- GPIb constitu¢ de 2 unités (GPIba et GPIbp) liées par un pont disulfure,
- GPIX associée a GPIb en un complexe GPIb/GPIX,
- GPV qui forme un pont entre GPIb et GPIX grace a son interaction avec GPIba.

Ces trois glycoprotéines forment un complexe sialoglycoprotéique qui contribue a la charge

négative de la surface plaquettaire (Figure 3). C’est également un site d’interaction avec la

thrombine et le facteur de von Willebrand (GPIba). La partie GPIbP posséde dans sa partie
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cytoplasmique un site de phosphorylation des protéines intervenant dans la réorganisation du

cytosquelette lors de I’activation plaquettaire.

Figure 3. Structure du complexe sialoglycoprotéique GPIb/GPV/GPIX [205]
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Légende :

- La glycoprotéine GPIb est constituée de 2 sous-unités reliées par un pont
disulfure. La sous-unité GPIba posséde des sites de liaison avec le vVWF et
la thrombine et sa partie cytoplasmique est liée au cytosquelette par
P’intermédiaire d’une protéine de liaison a I’actine. La sous-unité GPIbf
comporte dans sa partie cytoplasmique un site de phosphorylation des
protéines intervenant dans la réorganisation du cytosquelette lors de
stimulation par un agoniste,

- La glycoprotéine GPV forme un pont entre les complexes GPIb/GPIX par
son interaction avec GPIba,

- La glycoprotéine GPIX est liée a la sous-unité GPIbp pour former le
complexe GPIb/GPIX.

» Autres récepteurs membranaires
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Les agonistes plaquettaires (ADP, Platelet Activating Factor, épinéphrine, thromboxane A2,
thrombine) se fixent sur des récepteurs membranaires couplés a une protéine G, dont 1’activation
ameéne une ¢élévation de la concentration cytoplasmique en calcium et une augmentation de
I’activité de certaines enzymes. L’activation plaquettaire par I’ADP est notamment a 1’origine de
la coagulation et permet le recrutement de plaquettes et de leucocytes au niveau du clou primaire

[144].

p. Cytoplasme

Le cytoplasme contient, comme dans toutes les cellules un cytosquelette a 1’origine du
changement de conformation des plaquettes. Mais il comprend également un systéme canaliculaire
et un systéme granulaire constitué de granules a et de granules denses, dont la libération sera le

point de départ de nombreuses réactions.

» Cytosquelette

Le cytosquelette est constitué de filaments d’actine qui sont les éléments contractiles du
thrombocyte. Ils permettent le changement de conformation nécessaire a 1’action de la plaquette
lors de sa stimulation ainsi que 1’émission de pseudopodes. Tous ces mécanismes sont importants
pour la diffusion et I’adhésion plaquettaire, 1’agrégation, la sécrétion et enfin la rétraction du clou
plaquettaire. L’activit¢ du cytosquelette est dépendante de la concentration plasmatique en
calcium.

Comme il a été vu précédemment, de nombreux récepteurs membranaires sont associés a des
protéines interagissant avec les filaments d’actine du cytosquelette. Cette organisation facilite le
regroupement des récepteurs nécessaires a la transduction du signal, a 1’évagination du systéme
canaliculaire ouvert et a ’activation plaquettaire. L’activation des récepteurs (le GPIb ou le
complexe GPIIb/GPIlla) entraine notamment la polymérisation de 1’actine et ’augmentation de la
concentration cytoplasmique en calcium. Le calcium active alors une myokinase qui induit la
contraction du cytosquelette.

Les microtubules et les filaments intermédiaires sont d’autres ¢éléments du cytosquelette. Les
microtubules sont responsables de la forme discoide du thrombocyte au repos et leur

dépolymérisation est une conséquence de [’activation plaquettaire. Quant aux filaments
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intermédiaires, ils constituent la charpente de la cellule et participent a la stabilisation des autres

¢léments cytosquelettiques lors de 1’activation.

» Systéme canaliculaire

Le systéme canaliculaire est en fait constitué¢ de deux types de canalicules :

des canalicules connectés a la surface, constituant le systéme canaliculaire ouvert,
formés par des invaginations de la membrane plasmique. Grace a ses relations avec les
constituants plasmatiques, le systéme est le si¢ge préférentiel d’endocytose des
protéines plasmatiques et d’exocytose du contenu des granules lors de la phase de
« release » plaquettaire,

des canalicules denses, regroupés sous le théme de systéme canaliculaire dense, issus
du réticulum endoplasmique des mégacaryocytes. Le systéme canaliculaire dense est le
site de syntheése de prostaglandines et de thromboxanes. Un de ses rdles les plus
importants est le stockage d’ions calcium nécessaires a 1’activation. Ce stockage fait
intervenir des pompes ATPases calcium-dépendantes dont la régulation est assurée par
I’AMPc. La concentration en AMPc est régulée par 1’adénylcyclase qui permet sa
synthése a partir de I’ADP ou de I’ATP et par la phosphodiestérase qui assure la
réaction inverse. La réactivité plaquettaire est abaissée par la présence d’AMPc car

celle-ci inhibe la mobilisation du calcium et diminue ’activité de la phospholipase C.

» Systéme granulaire

I1 existe trois types de granules plaquettaires dont le contenu peut étre libéré lors de 1’activation

plaquettaire.

Les granules a sont les plus nombreux. Ils contiennent des facteurs de la coagulation (facteur V),

des protéines spécifiques des plaquettes (B thromboglobuline), des protéines d’adhésion

(fibrinogéne, facteur de von Willebrand, fibronectine, thrombospondine), des protéines

plasmatiques (albumine, Immunoglobuline G (IgG)), des facteurs de croissance (7ransforming

Growth Factor f (TGF B), Platelet derivated growth factor (PDGF)) et des inhibiteurs de protéase

(a2-macroglobuline, a2-antiplasmine) [98]. Ces protéines ont deux origines :
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- une biosynthése au niveau des mégacaryocytes comme pour le Platelet factor 4,

- une endocytose ou une pinocytose comme pour 1’IgG.
La membrane de ces granules a contient de nombreux récepteurs tels que les GPIIb/Illa, le GPIb
ou la P-sélectine.
Les granules denses (ou d) contiennent de la sérotonine, des ions divalents (dont notamment le
calcium) et des nucléotides (ADP, ATP, GDP, GTP ... avec notamment un ratio ATP/ADP égal a
2/3). La membrane des granules 6 possedent aussi quelques récepteurs GPIb et GPIIb/IlIa.
Les lysosomes sont des réservoirs d’hydrolases acides (protéase, lipase, carbohydrase) capables de
dégrader des composés endocytés ou, lors de leur fusion avec le systéme canaliculaire ouvert, de

libérer ces hydrolases dans le milieu extracellulaire.

3. Facteur de von Willebrand

a. Structure

Le facteur de von Willebrand est une glycoprotéine synthétisée au niveau des cellules
endothéliales et des mégacaryocytes, ces derniers en synthétisant entre 10 et 25 % selon ’espéce.
I1 est présent dans le plasma, dans les granules a des thrombocytes, dans les cellules endothéliales
et dans le sous-endothélium.

Le facteur de von Willebrand (vWF) est une glycoprotéine multimérique dont le poids moléculaire
est variable entre 540 a plusieurs millions de kDa en fonction du degré de polymérisation qui lui-
méme dépend de la localisation anatomique du vVWF. Chez ’Homme sa concentration plasmatique
est comprise entre 5 et 10 mg/L. Cette protéine contient plusieurs domaines fonctionnels : des sites
de liaison pour le collagéne, des autres sites pour I’héparine, un site pour la GPIb et un pour la
GPIIb/Ia [170].

Il existe de nombreux facteurs influengant le taux sanguin en vWF. On peut notamment citer :
I’exercice physique intense, le stress, la gestation, la lactation, les chaleurs, les affections
hépatiques, les inflammations, 1’azotémie, [’hypothyroidie, I’hypoglycémie. L’utilisation de
certaines substances comme la vasopressine, 1’adrénaline, I’acépromazine ou la xylazine modifie
aussi ce taux donc il faudra en tenir compte lors de dosage réalisé sur des prélévements obtenus

suite a une anesthésie [170]. Enfin les conditions de recueil de I’échantillon sanguin jouent un role
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dans I’augmentation artificielle du taux de vWF ; en effet, un traumatisme tissulaire conduit a une
libération de ce facteur par les cellules endothéliales voisines.

Le géne codant pour le vVWF a ¢été localisé sur le chromosome 12 en position 12p12-12pter et
contient 52 exons qui représentent 178 kilobases chez I’Homme. La séquence est connue depuis

peu chez le Chien [170].

b. Role du vWF

Ce facteur posséde deux réles majeurs dans I’hémostase :
- il participe a 1’adhésion des plaquettes au sous-endothélium au cours de 1’hémostase
primaire,
- il intervient dans la coagulation plasmatique dans le transport et la stabilité du facteur

VIII circulant (VIIL:C).

Lors de Iésion vasculaire, le VWF se lie aux GPIb des plaquettes et sert de pont entre les
thrombocytes et le sous-endothélium. Un changement de conformation du vWF intervient durant
ce processus pour faciliter ces interactions. Les multiméres de haut poids moléculaire ont une
efficacité plus importante en raison du nombre plus important de sites de liaison.

Dans le plasma, la liaison du vVWF au facteur VIII:C est une liaison non covalente qui permet
d’assurer la stabilité¢ du facteur VIII:C en le protégeant de la dégradation protéolytique. Toutefois

il semble que, chez le Chien, ce role protecteur soit moins important que chez I’Homme [16].

4. Facteurs hémodynamiques [95]

Lorsque I’écoulement du sang est linéaire, 1’adhésion des thrombocytes au sous-endothélium
augmente avec le diametre des vaisseaux, la vitesse de circulation du sang, la concentration en
hématies et la concentration en plaquettes. Au niveau des courbures, des bifurcations et des
rétrécissements, le sang stagne ce qui entraine une activation plaquettaire et donc une plus grande
adhésivité de ces dernicres au sous-endothélium favorisant une thrombose.

Plus la vitesse du sang est ¢levée plus les plaquettes arrivent rapidement au site de 1ésion et donc

plus I’hémostase primaire a un role important. Quand la circulation est lente, la coagulation
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plasmatique est prépondérante. Par conséquent dans les veines ou la circulation sanguine
s’effectue a faible vitesse, le caillot est formé surtout de fibrine, alors que dans les capillaires il est

essentiellement plaquettaire. Au niveau des arteres, le caillot est mixte.

B. TEMPS VASCULAIRE

Lors de lésion de petits vaisseaux, le premier phénoméne a se mettre en place est une
vasoconstriction passive liée a 1’¢lasticit¢ de la paroi, indépendante de la vasoconstriction
artérielle. Cette vasoconstriction devient rapidement active grace a une contraction réflexe des
fibres musculaires lisses de la paroi vasculaire [42].

Dans le méme temps, des plaquettes adhérent au niveau de la 1ésion ; ce phénomeéne les améne
alors a sécréter des molécules vasoconstrictrices telles que la sérotonine, 1’adrénaline et la
noradrénaline. De plus ’acide arachidonique des phospholipides de la membrane plaquettaire est

mobilisé afin de permettre la synthése de thromboxane A2 (Figure 4).

Figure 4. Voie de formation du thromboxane A2 d’aprés (www.ourbiochemistry.blogspot.com)
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Légende : I’enzyme indiquée en regard des fleches et celle permettant la
réaction (exemple: le PGH 2 synthétase permet la formation de
prostaglandine 2 a partir d’acide arachidonique). Lorsque diverses enzymes
interviennent c’est le lieu de la réaction qui est indiqué (endothélium ou

plaquettes).

Le thromboxane A2 est une molécule aux propriétés vasoconstrictrices et proagrégantes
plaquettaires.

Les cellules endothéliales activées expriment a leur surface le facteur tissulaire dont I’interaction
avec le facteur VII est a la base de la voie extrinséque de la coagulation aboutissant a la formation

de thrombine. La thrombine initie la cascade de réactions nécessaires a I’agrégation plaquettaire :
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changement de conformation, agrégation, sécrétion du contenu des granules et synthése de
composés réactifs. Ces cellules sécrétent dans le méme temps le facteur de von Willebrand qui va

alors étre libéré dans le plasma et se lier au sous-endothélium [95].

C. TEMPS PLAQUETTAIRE

La premicre étape du temps plaquettaire correspond a 1’adhésion des thrombocytes sur le sous-
endothélium ce qui est le point de départ d’une réaction en chaine aboutissant a la sécrétion des
granules plaquettaires. En parallele les plaquettes adhérent entre elles et forment un clou

plaquettaire.

1. Adhésion plaquettaire

Physiologiquement, les plaquettes n’adhérent pas sur un endothélium sain grace a divers
mécanismes vus précédemment. Lors d’une 1ésion de cet endothélium vasculaire, 1’exposition de
la matrice sous-endothéliale riche en collagéne permet I’adhésion des thrombocytes. La nature des
récepteurs et des ligands dépend des conditions hémodynamiques. Lorsque que le débit est peu
important (cas des veines), les plaquettes adhérent au collagéne, a la laminine et a la fibronectine
grace aux complexes GPIIb/IIIa. Par contre, lorsque le débit est plus important (cas des artérioles),
I’adhésion se fait par I’intermédiaire du vWF et des récepteurs GPIb/GPV/GPIX. Le vWF
plasmatique se lie d’une part au collagéne et aux glycosaminoglycanes du sous-endothélium et
d’autre part aux récepteurs thrombocytaires. Ces liaisons aménent un changement de conformation
du vWF avec une augmentation de I’affinité pour la GPIb.

Cette adhésion entraine 1’expression des complexes GPIIb/Illa a la surface des plaquettes ainsi
que la libération plaquettaire de VWF, ce qui va amplifier le phénoméne. Cette activation des
plaquettes se fait sur environ 10 a 20 secondes. La présence des complexes GPIIb/Illa permet la

liaison des plaquettes activées au fibrinogéne ce qui est a I’origine de I’agrégation plaquettaire.
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De discoides, les plaquettes deviennent sphériques et émettent de nombreux pseudopodes
accroissant ainsi considérablement la surface membranaire et donc 1’exposition des différents
récepteurs. La sécrétion des granules stimulent aussi I’agrégation plaquettaire.

Le calcium joue un rdle prépondérant dans tous ces phénoménes notamment au niveau du
cytosquelette pour le changement de conformation des plaquettes. Le calcium est aussi impliqué

dans la synthése d’acide arachidonique et par conséquence dans la synthése du thromboxane A2.

2. Agrégation plaquettaire

Le fibrinogéne li¢ aux complexes GPIIb/IIla permet la formation de ponts, a la fois entre les
plaquettes déja liées au sous-endothélium, mais aussi avec des plaquettes nouvellement recrutées.
L’agrégation est renforcée par la présence d’agonistes plaquettaires stockés dans les granules
denses (ADP, sérotonine, épinéphrine) ou nouvellement synthétisés (Platelet Activating Factor,
thromboxane A2) qui sont libérés lors de ’activation plaquettaire.

L’agrégation plaquettaire est aussi a l’origine d’une activité procoagulante de la part des
thrombocytes. La régulation de la distribution des phospholipides membranaires est a la base de ce
mécanisme. L’augmentation de la concentration cytoplasmique en calcium provoque I’inhibition
de la translocase et de la « floppase » rendant possible les mouvements entre les deux
hémimembranes des phospholipides. L’activation induit dans le méme temps des sites de liaison
pour les facteurs V activé et VIII activé ce qui permet l’activation de la prothrombine en

thrombine par les voies intrinséque et commune de la coagulation.

3. Sécrétions ou relargages plaquettaires

Cette fonction correspond a la libération dans le milieu, par exocytose, des molécules stockées au
sein des granules plaquettaires. Ainsi sont principalement libérés :

- I’ADP, qui stimule 1’agrégation plaquettaire,

- la sérotonine et I’adrénaline, aux propriétés vasoconstrictrices,

- le facteur plaquettaire 3 (PF-3), qui favorise la coagulation,

- le thromboxane A2, vasoconstricteur et proagrégant.
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Cette sécrétion dépend également énormément de la concentration cytoplasmique en calcium. Par

exemple, les anti-inflammatoires non stéroidiens ont une action inhibitrice de ce phénomene.

IV. LA COAGULATION OU PHASE PLASMATIQUE
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L’hémostase primaire suffit a stopper un saignement di a la lésion d’un capillaire. Elle est
renforcée par le phénomeéne de coagulation si le vaisseau endommagé et de plus gros diamétre.

La coagulation est I’ensemble du processus qui conduit a la formation du caillot sanguin par
transformation du fibrinogeéne, protéine plasmatique soluble, en fibrine insoluble. La phase

plasmatique fait intervenir de nombreux facteurs qui interagissent entre eux.

A. LES DIFFERENTS FACTEURS DE LA COAGULATION

Les facteurs de coagulation sont désignés par un numéro dont I’origine dépend de leur découverte.
Les différents facteurs nécessitent une activation, on les désigne alors par la lettre a (exemple :

facteur VII activé = VlIa).

1. Facteurl

a. Fibrinogeéne

Le facteur I ou fibrinogéne est une protéine plasmatique soluble dont la conversion en fibre
insoluble se fait par I’action de la thrombine ou d’enzymes thrombin-like.

Il est synthétisé principalement au niveau des hépatocytes, mais aussi au niveau des
mégacaryocytes. Il a un poids moléculaire estimé entre 340 et 370 kDa. La molécule de
fibrinogeéne est une protéine héxamere faite de 3 chaines différentes reliées entre elles : Aa, B et
v. Néanmoins il existe une autre forme de fibrinogene, le fibrinogéne 420, qui représente 1 % du
total plasmatique et de poids moléculaire 420 kDa. La chaine a est alors remplacée par une chaine
aE plus longue de 236 acides aminés. La molécule de fibrinogéne est formée de 2 sous-unités
identiques reliées par des ponts disulfures, donnant a la molécule une forme de fibre contenant 3
globules : un central (domaine E) et deux distaux (domaines D). Chez I’'Homme, la molécule
entiere contient 2964 acides aminés : 610 acides aminés pour la chaine Ao, 461 pour la chaine B3
et 411 pour la chaine y. Enfin le facteur I contient 4 chaines polysaccharidiques [170].

Le centre de la protéine étant riche en glutamate, aspartate et tyrosine-O-sulfate, cette région est
donc fortement négative ce qui permet au fibrinogéne d’étre hydrosoluble et aux diverses

molécules de se répulser entre elles.
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Il a été montré chez ’Homme que chaque chaine est codée par un géne différent, respectivement
FGA (Fibrinogen chain Alpha) (5 exons + 1 exon responsable de la chaine aE), FGB (Fibrinogen
chain Beta) (8 exons orientés dans le sens contraire de la transcription de FGA et FGG) et FGG
(Fibrinogen chain Gamma) (10 exons) tous situés sur le chromosome 4q26-qter dans une région
d’approximativement 50 kilobases. L’assemblage des chaines s’effectue dans le réticulum
endoplasmique avec la formation de molécules intermédiaires (Aay ou BPy), I’ajout de la
troisiéme chaine (respectivement Bf} ou Aa) et la dimérisation en (AaBpy).. Le passage dans
I’appareil de Golgi fait subir au dimére de nombreuses modifications telles que phosphorylation,
hydroxylation ... Il est également a noter que les chaines Bf et y présentent a leur extrémité C-
terminale un domaine homologue d’environ 250 acides aminés appelé FReD (fibrinogen-related

domain) et qui est conservé dans diverses protéines chez plusieurs espéces animales [170].

La concentration plasmatique du fibrinogéne est comprise entre 2 et 4 g/L. chez I’Homme ; chez le
Chien, elle semble également comprise entre 2,5 et 4 g/L.. La demi-vie de cette molécule est

d’environ 36 heures chez le Chien avec un turnover de 500 pg/mL/jour [74].

b. Fibrine

La thrombine clive la partie amino-terminale des chaines Ao et Bp, libérant par la méme les
fibrinopeptides A et B (en premier lieu A puis B) dans le globule central E, pour donner des
monomeres de fibrine ; ce clivage est permis par la rupture des ponts arginine-glycine. La
nouvelle chaine amino-terminale ainsi formée au niveau du domaine E se lie au site « a» de la
partie carboxy-terminale d’une chaine y (domaine D) d’un autre monomeére de fibrine. Cette
interaction permet la formation d’un alignement de monomeéres : la protofibrille. Les régions
carboxy-terminale des chalnes a interagissent entre elles formant des fibres épaisses. Enfin la
polymérisation de la chaine § avec un site b pour le moment inconnu conduit a I’accroissement en
largeur des fibrilles amenant a la formation de fibres (Figure 5). Toutes les liaisons faibles et
ioniques ainsi formées seront renforcées par 1’action du facteur XIIla qui crée des liaisons
covalentes entre les divers polymeres. Le rdle exact du fibrinogéne 420 n’est toujours pas connu

[182].
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Figure 5. Représentation schématique de la formation de la fibrine a partir du fibrinogéne

(d’apres www.Tollefsen.wustl.edu)
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Légende : Les cercles foncés représentent les globules distaux (domaines D),

les cercles clairs le glocule central (domaine E). La thrombine libére les
fibropeptides A et B du domaine E. Le domaine E d’un monomére se lie au
domaine D d’un autre monomeére formant un dimére puis une protofibrille. La

polymérisation des protofibrilles forme alors une fibre épaisse.

2. Facteur 11

a. Prothrombine

Le facteur II ou prothrombine est une protéine plasmatique qui est le précurseur inactif de la
thrombine. Chez le Chien, la synthése s’effectue au niveau des hépatocytes et nécessite la
présence de vitamine K. La vitamine K intervient dans les modifications post-translationnelles au
niveau du réticulum endoplasmique pour établir la structure de la molécule par I’intermédiaire des
résidus glutamate y-carboxylés (GLA). Ces GLA permettent la liaison au calcium et aux

phospholipides, propriété indispensable pour une liaison avec le complexe prothrombinase. La
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conversion de la prothrombine en thrombine nécessite la présence de calcium, du facteur Va, du
facteur Xa et du facteur plaquettaire 3, qui forment un complexe appelé prothrombinase [170].

La protéine a un poids moléculaire de 70 kDa et une concentration plasmatique de I’ordre de 100 a
150 mg/L chez I’Homme et chez le chien. Sa demi-vie est d’environ 100 heures et son turnover
est de 40 pg/mL/jour. Elle est formée de 3 boucles dues a la présence de ponts disulfures. Elle est
composée de 579 acides aminés. Le géne codant pour la prothrombine est situé¢ sur le chromosome

11 en position 11p11-q12 chez ’'Homme [170].

b. Thrombine

La thrombine est formée de deux chaines, une chaine légere de 36 acides aminés et une chaine
lourde de 259 acides aminés dont la formation est consécutive au clivage de la prothrombine.
C’est au niveau de la chaine lourde que se trouve le site actif de la molécule ; celui-ci est composé
de 4 acides aminés : Sérine 195 — Histidine 57 — Asparagine 102 — Asparagine 189 (Figure 6). Ce
site est protégé par une boucle Tyr60A-Pro60B-Pro60C-Trp60D (YPPW) dont la structure est
présente dans les 11 thrombines retrouvées dans le monde animal. Une deuxiéme boucle Trp148
s’oppose a YPPW et joue un role dans la coagulation. Aprés activation, la thrombine se détache
des phospholipides auxquels elle s’est liée au cours de ’activation de la prothrombine par le

facteur Xa [170].

Figure 6. Modélisation de la structure de la thrombine chez I’Homme [49]
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Légende : Les résidus entourés interviennent dans le site actif de I’enzyme

(Histidine 57, Asparagine 102, Asparagine 189, Sérine 195)

Elle active les facteurs V, VIII, XI et XII mais de maniére antagoniste a également un effet
anticoagulatoire par sa liaison avec la thrombomoduline a I’origine d’une activation de la protéine
C. La thrombine joue un role dans la réponse inflammatoire et la cicatrisation ; elle a en effet un
role chimiotactique sur les monocytes et les fibroblastes. Elle active également les plaquettes et
les neutrophiles qui relarguent alors de nombreuses molécules dont des cytokines, des facteurs de
croissance et des facteurs chimiotactiques. Il existe notamment 5 récepteurs a la thrombine au
niveau des plaquettes : PAR-1 (Protease Activated Receptor 1), PAR-4 (Protease Activated
Receptor 4), glycoprotéine Ib, glycoprotéine V et un « site de liaison de haute affinité ».

L’inactivation de la thrombine est permise par 1’a2-macroglobuline, HC Il (Heparin Cofactor II)

et par I’antithrombine III. La modification du site actif de la thrombine lors de la liaison de la

47



thrombine a la fibrine polymérisée entraine une inhibition plus efficace de celle-ci par

I’antithrombine I11.

3. Facteur II1

Le facteur III ou thromboplastine tissulaire (ou thrombokinase ou facteur tissulaire) est une
molécule potentiellement synthétisée par tous les tissus. La thromboplastine permet ’activation du
facteur VII et est a I’origine de la voie extrinséque. Elle est présente sur la surface des vaisseaux
sanguins et sa quantité augmente en cas d’inflammation.
La thromboplastine est une glycoprotéine a simple chaine de 261 ou 263 acides aminés et de poids
moléculaire de 45 kDa pour la molécule glycosylée. La structure du facteur III est organisée en 3
domaines [170] :

- un domaine extracellulaire qui permet les interactions avec le facteur VII et qui est formé

de 2 domaines de type III fibronectine,
- un domaine transmembranaire,

- un domaine intracellulaire de 21 acides aminés.

Le géne de la thromboplastine tissulaire a ét¢ localisé sur le chromosome 1 chez I’'Homme (1p21)
alors qu’il a été localisé sur le chromosome 3 de la Souris [170].

C’est le seul facteur de la coagulation qui n’est ni activé ni inactivé par protéolyse. La
thromboplastine est présente sous forme de dimere a la surface des cellules. Un flux calcique
entraine la dissociation de ce dimére a I’origine d’un changement de structure quaternaire de la
molécule qui lui confere la possibilité de s’associer au facteur VII.

Aucun déficit congénital en ce facteur n’a jamais été décrit.

4. Facteur IV

Le facteur IV correspond au calcium qui intervient en de multiples étapes au cours de la
coagulation. Le calcium est un métal alcalino-terreux qui correspond a 1’élément numéro 20 dans
la classification de Mendeleiev ; sa masse atomique est de 40,08 uma (unité¢ de masse atomique) et

sa densit¢ de 1,54. Il participe @ un grand nombre de phénoménes physiologiques tels que la
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synthése osseuse ou les contractions musculaires. Quatre vingt dix neuf pour cent du calcium est
stocké sous forme d’hydroxyapatite dans la masse inorganique de 1’0s, 0,9 % est séquestré dans la
membrane plasmique et le réticulum endoplasmique et 0,1 % dans le liquide extracellulaire dont
50 % sous forme ionisée (Ca2+) qui est la forme biologiquement activé, 45 % lié aux protéines et
5 % complexé (Ca-citrate, Ca-lactate, Ca-bicarbonate, Ca-phosphate).

Une hypocalcémie responsable d’un défaut de coagulation sanguine entrainerait la mort de

I’animal et ne se rencontre donc pas en pratique.

5. Facteur V

Le facteur V ou proaccélérine (ou AC-globuline (globulin accelerans)) est une molécule de poids
moléculaire égal a 330 kDa. Sa concentration plasmatique est, chez le chien, comprise entre 5 et
12 pg/mL, sa demi-vie est d’environ 25 heures et son turnover de 10 pg/mL/jour. La proaccélérine
est synthétisée au niveau des hépatocytes et des macrophages.

Elle existe sous 2 formes circulantes : une forme monocaténaire de poids moléculaire de 330 kDa
et une forme, dont la partie centrale a été excisée, de poids moléculaire compris entre 200 et 280
kDa. La proaccélérine est présente dans le plasma et dans les granules a des plaquettes [170].

Le géne codant pour la proaccélérine est localisé chez ’Homme au niveau du chromosome 1 en
position 1q23.

Le facteur V est activé en accélérine initialement par le facteur Xa et par de faibles concentrations
du facteur II. L’action procoagulante du facteur V s’explique par I’activation provoquée de la
prothrombine permise par 1’action de la prothrombinase, complexe au sein duquel agit I’accélérine
(ou facteur VI). Toutefois le facteur V se doit d’étre activé par la thrombine pour que le complexe
thrombinase se forme. La thrombine doit donc étre initialement formée par le facteur Xa sans
I’accélérine. Ce mécanisme permet une régulation du systéme : la thrombine étant formée
uniquement par le facteur Xa 1i¢ aux phospholipides, elle peut étre inhibée par I’antithrombine III
ou un autre inhibiteur avant I’activation de la proaccélérine. Le facteur V a également une action
anticoagulante ; c’est en effet un cofacteur de la protéine C activé qui inhibe ’activation du
facteur VIII [170].

L’accélérine est inhibée par la protéine C activée qui la clive en 2 sites : Arginine 306 et arginine

506.
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6. Facteur VI

Le facteur VI ou accélérine est la forme activée du facteur V et correspond donc au facteur Va.

7. Facteur VII

Le facteur VII ou proconvertine est une glycoprotéine plasmatique de 63 kDa, formée d’une seule
chaine de 406 acides aminés. La concentration plasmatique est de 1 pg/mL, sa demi-vie de 5
heures et son furnover de 2 heures. La proconvertine est synthétisée au niveau des hépatocytes et
sa synthese dépend de la vitamine K.

Le facteur VII posseéde un domaine GLA (domaine riche en acides y-carboxyglutamiques), une
partie hydrophobe, deux domaines EGF-like (Epidermal Growth Factor-like) et un domaine sérine
protéase homologue a celui de la trypsine (Figure 7). Chez I’Homme, le géne de la proconvertine
est situé¢ sur le chromosome 13 en position 13q33 a seulement 2,8 kilobases de celui du géne
codant pour le facteur X [170].

L’activation du facteur VII est permise par ’action conjointe du facteur tissulaire et du calcium
qui créé une zone de clivage entre I’arginine 152 et I’isoleucine 153. Le facteur VII est également
activé par les facteurs Xa, [Xa et XIla et I’hepsine. Le complexe Facteur III — Facteur VIla est a
I’origine d’une auto-activation du facteur VII [92]. Enfin le facteur VII peut étre activé par une
autre protéase, la Plasminogen Activator-Activating Protease (FSAP) ou Plasma Hyaluronan
Binding Protein (PHBP) dont I’activité est augmentée en présence de matériel intracellulaire dont
les glycosaminoglycanes (héparine, hyaluronase) ce qui constitue une voie parall¢le d’activation

intrinseéque de la coagulation [168].

Figure 7. Structure protéique du facteur VII
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Légende: le facteur VII posséde plusieurs domaines importants
fonctionnellement : un domaine EGF-like, un domaine catalytique et un
domaine GLA (domaine riche en acide y-carboxyglutamique). Le schéma

indique également le site de clivage par le facteur Xa.

Le complexe facteur tissulaire — facteur Vlla active le facteur X dans la voie extrinséque.
Le facteur VlIla est inhibé par :
- le complexe TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor)-Xa qui amene a la formation d’un
complexe TFPI-Xa-III-VIla,
- l’annexine V,
- D’antithrombine se lie au complexe III-VIla et le dissocie avant de s’associer avec le
facteur VIla empéchant ainsi toute réaction avec le facteur III tissulaire,
- le facteur plaquettaire 4,

- la sphingosine.

8. Facteur VIII
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Le facteur VIII:C (ou facteur antihémophilique) est une glycoprotéine composée de deux chaines,
une chaine lourde de poids moléculaire variant entre 90 000 et 210 000 Daltons (Da) et une chaine
légeére d’un poids moléculaire de 80 000 Da, stabilisée par un ion métallique de cuivre, dont la
chélation avec le calcium inhibe I’activité du facteur VIII:C. In vivo, ce complexe circule li¢ dans
le plasma avec le vVWF (Kd < 0,5 nmol/L) avec une steechiométrie d’une molécule de facteur
VIII:C reliée a un monomere de ce dernier. Le site de liaison avec le vVWF se trouve au niveau de
la chaine 1égere certainement avec un pentadécapeptide en partie N-terminale. En réalité le facteur
VIII:C est treés instable dans la circulation sanguine ou 1’exposition a de nombreuses réactions
enzymatiques provoquent sa protéolyse c’est la raison pour laquelle il est associ¢ au vVWF. D’autre
part l’interaction facteur VIII-vWF empéche la liaison prématurée du facteur VIII sur les
composants du complexe activateur du facteur X (I’affinité du facteur VIII est cent fois plus
importante pour le vWf que pour le facteur IX). Enfin le vWF stabilise la structure
hétérodimérique du facteur VIIL. In vivo, le ratio facteur VIII / vWF est de 1/50 [170].

Le facteur VIII est un complexe composé du facteur VIII:C, du vWF mais également d’un facteur
VIII antigénique (VIII:Ag) de gros poids moléculaire a 1’origine de 1’antigénicité globale mais

dont on sait peu de choses [183].

L’analyse de la séquence d’acide aminé du facteur VIII:C montre la répétition de certaines
séquences : une séquence A d’environ 350 acides aminés se répete trois fois ainsi qu’une séquence

C deux fois (structure Al-al-A2-B-a2-a3-A3-C1-C2).

I1 est synthétis¢ au niveau des hépatocytes mais aussi dans d’autres organes comme la rate ou le
rein. L’ARNm du facteur VIII:C a été retrouvé également au niveau des cellules lymphoides.

Toutefois la plupart des études considérent la rate comme un organe de stockage du facteur VIIIL.

La concentration plasmatique est comprise entre 50 et 150 ng/mL chez le Chien ; sa demi-vie, in

vivo, est de 6 a 14 heures.

I1 a été montré chez ’Homme que le taux sanguin d’activité du facteur VIII peut étre modifié¢ par
un certain nombre de facteurs internes ou externes [183] :
- D’exercice musculaire provoque une augmentation rapide mais transitoire du facteur

VIII:C dont le niveau d’activité initiale peut se trouver doubler ou tripler (libération de
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facteur VIII par la rate ?). Contrairement & I’Homme il semblerait que chez le Chien
I’exercice n’augmente pas la teneur plasmatique en facteur VIII [212],

- IDinjection d’adrénaline provoque une augmentation identique, inhibée par les B-
bloquants,

- la stimulation du systéme nerveux central (électrochoc) ou celle de I’hypothalamus
entraine une augmentation de I’activité du facteur VIIIL:C,

- la fievre, les interventions chirurgicales, la stase veineuse, la gestation, les progestatifs
de synthése, les traitements anticoagulants, les corticoides sont également associés a

une ¢lévation de 1’activité du facteur VIII:C.

Chez le Chien, I’activité du facteur VIII augmente avec I’age de I’animal. Ainsi il a ét€ montré que
cette activité est plus faible chez le chiot [16]. Le stress est également a I’origine d’une
augmentation de cette activité suite a la splénocontraction induite [91]. Enfin une étude sur 12
chiennes a montré une augmentation significative de l’activité du facteur VIII a partir de la

troisieme semaine de gestation et ce jusqu’a la mise-bas [131].

Le géne intervenant dans la synthése du facteur VIII est situé a I'extrémité du bras long du
chromosome X chez tous les mammiféres en position Xq28 [177]. Il comprend, chez ’Homme,
pres de 186 000 paires de bases ce qui représente environ 0,1 % du chromosome X. L’ARN
messager (ARN,,) est constitué a partir de 26 exons, de taille variant entre 69 et 3 106 paires de
bases. Les 25 introns séparant les exons ont, au niveau de I’ADN, une taille variant de 207 a
32 400 paires de base. Le géne complet est donc constitué d’environ 9 kilobases d’exons et de 177

kilobases d’introns [222].

La traduction de I’ ARNm commence probablement au niveau du 170°™ nucléotide du coté 5° de la
molécule (Figure 8). Apres une séquence GATAAA requise pour initier la transcription (séquence
« ATA »), cette région non traduite est suivie d’une région codant pour 2 351 acides aminés
comprenant notamment 19 acides aminés hydrophobes correspondant au peptide-signal qui est
ensuite excisé lors de la maturation protéique. Enfin la région non traduite du c6té 3’contient
1 805 nucléotides de long et contient des répétitions AATAAA et CATTG puis se termine par une
queue poly-A de 1 kilobases.
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Figure 8. Facteur VIII : De I’ADN a la protéine [222]
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Légende : la figure montre la transcription de ’ADN du géne codant pour

le facteur VIII en ARNm puis la traduction de celui-ci en protéine.

La molécule est ensuite protéolysée dans les hépatocytes ce qui produit une molécule bicaténaire.

L’activation du facteur VIII est permise par le facteur Xa et la thrombine qui le clive en 3 sites. La
thrombine rompt le facteur VIII en arginine 1689 de la chaine légere et en arginine 372 et arginine
740 de la chaine lourde. Quant au facteur Xa, il le clive en arginine 336, arginine 372 et arginine
740. Ce clivage permet la libération de la partie centrale de 170 kDa et la formation d’un
tripeptide actif. Il est a noter que le facteur VIIla obtenu par clivage par le facteur Xa aurait une
activité moindre que celui obtenu par la thrombine.

Le facteur VIlla est un cofacteur du facteur [Xa, des phospholipides (dont le Platelet Factor 3) et

du calcium. Le complexe ainsi formé permet 1’activation du facteur X.
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L’inhibition du facteur antihémophilique est permise par la plasmine et par le complexe PCa-SV

(Protein C activator).

9. Facteur IX

Le facteur IX (ou facteur Christmas) est une sérine protéase de 62 kDa de poids moléculaire. Sa
concentration plasmatique est de 4 pg/mL chez le chien, sa demi-vie est de 20 heures et son
turnover est de 2 pg/mL/jour. Il intervient au sein du complexe ténase (VIlla-IXa-PF3-Ca) pour
activer le facteur X. Sa synthése a lieu au niveau des hépatocytes et est vitamine K-dépendante. 11
est constitué d’un domaine GLA, de 2 domaines EGF, d’un domaine d’activation et d’'un domaine
sérine protéase [170].

Le geéne codant pour le facteur IX est présent, chez I’ Homme, sur le chromosome X en Xq26-q27.
Il occupe 33,5 kilobases et comporte 8 exons.

Le facteur IX est clivé par le facteur XIa en une molécule, le facteur [Xa, de 2 chalnes réunies par
des ponts disulfures. Il peut également étre activé par le facteur VlIla, la kallicréine ou encore le
facteur Xa. Le facteur IX est en compétition avec le facteur X pour le site actif du facteur VIla.

Le facteur [Xa est inhibé par I’antithrombine III. La transformation du facteur IX en IXa est

inhibée par la protéase nexine II [170].

10. Facteur X

Le facteur X (ou facteur Stuart-Prower) est une sérine protéase vitamine K-dépendante de poids
moléculaire de 59 kDa, synthétisée dans le foie sous forme d’un précurseur de 488 acides aminés.
Avant la sécrétion, 40 acides aminés sont excisés et les 11 premiers acides glutamiques sont
carboxylés. Il en résulte un zymogene a deux chaines : une chaine légere de 139 acides aminés et
une chaine lourde de 306 acides aminés reliée par un pont disulfure [170].

Sa concentration plasmatique est comprise entre 7 et 17 mg/LL chez ’Homme et est de 5 mg/L
chez le Chien, sa demi-vie est de 65 heures et son turnover de 6 ng/mL/jour.

Chez I’'Homme le géne a été localisé sur le chromosome 13 en position 13q34 et contient 9 exons.
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L’activation du facteur X est la premiere réaction de la voie commune de la coagulation. Le
facteur X peut étre clivé en facteur Xa :

- par la voie intrinséque par 1’action du complexe VIlla-IXa-PF3-Ca,

- par la voie extrinseque par 1’action du complexe Illa-VIla-Ca.
Le role du facteur Xa est de former avec le facteur Va, le PF3 et le calcium le complexe
prothrombinase a 1’origine de la formation de thrombine. Le facteur Xa est également un
activateur de la protéine C [170].

Le facteur X est inhibé par 1’antithrombine III et par TFPI (7issu Factor Pathway Inhibitor).

11. Facteur XI

Le facteur XI ou plasma thromboplastin antecedent ou facteur Rosenthal, est une glycoprotéine
formée de 2 chaines et dont le poids moléculaire est de 200 kDa chez le Chien (160 kDa chez
I’Homme). Chez le Chien, sa concentration plasmatique est de 4 pg/mL, sa demi-vie de 65 heures
et son turnover est inférieur a 2 pg/mL/jour. Il est synthétisé par les hépatocytes. Il comporte 4
domaines dits apple : A1 a A4, qui sont les sites d’interaction avec les différents ligands. Le
facteur XI circule dans le plasma en complexe avec le HMW-kininogene (kininogeéne de haut
poids moléculaire) afin de faciliter sa liaison avec les surfaces négatives et son interaction avec le
facteur XIla. Il existe aussi une forme de facteur XI plaquettaire chez ’Homme qui représente 0,5
% de son activité totale ; son poids moléculaire est de 220 kDa et il est du a I’épissage alternatif du
gene (absence de I’exon V). On retrouve I’ARNm de ce facteur XI au niveau des mégacaryocytes
et des plaquettes [170].

Le gene codant pour le facteur XI se trouve sur le chromosome 4 en position 4q35 chez I’Homme.
Il comprend 16 exons codant pour la synthése d’une protéine de 607 acides aminés dont la
dimérisation est nécessaire pour une biosynthése normale.

Le facteur XI est essentiellement activé par la thrombine. En effet, la coagulation est déclenchée
par le facteur IIl suite a la présence d’une bréche vasculaire ce qui induit les activations
consécutives du facteur VII, du facteur X et pour finir de la prothrombine par la voie extrinséque.
La thrombine active alors les facteurs V et VIII ce qui par rétroactivation permet I’activation du

facteur XI ou facteur XIa [170].

56



Le facteur XI posséde également une action antifibrinolytique par son activation du TAFI

(Thrombin Activator Fibrinolysis Inhibitor).

12. Facteur XII

Le facteur XII ou facteur Hageman est une glycoprotéine qui s’autoactive au contact de surfaces
chargés négativement. Chez I’Homme c’est une glycoprotéine de 80 kDa dont la demi-vie
plasmatique est de 60 heures. Sa concentration plasmatique est d’environ 4 pg/mL et son turnover
est inférieur a 2 pg/mlL/jour. Le facteur intervient dans la voie intrinséque de la coagulation et
active le facteur XI et la prékallikréine [170].

Le facteur XII joue également un réle de promoteur dans I’activation du complément, dans
I’inflammation, dans la fibrinolyse et dans les modifications de perméabilité vasculaire [22].

Le géne humain codant pour le facteur XII a été localisé que le chromosome 5 en position 5q35.
Le facteur Hageman est activé par la prékallikréine en aXlla puis un deuxieme clivage par la

kallicréine le transforme en BXIla.

13. Facteur XIII

Le facteur XIII ou facteur stabilisateur de la fibrine est une transglutaminase qui agit sur les
polymeres de fibrine en y créant des liaisons covalentes afin de les renforcer et de les stabiliser en
les rendant notamment moins sensible a la plasmine. Sa synthése est assurée par les hépatocytes et
les mégacaryocytes. Le facteur XIII est une glycoprotéine de 320 kDa dont la concentration
plasmatique est de 10 pg/mL, la demi-vie de 150 heures et le turnover de 3 pg/mL/jour chez
I’Homme. Chez ’Homme, sa concentration plasmatique augmente avec 1’age, le sexe (femme >
homme) et le tabac. Il circule sous la forme d’un tétrameére constitué de deux sous-unités A et de
deux sous-unités B.

Chez ’'Homme, le géne codant pour la partie A est présent sur le chromosome 6 en position 6p24-
25 et comporte 15 exons. Quant au geéne codant pour la partie B, il est intégré au chromosome 1 en

position 1q32-32.1 et comporte 12 exons [170].
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L’activation du facteur XIII est permise par la thrombine, son action étant toutefois dépendante du
calcium. Le fibrinogéne est aussi un promoteur de la formation de XIIIa.

Le facteur XIIIa permet la création de ponts e-(y-glutamyl)lysine, qui est une liaison covalente
responsable en particulier du « cross-linking ». Le « cross-linking » est la création de liaison
covalente entre les monomeres de fibrine et d’autres molécules telles que la fibronectine, I’a2-
antiplasmine ou le collagene. Le facteur XIlla favorise ainsi la résistance mécanique de la fibrine.

Il joue également un rdle dans le maintien de la grossesse chez la femme.

14. Prékallicréine

La prékallicréine ou facteur Fletcher est une glycoprotéine a simple chaine de 85 kDa dont le role
est d’activer le facteur XII et plus faiblement le facteur IX. Sa concentration plasmatique est de 25
a 50 mg/L chez ’'Homme. Chez le Chien, sa demi-vie est de 35 heures. Elle est synthétisée au
niveau du foie. La forme active comporte deux types de chaine : une chaine lourde et une chaine
légere. 11 circule dans le plasma liée au HMW-kininogéne par sa chaine lourde, la chaine 1égére
contenant le site actif [185].

Chez ’'Homme, le géne codant pour la prékallicréine est situé sur le chromosome 4 en position
4q34-35 et est constitué de 22 kilobases [170].

Son activation est permise par ’action de aXIla et BXIla qui donne une molécule de kallicréine a
2 chaines. La kallicréine active alors le facteur XII & une vitesse mille fois supérieure a
I’autoactivation ; elle intervient sur ’activation du HMW-kininogéne et du facteur VII. Enfin elle

joue aussi un réle dans la fibrinolyse par son activation de la pro-urokinase en urokinase.

15. HMW(High Molecular Weight)-kininogéne

Le HMW-kininogéne (HMWK), ou facteur Fitzgerald, Flaujeac ou Williams, est une protéine de
poids moléculaire égal a 120 kDa. Sa synthése a lieu au niveau du foie. Sa concentration
plasmatique est comprise entre 60 et 90 mg/L chez I’Homme. Chez le Chien, sa demi-vie est

d’environ 156 heures.
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Le géne codant pour la HMW-kininogéne est localisé, chez ’Homme, sur le chromosome 3 en
position 3q27 [170].

Le HMWK est clivé, par la kallicréine, en kininogenes qui sont représentés par la bradykinine et
une chaine légere qui se lie au facteur XI. Un clivage lent est aussi possible par I’action de aXIla.
La bradykinine est un nonapeptide qui est le stimulant physiologique le plus puissant du tPA
(tissue Plasminogen Activator) et qui augmente la sécrétion de prostacycline par les cellules
endothéliales. Les kininogenes sont également des inhibiteurs de 1’activation plaquettaire et de la
thrombine [170].

Le facteur Xla, par le clivage de la chaine 1égere, entraine I’inhibition du kininogéne.

16. Autres acteurs intervenant dans la coagulation

a. Facteurs permettant la coagulation

o. Facteur plaquettaire 3

Le facteur plaquettaire 3 (PF-3) est une phospholipoprotéine chargée négativement présente au
sein de la membrane plaquettaire qui, en présence de calcium, permet la fixation de nombreux

facteurs notamment au sein du complexe prothrombinase [170].

p. Facteur plaquettaire 4

Le facteur plaquettaire 4 (PF-4) ou facteur antihéparinique est un facteur contenu au sein des
granules o des thrombocytes. Il est libéré lors du release plaquettaire (sécrétion plaquettaire). Il

permet I’inhibition de I’héparine [170].

b. Inhibiteurs de la coagulation [170]

a. Antithrombine 111

L’antithrombine III est le principal agent inhibiteur de la coagulation retrouvé dans le plasma.
C’est une o,-glycoprotéine synthétisée par le foie. Chez I’Homme, sa concentration plasmatique

est comprise entre 180 et 300 mg/L et sa demi-vie est d’environ 60 heures.
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Chez I’Homme, le géne codant pour I’antithrombine a été localisé sur le chromosome 1 en
position 1g23-25 et comporte 7 exons. Les glucocorticoides stimulent son expression alors que les
cestrogenes la diminuent [170].

Cette molécule est a I’origine de la désactivation des facteurs Ila, [Xa, Xa, XIa et XIla. Elle agit
¢galement contre la plasmine et la kallicréine. Son action est potentialisée par la présence
d’héparine. L’activité de I’antithrombine III chez le Chien et chez le Chat équivaut a environ 65 %

de I’activité de I’antithrombine III équine [170].

p. Héparine

L’héparine est une molécule faisant partie des glycosaminoglycanes aux propriétés
anticoagulantes trés puissantes. Elle agit comme un démultiplicateur de I’action de I’antithrombine
III avec laquelle elle interagit. Elle est présente au niveau des tissus conjonctifs chez I’Homme et
chez les animaux. Elle est notamment sécrétée par les mastocytes lors de la réaction inflammatoire

[170].

y. Protéine C

La protéine C est une sérine-protéase vitamine-K dépendante de poids moléculaire égal a 62 kDa.
Elle est synthétisée par le foie et sa demi-vie est d’environ 16 heures. Elle circule sous forme
inactive dans le plasma a une concentration comprise entre 2,7 et 6 mg/L et est activée par le
complexe thrombine/thrombomoduline, sur la surface des cellules endothéliales, en protéine C
activée. Le facteur Xa peut également activer la protéine C.

Le geéne codant pour la protéine C est localisé chez ’Homme sur le chromosome 2 en position
2q13-14[170].

La protéine C activée permet le clivage des facteurs Va et VIlla. La protéine C activée diminue
donc la formation de thrombine et par la méme diminue la formation de TAFI (Thrombin-
Activable Fibrin Inhibitor) et donc augmente la fibrinolyse. La protéine S agit comme un

cofacteur de la protéine C activée et augmente la vitesse de dégradation du facteur Va [170].
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0. Protéine S

La protéine S est une glycoprotéine a simple chaine vitamine-K dépendante et de poids
moléculaire égal a 70 kDa. Elle est synthétisée et sécrétée par les cellules endothéliales puis se lie
a leur surface. Elle est complexée a 60 % dans le plasma par la C4b Binding Protein sous une
forme qui la rend inactive.
Chez ’'Homme c’est le chromosome 3 en position 3q11.1-11.2 qui porte le géne codant pour la
protéine S [170].
La protéine S est un cofacteur de la protéine C activée qui possede 3 fonctions :

« - cofacteur de I’inactivation des facteurs Va et VIlla,

« - inhibition de I’activité de la prothrombinase par liaison avec les facteurs Va et Xa,

«— - inhibition de I’activité du facteur X par interaction avec le facteur VIII.

La thrombine permet I’inactivation de la protéine S par clivage.

. Inhibiteur de la C’1 estérase

L’inhibiteur de la C’1 estérase est une glycoprotéine plasmatique de 104 kDa qui posséde une
activité inhibitrice vis-a-vis des facteurs Xla et Xlla, de la kallicréine et de la plasmine. Il est
également présent au sein des granules o plaquettaire et est relargué lors de leur activation.

Le géne codant pour I’inhibiteur de la C’1 estérase est situé¢ sur le chromosome 11 et comporte 8
exons chez I’Homme.

La thrombine et la plasmine ont un effet inhibiteur sur cette molécule.

(. oy-antitrypsine

L’oy-antitrypsine est une a-globuline présente dans le plasma et les plaquettes. C’est I’inhibiteur
majeur de la trypsine mais il possede également un effet inhibiteur sur la chymotrypsine,

I’urokinase, la plasmine et les facteurs Xa et XIa.

n. ax-macroglobuline

L’a,-macroglobuline est une glycoprotéine estérase plasmatique de 725 kDa qui inhibe la
thrombine, la plasmine et la kallicréine. Elle représente 25 % de la capacité plasmatique
d’inhibition de la thrombine. Chez I’Homme sa concentration plasmatique est comprise entre 1,3

et 3,3 g/L. Elle est synthétisée par les cellules endothéliales sur lesquelles elle reste liée.
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L’a,-macroglobuline se lie avec la thrombine qui devient alors incapable de se lier avec le
fibrinogéne et elle entre en compétition avec I’antithrombine III. Le complexe a,-
macroglobuline/thrombine est capable de cliver le facteur VIII. Enfin 1’a,-macroglobuline est un

faible inhibiteur de la protéine C activé.

0. azx-antiplasmine

L’a,-antiplasmine est une a,-glycoprotéine capable d’inactiver la plasmine et 1’urokinase mais

aucun autre facteur de la coagulation.

1. Cofacteur Il de I’héparine

Le cofacteur II de I’héparine forme un complexe covalent avec la thrombine a 1’origine de son
activité anticoagulatoire. Son action inhibitrice est favorisée par 1’héparine a doses ¢levées,
I’héparane et le dermatane sulfate. Il est synthétisé par le foie et sa concentration plasmatique est,

chez ’'Homme, d’environ 90 mg/L.

Les différents facteurs de la coagulation sont rassemblés dans le tableau 1
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Tableau 1. Propriétés des facteurs de la coagulation chez I’Homme.

. . . Taux . Dépendant
Poids moléculaire . Demi-vie Turnover . . \
Facteur Nom commun (Dalton) plasmatique (heures) (ug/mL/jour) Lieu de biosynthése de la
(ug/mL) HE ] vitamine K
I Fibrinogéne 340 000 2 500 123 500 Hépatocytes, mégacaryocytes Non
11 Prothrombine 70 000 100 100 40 Hépatocytes Oui
11 Thrombop}astme 45000 0 - - Tous les tissus Non
tissulaire
1Y% Calcium - - - - - Non
\Y Proaccélérine 330 000 5-12 25 10 Hépatocytes, macrophages Non
VI Accélérine - - - - A partir du facteur V Non
VII Proconvertine 63 000 1 5 2 Hépatocytes Oui
Facteur Hépatocytes, cellules
VIII o, ur 1 -2 000 000 7 10 25 endothéliales et Non
antihémophilique .
megacaryocytes
IX Facteur Christmas 62 000 4 20 2 Hépatocytes Oui
X Facteur Stuart-Prower 59 000 5 65 6 Hépatocytes Oui
X1 Facteur Rosenthal 200 000 4 65 <2 Hépatocytes Non
X11 Facteur Hageman 80 000 29 60 <2 Hépatocytes Non
XTI Facteur stablllsateur 320 000 10 150 3 Hepatocytes, Non
de la fibrine mégacaryoctytes
Prékallikréine 85 000 - 35 - Hépatocytes Non
Kininogene de haut 120 000 - 156 - Hépatocytes Non

poids moléculaire
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B. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA COAGULATION

Il existe 2 voies paralleles d’initiation de la coagulation, qui se rejoignent lors de 1’activation du

facteur X : les voies intrinséque et extrinséque.

1. La voie intrinséque de la coagulation

Tous les facteurs intervenant dans cette voie de coagulation sont des ¢léments appartenant au sang,
a savoir des précurseurs plasmatiques ou plaquettaires. C’est le contact de ses éléments avec la
paroi 1ésée qui est a I’origine de la voie intrinseque de la coagulation.

Le facteur XII, a I’origine de cette voie, est activé par toute surface « mouillable », la présence
d’une surface chargée négativement entrainant des changements de la conformation du facteur XII
permettant son activation. Le facteur XIla va alors permettre 1’activation de la prékallicréine et du
facteur XI. En parallele le HMW-kininogene est également activé en bradykinine.

Le facteur XIa est a I’origine de la cascade enzymatique aboutissant a I’activation du facteur X. En
effet I’activation du facteur IX et du facteur VIII permet la formation d’un complexe enzymatique

permettant la transformation du facteur X en facteur Xa.

La voie intrinséque de la coagulation est schématisée dans la figure 9.
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Figure 9. Voie intrinséque de la coagulation

Chatges de sutface négatives

=) Xla
L-HMWhinitogéne - - - - - - -- oo oo - - % Bradylinine
5 Kallicréine
¥ T
Hla :
IIa Prékallicréine
i 3 ¥la TAFI

Antithombine IIT Ca2+, VIa, Xa
Prékallicréine

Ma,Xa .
1131 SVIla — 3,
Froféime Ca, !

a0

Flasmine ¥
Complexe (13 a-PF3-Cal+-VIIl4)

T > Indique ’activation d’un facteur .

- —> Indique un effet agoniste d’un facteur sur I’autre ou un effet
agoniste sur I’activation d’un facteur.

- Les autres facteurs intervenant dans la voie sont indiqués a coté des fleches
pleines ; en gras les agonistes et en italique les antagonistes.

- VII, VIII, X, XI, XII = facteur VII, VIII, X, XI, XII (a = activé).

- TAFI = Inhibiteur de la Fibrinolyse Activé par la Thrombine.

-  HWK-kininogene = kininogéne de haut poids moléculaire.

2. La voie extrinséque de la coagulation
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La voie extrinseque de la coagulation nécessite la présence du facteur tissulaire (ou facteur III) qui
est libéré par les tissus 1ésés. La libération de cette substance permet alors I’activation du facteur
VII. En se complexant avec le facteur III et le calcium, le facteur VIIa permet 1’activation du facteur
X (Figure 10).

La suite de la coagulation correspond a une voie commune suite a 1’activation du facteur X.

Figure 10. La voie extrinseque de la coagulation

Lésion tissulaite

I [Ha, Xa Xla

{TRFI.Xa), FF4
Anfithrombine 1T

(I1-¥1a-Ca2+)

X -------=- + Xa
Légende :
ST > Indique ’activation d’un facteur .
- —> Indique un effet agoniste d’un facteur sur I’autre ou un effet

agoniste sur I’activation d’un facteur.
- Les autres facteurs intervenant dans la voie sont indiqués a c6té des fleches
pleines ; en gras les agonistes et en italique les antagonistes.
- VIL, VIII, X, XI, XII = facteur VII, VIII, X, XI, XII (a = activé).
- TAFI = Inhibiteur de la Fibrinolyse Activé par la Thrombine.
- HWK-kininogéne = kininogéne de haut poids moléculaire
TFPI = Tissue Factor Pathway Inhibitor

3. Lavoie commune de la coagulation
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Figure 11. La voie commune de la coagulation
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- mmmm--- > Indique P’activation d’un facteur.

- —> Indique un effet agoniste d’un facteur sur I’autre ou un effet
agoniste sur ’activation d’un facteur.

- Les autres facteurs intervenant dans la voie sont indiqués a coté des fleches
pleines ; en gras les agonistes et en italique les antagonistes.

- VIL, VIII, X, XI, XII = facteur VII, VIIL, X, XI, XII (a = activé).

- TAFI = Inhibiteur de la Fibrinolyse Activé par la Thrombine.

-  HWK-kininogene = kininogéne de haut poids moléculaire.
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La voie commune de la coagulation permet la formation de fibrine a partir du facteur Xa. Suite a
I’activation du facteur Xa, la prothrombine est transformée en thrombine par I’action du complexe
prothombinase. La thrombine permet alors la formation de fibrine a partir du fibrinogéne. Dans le
méme temps la thrombine active le facteur V en accélérine, ce qui est a l’origine d’une
augmentation de I’activation du facteur Ila. La formation de fibrine et de thrombine engendre
I’activation du facteur XIII, qui crée alors des liaisons covalentes entre les diverses molécules de
fibrine la rendant par 1a méme plus stable (Figure 11) [194].

L’ensemble des mécanismes de la coagulation permet donc, a partir d’une Iésion tissulaire, la

formation d’un caillot sanguin grace aux molécules de fibrine.

V. LA FIBRINOLYSE
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La fibrinolyse est un processus physiologique a I’origine de la dissolution du caillot de fibrine par
I’action d’une enzyme protéolytique. Elle intervient dans le cadre de I’hémostase pour éliminer le
caillot formé. Elle s’effectue généralement entre la 60°™ et la 72°™ heure aprés la formation du

caillot.

A. LES DIFFERENTS ACTEURS DE LA FIBRINOLYSE

1. Plasminogeéne

Le plasminogene est une B-globuline a chaine simple, précurseur de la plasmine, de poids
moléculaire égal a 88 kDa. Il est synthétisé par le foie, sa concentration plasmatique est d’environ
2,4 umol/L et sa demi-vie de 2,2 jours. Le plasminogéne forme des complexes avec le fibrinogeéne
et la fibrine durant la formation du caillot par sa forte affinité pour la lysine, ce qui y permet son
incorporation.

Chez I’Homme, le géne codant pour le plasminogene est localisé sur le chromosome 6 en position
6q26.

Les activateurs du plasminogene (tPA, urokinase) sont relargués lors des dommages tissulaires et
atteignent les molécules de plasminogene dans le caillot par adsorption et diffusion. Ils clivent alors
le plasminogene en plasmine, enzyme capable notamment d’hydrolyser la fibrine. Une faible partie
du plasminogéne peut étre activé directement par les facteurs Ila, XIa, XIIa ou par la kallicréine

[170].

2. Plasmine

La plasmine est une sérine protéase de poids moléculaire 85 kDa qui provient de 1’activation du
plasminogene. Elle est constituée de 2 chaines : une chaine lourde portant les LBS et une chaine

légeére portant le site actif.
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La plasmine permet la dégradation de la fibrine en PDF (Produits de Dégradation de la Fibrine).
Elle est aussi a la base de la dégradation du fibrinogéne mais également des facteurs V, VIII, XlIla,

du vWF, de certains ¢léments du complément et de la matrice cellulaire [170].

3. Produits de dégradation de la fibrine

Les produits de dégradation de la fibrine sont produits par I’action de la plasmine sur la fibrine. La
plasmine clive tout d’abord la fibrine en un fragment appelé PDF X, qui subit a son tour une
protéolyse asymétrique avec production de PDF Y et PDF D. Le PDF Y est ensuite clivé a nouveau
en PDF D et PDF E. Les PDF X et Y sont appelés précoces et les PDF D et E tardifs.

Les fragments X, Y et D peuvent se complexer avec les monoméres de fibrine et empécher leur
polymérisation par formation de complexes solubles. Les divers peptides formés ont également des

actions antithrombine et inhibitrice de I’agrégation plaquettaire [170].

4. Activateurs du plasminogéne

a. Tissue Plasminogen Activator (tPA)

Le tPA est une sérine protéase de 70 kDa synthétisée principalement par la cellule endothéliale mais
¢galement par les cellules mésothéliales, les monocytes ou les macrophages. Chez I’Homme, sa
concentration plasmatique est d’environ 70 pmol/L et sa demi-vie est comprise entre 3 et 6
secondes mais il est li¢ a 80 % a PAI-1 (Inhibiteur de I’activateur de la plasmine 1). Chez ’Homme
le chromosome 8 porte le géne codant pour le tPA en position 8p12.

Le tPA est d’autant plus actif qu’il est lié a la fibrine. Il clive alors le plasminogéne en plasmine

[170].

b. Urokinase

L’urokinase est une protéase trypsine-like de 54 kDa synthétisée par les cellules tubulaires du rein
et qui posséde une capacité puissante d’activation du plasminogéne. Le gene codant pour

I’urokinase est porté par le chromosome 10 en position 10q24 chez ’Homme.
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La streptokinase est une molécule sécrétée par les streptocoques B-hémolytiques qui possédent aussi
une action fibrinolytique proche de celle de 1’urokinase. Malheureusement la présence d’anticorps

anti-streptokinase limite son utilisation en pratique [170].

c. Autres

Le facteur Xlla, la kallicréine et la bradykinine sont également des activateurs du plasminogene. Ils

interviennent en particulier sur I’activation de tPA et la pro-urokinase [170].

5. Inhibiteurs du plasminogene

a. Thrombin Activable Fibrinolysis Inhibitor (TAFI)

Le TAFI est un zymogéne de 50 kDa sécrété par le foie aussi appelé carboxypeptidase U. L’origine
de son action est sa capacité a cliver la partie C-terminale de la fibrine ce qui rend alors impossible
la liaison avec la plasminogéne et donc le TAFI a un rdle anti-fibrinolytique. Le géne codant pour
TAFI est porté par le chromosome 13 en position 13q14.11 chez ’Homme.

Il est activé par un taux ¢élevé de thrombine et son activation est augmentée par la
thrombomoduline. La protéine Ca est, par contre, a 1’origine d’une diminution de 1’activité du TAFI

[170].

b. Plasminogen Activator Inhibitor 1 (PAI-1)

Le Plasminogen Activator Inhibitor 1 (PAI-1) est une enzyme inhibitrice du tPA et de ’urokinase
sécrétée notamment par 1I’endothélium. L’inhibition des activateurs du plasminogeéne empéche alors
la mise en place d’une fibrinolyse normale [170].

Le géne codant pour cette molécule est localisé sur le chromosome 7 en position 7q21.3-q22 chez

I’Homme [170].
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c. Autres

La lipoprotéine a, le HGRP (Histidine Rich GlycoProtein) et la thrombospondine sont des
molécules qui diminuent la capacité du plasminogene a se fixer a la fibrine par compétition vis-a-

vis de la lysine.

6. Inhibiteurs de la plasmine

L’al-antitrypsine, I’a02-macroglobuline, I’a2-antiplasmine et 1’inhibiteur de la C’1 estérase sont les

principaux inhibiteurs de la plasmine.

B. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA FIBRINOLYSE

Pour que la fibrine se dégrade en peptides cela nécessite I’intervention de la plasmine. Cette
plasmine est a I’état de plasminogeéne dans la circulation sanguine. La présence des facteurs Ila,
Xla, XIla, de la kallicréine et de la bradykinine sont a 1’origine de I’activation de deux enzymes : la
tPa et 'urokinase qui sont des activateurs du plasminogene. Il existe en paralléle des mécanismes
inhibiteurs de ces phénoménes notamment par le PAI-1 et le TAFI. Une fois la plasmine formée,
celle-ci va cliver les molécules de fibrine en de nombreux peptides, les PDF. Certaines molécules
comme I’02-antiplasmine sont des inhibiteurs de la dégradation de la fibrine et interviennent pour

limiter la fibrinolyse (Figure 12) [194].
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Figure 12. Les étapes de la fibrinolyse
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ST > Indique ’activation d’un facteur.

- —> Indique un effet agoniste d’un facteur sur I’autre ou un effet
agoniste sur I’activation d’un facteur.

- Les autres facteurs intervenant dans la voie sont indiqués a coté des fleches
pleines ; en gras les agonistes et en italique les antagonistes.

- VII, VIII, X, XI, XII = facteur VII, VIII, X, XI, XII (a = activé).

- TAFI = Inhibiteur de la Fibrinolyse Activé par la Thrombine.

-  HWK-kininogene = kininogéne de haut poids moléculaire.

HGRP = Histidine-Rich GlycoProtein / PAI = Plasmin Activator
Inhibitor / tPA = tissu Plasminogen Activator / TAFI = Thrombin-
Activable Fibrinolysis Inhibitor / PDF = Produit de Dégradation de la
Fibrine
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Apres I’étude de la physiologie de I’hémostase, la prochaine partie s’intéresse aux
diverses méthodes d’exploration de I’hémostase, des plus usuelles aux derniéres

méthodes employées en recherche.

74



DEUXIEME PARTIE :

EXPLORATION DE I’HEMOSTASE
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I. EXPLORATION DE L’HEMOSTASE PRIMAIRE

A. EXPLORATION FONCTIONNELLE GLOBALE
L’exploration fonctionnelle de I’hémostase primaire est réalisée a partir de tests simples a mettre en
pratique, mais dont les résultats sont peu précis et peu sensibles. Ils présentent toutefois 1’avantage

de mettre en évidence les troubles de 1’hémostase primaire aussi bien liés a 1’activité qu’au nombre

de plaquettes.

1. Temps de saighement

a. Technique

Le temps de saignement correspond a I’intervalle entre la 1ésion d’un vaisseau sanguin et I’arrét du
saignement. La Iésion vasculaire est réalisée a 1’aide d’une aiguille. Une incision peu profonde est
faite généralement sur la peau du lobe interne de 1’oreille de maniere horizontale mais I’incision est
aussi possible au niveau de la truffe, des lévres ou sur le bord plantaire des coussinets. A I’aide d’un
papier filtre, les gouttes de sang qui se forment sont absorbées toutes les 30 secondes jusqu’a ce que
les saignements stoppent selon une technique inspirée de la technique de Duke en médecine
humaine [92].

Le temps de saignement peut également étre mesuré au niveau gingival, selon une méthode inspirée
de la méthode d’Ivy en médecine humaine [110]. L’animal est placé en décubitus latéral et un lien
est placé autour de la machoire supérieure de maniere a permettre un engorgement veineux modéré
de la muqueuse et a placer la babine supérieure en position retournée. Une incision en 2 sites, de 6
mm de long pour 1 mm de profondeur, est réalisée a I’aide d’un dispositif possédant deux lames et
le chronométre est déclenché. Le sang est alors absorbé toutes les 5 secondes a I’aide d’un papier
filtre placé a 1 a 2 mm de P’incision (Figure 13). Le temps de saignement correspond alors a la

moyenne des temps nécessaires pour juguler les deux saignements.
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Figure 13. Aspect du papier filtre suite a la mesure du temps de saignement

Légende : la figure de gauche présente ’aspect du papier filtre pour un temps
de saignement normal. A droite, on constate que, dans le cas d’un temps de
saignement augmenté, il est possible de récolter du sang pendant un temps

beaucoup plus important [92].

b. Interpretation

Les valeurs usuelles de temps de saignement varient énormément selon la technique et 1’opérateur.
On peut toutefois considérer qu'un temps de saignement normal d’un Chien doit étre compris entre
2 et 4 minutes. Il est quand méme conseillé que chaque opérateur se fasse sa propre échelle de
valeurs sur une population de chiens ou de chats sains. Pour conclure a un allongement du temps de
saignement, seules de variations importantes de la mesure sont a prendre en compte (durée
supérieure a 5-6 minutes). Jerkens et collaborateurs ont montré que le temps de saignement est
utilisable en routine pour prévoir I’intensité d’un saignement au cours d’une opération [110]. Ce test
reste cependant peu sensible et ne permet pas de mettre en évidence des troubles frustres.
Le temps de saignement renseigne sur les fonctions hémostatiques des vaisseaux et des plaquettes.
Ainsi une augmentation de cette mesure peut étre due a une anomalie provenant :

- d’une thrombopénie ou d’une thrombopathie,

- d’une maladie de von Willebrand,

- d’une afibrinogénémie,
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- d’une anomalie des vaisseaux,

- d’une anémie sévére.
D’autre part, lorsqu’une incision se remet a saigner, il faut alors suspecter un trouble de la
coagulation plasmatique, puisque la reprise des saignements est alors due a une fragilité du clou

plaquettaire.

c. Causes d’erreurs.:

Une vascularisation trop pauvre ou trop riche de I’oreille ou de la gencive peut engendrer des
modifications majeures des résultats. Il faut également veiller a réaliser les mesures dans des
conditions minorant les effets de la température ou du stress pour limiter la vasoconstriction ou a
I’inverse la vasodilatation. Il faut aussi éviter, avant de mesurer le temps de saignement au niveau
de I’oreille, tout frottement ou lavage intempestif responsable d’une congestion veineuse.

Une incision qui serait trop petite peut amener l’opérateur a ne pas mettre en évidence un
allongement discret de la durée de 1’hémostase. D’autre part chez des individus suspects de trouble
majeur de I’hémostase, une incision trop profonde peut causer une hémorragie importante difficile a
gérer. Il est ainsi inutile, dans le cadre de la mesure du temps de saignement gingival, de continuer

la mesure au bout de 20 minutes si 1’animal continue de saigner [110].

2. Temps de rétraction du clou plaquettaire [90]

L’observation de la rétraction du clou plaquettaire permet I’exploration des propriétés contractiles

des plaquettes. A 1’état physiologique, elle commence a partir d’une heure chez le chien.

a. Technique

On réalise un prélévement sanguin sur I’animal et le sang est placé dans un tube sec dans une étuve
a 37°C. La rétraction se traduit alors par le décollement du caillot de la paroi du tube et par
I’exsudation de sérum. On considére que la rétraction est compléte si le volume de sérum exsud¢ est

voisin du volume total de sérum exsudable calculé a partir de ’hématocrite (Figure 14).
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b. Interprétation et causes d’erreurs

La rétraction du caillot est considérée comme normale si elle est compléte en moins de 3 heures.
Elle est anormale lors de :
- thrombopénies,
- certaines thrombopathies,
- polyglobulies.
Ce test est peu précis et peu sensible.
Il convient de faire attention aux fausses irrétractilités du caillot qui apparaissent lors de souillure

ou d’irrégularité des parois des tubes ou lors de tube laissé a une température trop basse.

Figure 14. Mesure du temps de coagulation [92]

Légende : la figure présente une schématisation de la mesure du temps de
coagulation. Le tube a correspond au temps t0. On constate qu’au cours du
temps (du tube b au tube e), progressivement, le caillot se rétracte jusqu’a une

limite représentée par le tube e.
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B. NUMERATION PLAQUETTAIRE ET FROTTIS SANGUIN

La numération plaquettaire est un test sanguin, simple a mettre en place, qui peut étre réalisé, soit
par des compteurs globulaires en laboratoire (automates), soit par le vétérinaire praticien a I’aide
d’un hématimeétre, mais cette méthode est plus délicate et moins précise.

La réalisation de ce test nécessite un prélévement sanguin qui est a recueillir sur EDTA (acide
éthyléne-diamine-tétraacétique) et la numération est a effectuer le plus rapidement possible dans les

10 minutes suivant le recueil.

1. Numération plaquettaire par automate

Il existe deux types de fonctionnement des automates :

- la plupart des automates utilise le principe Coulter avec une détection volumétrique des

cellules par variation d’impédance,

- quelques automates utilisent la détection optique des cellules a 1’aide de la technique laser.
La numération plaquettaire s’effectue en pratique en méme temps que le reste de ’hémogramme.
L’avantage de I’automate est sa capacité a analyser des centaines de cellules sur chaque échantillon.
D’autre part les automates mesurent aussi d’autres paramétres : le thrombocrite (équivalent de
I’hématocrite pour les plaquettes) et le volume plaquettaire moyen. Ils fournissent également la
courbe de répartition du volume plaquettaire qui permet de calculer I’indice de distribution des
plaquettes (IDP). L’IDP donne des indications sur le degré d’anisocytose plaquettaire.
Toutefois un contrdle manuel est a réaliser en complément des valeurs obtenues. En effet, "EDTA
entraine parfois 1’agglutination des plaquettes avec formation d’agrégats plaquettaires comptés par
I’automate comme une seule entité d’ou une sous-estimation parfois trés importante du nombre de

thrombocytes. Cette agrégation est aussi possible dans certaines situations pathologiques.

2. Numération plaquettaire manuelle [16]

Comparée a la numération plaquettaire réalisée par automate, cette méthode apparait longue et peu

précise, mais elle reste la méthode de référence.
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L’échantillon sanguin est prélevé sur EDTA puis est dilu¢ dans de I’oxalate d’ammonium qui lyse
les hématies. Aprés hémolyse compléte (au bout d’environ 10 minutes), quelques gouttes de la
solution obtenue sont placées dans un hématimetre. L hématimetre est une lame contenant dans son
épaisseur une chambre de dénombrément. Chacune de ses faces est divisée en 9 carrés et chaque
carré central est divisé¢ en 25 petits carrés dans lesquels sont dénombrés les thrombocytes. Les
plaquettes apparaissent comme des petits corps réfringents en faible concentration et sont aisément
distinguables des leucocytes, les hématies ayant été lysées. Cette technique permet le décompte des
plaquettes se trouvant dans un carré de 1 mm de c6té. L’hématimetre mesurant 0.1 mm d’épaisseur,
il suffit alors de multiplier le nombre de plaquettes dénombrées par 10 pour obtenir la numération

plaquettaire par mm’ (Figure 15).

Figure 15. Aspect de I’hématimétre [16]
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Légende : chaque cellule de I’hématimétre a un volume de 0.1 mm3 (1 mm de
c6té sur 0.1 mm de profondeur). Ainsi le décompte du nombre de plaquettes
dans une cellule permet de déduire le nombre de plaquettes par mm3 en

multipliant le résultat obtenu par 10.

Une autre technique encore moins précise consiste a estimer le nombre de plaquettes par champ a
I’objectif a immersion (X 100) dans une zone ou le frottis ou les cellules sont en monocouche. Pour
McConnell (2000) une plaquette observée par surface équivaut a 15 000 plaquettes/mm3 [154]. Par
conséquent, on doit observer entre 8 et 20 plaquettes par champ. Cette approximation permet de

déceler les thrombopénies majeures.
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3. Interprétation de la numération plaquettaire [16]

Méme si les valeurs varient selon les auteurs, chez un chien sain, la numération plaquettaire est
comprise entre 200 000 et 500 000 plaquettes / mm”.

On considére qu’en dessous de 50 000 plaquettes / mm’, I’hémostase est affectée de maniére
importante et 1’animal (Chien ou Chat) est en danger de mort pour des valeurs inférieures a 1 000
plaquettes / mm’. La numération plaquettaire permet donc la mise en évidence des thrombopénies
mais en aucun cas des thrombopathies. Aussi lors de troubles génétiques, la numération plaquettaire

aura un intérét de suivi de la fonction hémostatique mais en aucun cas de diagnostic.

4. Frottis sanguin

Le frottis sanguin est réalisé a partir de sang récolté sur EDTA. Une goutte est étalée sur lame puis
la lame est colorée, le plus souvent par la coloration de May Griinwald Giemsa, coloration de
référence [16].

L’observation de la lame a faible objectif (X 10 a X 40) permet de mettre en évidence des amas
plaquettaires, le plus souvent a I’extrémité et sur les bords du frottis. Cette détection est importante
pour éviter une sous-estimation. Le faible objectif donne une idée de la richesse en plaquettes de la
lame. Quant a I’observation a 1’objectif X 40, elle permet de déceler une éventuelle anisocytose

plaquettaire par I’analyse de la morphologie plaquettaire.

C. AUTRES TESTS DISPONIBLES

1. Evaluation du facteur de von Willebrand

a. Dosage de la quantité de facteur de von Willebrand

Le dosage du facteur de von Willebrand se fait par différentes techniques immunologiques qui
permettent la mise en évidence de 1’antigéne, vVWF:Ag. Pour autant cette méthode ne préjuge pas de
I’activité du vWF.

o. Immunoélectrophorese
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L’immunoélectrophorése (méthode de Laurell) est longtemps restée la méthode la plus utilisée.
Pour cela différentes dilutions du plasma sont mises en présence d’anticorps anti-vWF:Ag. Ensuite
la hauteur des différents pics obtenus suite a la migration sur un gel d’agarose sous une tension par
centimetre linéaire connue, permet par comparaison entre divers plasmas de déterminer la
concentration en vWF:Ag. Cette méthode est sensible et assez précise mais présente 1’inconvénient
de nécessiter des conditions expérimentales précises et donc reste peu adaptée a une utilisation en
routine en médecine vétérinaire. Qui plus est, a ce jour, il n’existe pas de test validé chez le Chien
contrairement au test ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay).

Il existe également en médecine humaine des dosages immunologiques a 1’aide de test ELFA

(Enzyme Linked Fluorescent Assay) ou de test IRMA (Immune-RadioMetric Assay) [16].

p. Technique ELISA [16]

Enfin la méthode la plus utilisée actuellement est la technique ELISA dont :

la sensibilité est supérieure a I’immunoélectrophorese,

les résultats sont corrélés avec I’immunoélectrophorése sauf pour les valeurs extrémes ou
les valeurs basses sont majorées et les valeurs hautes minorées,
- les réactifs sont facilement disponibles et bon marché,
- lareproductibilité est correcte,

- il existe un test validé chez le Chien [16].

La technique ELISA direct présente plusieurs étapes :

- un anticorps anti-vWF:Ag est liée a une microplaque,

- le plasma a tester est disposé sur la microplaque et le vVWF se lie sur I’anticorps,

- on ajoute alors un nouvel anticorps anti-vWF qui se lie au complexe précédemment formé,

- un anticorps de détection marqué avec une enzyme est fixé sur le complexe,

- I’ajout du substrat permet par réaction enzymatique de mesurer la concentration en facteur
de von Willebrand. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la concentration obtenue a
partir de plasmas de référence (dont la valeur est arbitrairement définie comme étant égale a

100 %) (Figure 16).

Figure 16. Présentation des divers étapes du dosage du facteur de von Willebrand:Ag

83



par technique ELISA d’aprés [21]
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Légende : P’anticorps anti-facteur de von Willebrand (Ac anti-FvW) est
représenté par un Y. On lui ajoute le plasma dans lequel est contenu le facteur
de von Willebrand (FvW) représenté par un losange. L’enzyme couplée a
I’anticorps anti-anticorps (Ac anti-Ac) est elle représentée par une Y surmonté
de deux étoiles.

L’interprétation des valeurs se fait en fonction de certains intervalles couramment utilis€s. Ainsi on

déterminera que le sujet est déficient en vWF si les valeurs sont comprises entre 0 et 49 %, et que le
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test est équivoque si ces valeurs sont comprises entre 50 et 69 %. Lors de résultats équivoques il est
parfois nécessaire de refaire le test. Ces résultats sont bien évidemment a coupler avec I’anamnése

et les signes cliniques [16].

b. Mesure de activité du vWF vis-a-vis de 1’agglutination et de I’agrégation
plaquettaire [16]

Une fois le dosage quantitatif effectué, il est intéressant de faire une mesure de ’activit¢ du vVWF
lors de suspicion de déficit de 1’hémostase primaire. Pour cela un test permettant d’estimer la
capacité de ce facteur a jouer son role de cofacteur de I’agglutination et de I’agrégation plaquettaire
a ¢été développé. Pour cela, chez I’Homme, on utilise une substance, la ristocétine. In vitro le vVWF
ne réagit pas spontanément avec les plaquettes. L’intervention d’un modulateur exogene, la
ristocétine, un antibiotique glycopeptidique, induit un changement de conformation du vWF,
conduisant a une agglutination des plaquettes. En pratique, le plasma a tester est mis en présence de
plaquettes préalablement lavées et fixées a 1’aide de formol ; suite a I’ajout de ristocétine, la mesure
de ’agglutination plaquettaire, appelée dans ce cas mesure de 1’activité cofacteur de la ristocétine,
est réalisée de visu ou a I’aide d’un agrégomeétre. La vitesse de formation de 1’agrégat est comparée
avec celles obtenues pour des animaux sains. Le résultat est exprimé en pourcentage (100 % =
valeur du plasma d’individu normal).

Chez le Chien, on employe maintenant de la botrocétine. Des études ont montré que de nombreux
venins de serpent, notamment de 1’espece Bothrops jararaca (une vipére d’Amérique du Sud) sont
a ’origine d’une coagulation sanguine majeure sauf en 1’absence de facteur de von Willebrand [16].
Ce test consiste donc a vérifier la présence d’une agglutination plaquettaire en présence de ce venin
selon un test identique a celui a la ristocétine.

Enfin il existe un test au polybréne (bromide de héxadiméthrine) qui utilise le méme principe que le
test précédent pour mesurer 1’activité du facteur de von Willebrand chez ’Homme [92].

Une diminution de I’activité de cofacteur de la ristocétine est significative d’une maladie de von
Willebrand chez le Chien. Cette technique présente 1’avantage d’étre rapide et facile & mettre en

ceuvre, mais la standardisation des résultats est difficile et la méthode visuelle peu précise.

c. Etude de la distribution des multimeres
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La distribution des multimeres est utilisée pour différencier les différents types de maladie de von
Willebrand notamment pour le type 2. L’étude de la répartition des multimeres plasmatiques est une
technique qui fait appel a I’'immunoélectrophorese croisée ou a une analyse multimérique [112]. Ces
deux méthodes ne sont pas disponibles en pratique courante en médecine vétérinaire.
L’immunoélectrophorése croisée donne des arcs de précipitation dont la forme est un facteur qui
permet de déterminer la fréquence relative des divers multiméres en fonction de leur taille. Quant a
I’analyse multimérique, c’est la technique la plus utilisée actuellement. Elle consiste en une
¢lectrophorése en gel d’agarose (obtention d’une meilleure résolution) suivie par une
autoradiographie [112]. Une technique dérivée, de réalisation plus simple, associe une
¢lectrophorése et une utilisation d’anticorps anti-vWF:Ag marqués, puis une révélation par une
technique immunoenzymatique [16].
Chez un individu normal, on obtient une hétérogénicit¢ des multimeres, avec notamment une
microhétérogénicité due au clivage protéolytique des sous-unités, et qui a pour conséquence que
chaque multimére est représenté par plusieurs bandes. En fonction des types de maladie de von
Willebrand on obtient une distribution variable (Figure 17) :
- Type 1: le spectre de bande est normal mais les bandes sont d’intensité plus faible (déficit
quantitatif en facteur de von Willebrand),
- Type 2: le spectre est anormal avec une quasi-absence de bandes correspondant aux
multimeres de haut poids moléculaire,

- Type 3 : le spectre de bande est impossible a observer (quasi-absence de multimeres) [16].

Figure 17. Analyse de la distribution des multiméres du facteur de von Willebrand [21]
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Légende : la figure présente la distribution des multiméres du facteur de von
Willebrand en fonction de leur migration (poids le plus léger en haut de la
figure) pour un chien normal (« normal ») et pour chacun des types de la

maladie de von Willebrand (I, II et III).

d. Tests génétigues
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Les tests génétiques seront étudiés lors de 1’étude de la maladie de von Willebrand.

2. Test de la fonction plaguettaire

Les tests de la fonction plaquettaire sont a mettre en place dans le diagnostic des thrombopathies,
c'est-a-dire des altérations de la fonction thrombocytaire. Les thrombopathies sont a suspecter chez
tout animal présentant un allongement du temps de saignement avec une numération plaquettaire,
des tests de la coagulation et un dosage du vVWF:Ag normaux.

En médecine vétérinaire, ces tests ne sont pas accessibles en pratique et ne sont utilisés qu’en
recherche. Cependant un analyseur des fonctions plaquettaires (PFA-100°, laboratoire Dade-
Behring) pourrait dans D’avenir permettre une exploration plus aisée de ces fonctions

(www.dadebehring.com).

a. Test d’adhésivité

In vivo, le test de Borchgrevink consiste a pratiquer une incision identique a celle pratiquée dans la
méthode d’Ivy et a dénombrer le nombre de plaquettes 6 minutes plus tard, a la fois au niveau de
I’incision mais aussi au niveau du sang veineux périphérique.

Lorsque I’adhésivité est correcte, 40 a 50 % des plaquettes ont adhéré a la bréche vasculaire [92].

I1 existe également des tests in vitro. Les tests de Salzman ou Hellem consistent a dénombrer les
thrombocytes avant et apres le passage d’un volume standard de sang au travers d’une colonne
plastique recouverte de billes de verre. La rétention plaquettaire dans le tube dépend de la
concentration en facteur de von Willebrand et de la fonction plaquettaire. L’inconvénient de ces
méthodes tient au fait que les conditions sont loin d’étre identiques aux conditions physiologiques

et par conséquent leurs interprétation est difficile [16].

b. Test d’agrégation
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Ces tests sont de pratique courante en médecine humaine lors de suspicion de thrombopathie
congénitale ou acquise. Malheureusement leur utilisation reste du domaine expérimental en

médecine vétérinaire eu égard a leur cotlit important.

o. Principe

Les mesures de I’agrégation plaquettaire sont réalisées a 1’aide d’un agrégométre. Ce type
d’appareil existe selon deux types :
- les agrégométres a impédance (correspond pour le courant alternatif a la résistance pour les
courants continus),

- les agrégometres optiques.

» Agrégometre a impédance

Dans la méthode a impédance, les échantillons sanguins sont dilués en présence d’une solution
saline ou tamponnée. L’agrégation plaquettaire est alors détectée par la mesure de 1’impédance
électrique entre deux électrodes immergées dans 1’échantillon. Une gamme étalon doit au préalable
étre réalisée avec des électrodes recouvertes d’'une monocouche de plaquettes. On ajoute alors un
agoniste dont le role est de permettre 1’agrégation. L.’accumulation de plaquettes sur les électrodes
diminue alors I’impédance entre celles-ci. L agrégation plaquettaire est par conséquent mesurée par
des variations d’ohms. Cette méthode est longue a réaliser, mais sa sensibilité est trés forte et
permet de mettre en évidence des petites variations d’impédance si toutefois I’agrégation n’est pas

masquée par des doses trop importantes d’agonistes [92].

» Agrégométre optique

Cette méthode est fondée sur les variations en lumiére de transmission d’un plasma riche en
plaquettes (PRP). L’agrégation est alors mesurée par des techniques de turbidimétrie.

Une cuvette contenant un nombre défini de plaquettes en suspension dans un PRP est traversée par
un rayon de lumiére. La majeure partie de la lumiere est réfléchie a la source mais une partie
parvient a un détecteur de lumicre apres avoir traversé la solution. Une cuvette contenant un plasma
pauvre en plaquettes sert de référence pour une transmission de la lumiere de 100 %. La

transmission initiale des plaquettes est mesurée (agrégation égale a 0 %) pendant 1 minute afin de
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supprimer la diminution de la transmission due a la suspension de particules discoides en
mouvement. Un agoniste est ensuite ajouté dans la cuve ; les plaquettes deviennent alors sphériques
par changement de conformation. Les plaquettes sphériques arrétant plus de lumiere, il y en a moins
qui arrive jusqu’au détecteur. Aussi 1’agrégation se traduit comme une diminution de la
transmission jusqu’a atteindre un plateau qui permet de calculer le taux et I’importance maximale

de I’agrégation [92].

p. Interprétation [16]

La thrombine et le collagéne induisent une agrégation rapide et irréversible des plaquettes chez tous
les Mammiferes, a la différence des autres agonistes dont 1’agrégation est variable. Par conséquent
ces deux molécules ne seront pas utilisées.

L’ADP conduit également a une agrégation irréversible suite a la sécrétion d’ADP par les granules
denses ce qui amplifie I’agrégation. La sérotonine induit chez le Chien, un changement de
conformation des thrombocytes, alors que chez ’Homme elle induit une faible agrégation. Quant a
I’épinéphrine, elle entraine chez ces deux especes une agrégation moyenne. Toutefois en présence
d’autres agonistes, ces deux molécules ont une action synergique responsable d’une agrégation
importante. Le PAF et le thromboxane A2 produisent des réponses variables en fonction de I’espece
¢tudiée. Ainsi les plaquettes canines sont plus sensibles au PAF mais moins au thromboxane A2
que les plaquettes humaines.

Ces différences existant entre les divers agonistes sont utilisées pour 1’exploration fonctionnelle de
I’hémostase primaire mais in vivo elles n’ont que peu d’importance car tous les agonistes
interviennent en méme temps.

Les défauts d’agrégation ainsi mis en évidence sont présents dans toutes les thrombopathies excepté
celles avec défauts d’activité procoagulante plaquettaire. L’utilisation de divers agonistes permet de
faire la différence entre défauts de changement de conformation, de reconnaissance et/ou de

transduction du signal, d’adhésion ou encore de release plaquettaire.

c. Test de release (sécrétion) plaquettaire [16]
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Les mesures sont réalisées a 1’aide d’agrégomeétres spéciaux (luminagrégomeétre) capables de
mesurer la luminescence d’un signal. Ces appareils sont ainsi capables de mesurer simultanément
I’agrégation et le « release » (sécrétion) plaquettaire, grace a un enregistrement du signal de
luminescence généré par 1’exocytose des granules denses. L’évaluation est permise par la quantité
de sérotonine marquée au carbone 14 ou d’ATP libérée.

Un défaut de release plaquettaire est du a une anomalie de liaison, de stockage, de métabolisme ou

d’exocytose des granules denses. Le ratio ATP/ADP permet d’identifier les défauts de stockage.

d. Etude des glycoprotéines membranaires

Ils existent diverses méthodes pour étudier les types et les quantités des glycoprotéines
membranaires. Auparavant, les différentes fractions glucidiques et protéiques étaient isolées par
¢lectrophorése sur gel. Aujourd’hui des techniques immunologiques fondées sur 1’utilisation
d’anticorps monoclonaux permettent de mesurer plus précisément le type et la quantité¢ des

glycoprotéines de surface des plaquettes, notamment par cytométrie de flux ou immunoblot [16].

e. Etude de I’activité procoagulante plaguettaire

L’activité procoagulante plaquettaire est encore peu étudiée en médecine vétérinaire. Elle peut

néanmoins étre mesurée a I’aide du test a la prothrombinase ou alors par cytométrie de flux [16].

3. Tests génétiques

Les tests génitiques réalisables, lorsqu’ils existent chez le Chien et le Chat, seront vus lors de

I’étude des diverses maladies héréditaires.

II. EXPLORATION DE LA COAGULATION
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A. EXPLORATION GLOBALE

1. Temps de coagulation du sang total : technique de Lee et White [92]

Il s’agit de mesurer le temps de coagulation d’un échantillon de sang prélevé sans anticoagulant
lorsque celui-ci est placé dans un tube en verre aux parois lisses sans silicone. Il est important pour
estimer correctement le temps de coagulation d’utiliser des seringues chimiquement propres et
seches, des tubes a hémolyses propres, secs et préalablement rincés a 1’aide d’une solution saline.
La ponction veineuse doit, comme pour toutes les autres mesures de la coagulation, se faire
facilement et directement dans le vaisseau afin de limiter les 1ésions tissulaires qui augmentent le
taux de facteur tissulaire (facteur III) dans I’échantillon. Il convient enfin de limiter la présence de
bulles d’air dans la seringue lors du prélévement.

Dans la technique de Lee et White, un échantillon de 3 mL de sang est prélevé a 1’aide d’une
seringue rincée auparavant a I’aide d’une solution saline. Trois tubes de test sont alors emplis
chacun avec 1 mL et sont maintenus 3 minutes dans un bain dont la température est comprise entre
25 et 37°C. On retourne alors les tubes toutes les 30 secondes ; on considere que le caillot est formé
quand le tube peut étre retourné sans que le sang ne tombe par gravité. La moyenne des résultats
obtenus pour les 3 tubes donne le temps de coagulation.

Le temps de coagulation chez un chien normal est compris entre 3 et 13 minutes pour une
température de 37°C ; cette valeur est d’environ 8 minutes chez le Chat. Attention néanmoins a ne
pas agiter de maniere trop énergique le tube ce qui limite la formation du caillot [92].

La mesure du temps de coagulation permet une étude facilement réalisable mais trés peu sensible de
I’activité coagulatoire ; en effet, un allongement du temps de coagulation ne s’observe que lorsque
I’activité d’un facteur de la coagulation est inférieure a 5 % de 1’activité normale. Par conséquent un
temps de saignement normal ne permet pas de conclure a une absence de déficit de ’un des facteurs

de la coagulation [92].

2. Temps de coagulation en tube ou méthode de Hayem

Le sang collecté est placé dans un tube de 5 cm de long et de 1 mm de diametre rempli au trois

quarts de sa longueur. Le tube est retourné jusqu’a ce que le flot de sang cesse. Le tube est ensuite
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cassé petit bout par petit bout toutes les 30 secondes jusqu’a ce que la fibrine forme des filaments
entre le tube et le fragment.
Les temps obtenus chez le Chien et le Chat sont identiques a celles obtenues par la technique de Lee

et White [100].

3. Temps de Howell ou temps de recalcification plasmatique

On recueille le plasma de I’animal a tester aprés centrifugation de I’échantillon sanguin, lui-méme
recueilli sur un tube citraté, a 1000 tours / minute pendant 5 minutes. Ce plasma est ensuite
recalcifié a I’aide d’une solution calcique. On mesure alors a 37°C, le temps de coagulation du
plasma a partir de I’ajout de la solution calcique.

Le temps de Howell chez un chien normal est compris entre 45 secondes et 1 minutes 15 mais ce
test reste peu sensible [90]. Il permet toutefois d’évaluer globalement la coagulation et tout déficit
d’un des facteurs de la coagulation amenera un allongement du temps de Howell.

En médecine humaine, il n’est plus de nos jours utilisé en France [90].

B. EXPLORATION DES DIFFERENTES VOIES

1. Temps de Quick

a. Principe.

Le temps de Quick correspond a la mesure du temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté
pauvre en plaquettes, recalcifié en présence d’un excés de thromboplastine tissulaire [90]. L’ajout
du facteur III permet I’activation du facteur VII et par conséquent de la voie extrinseéque puis de la
voie commune.

La réalisation du test nécessite que 9 unités de sang de I’animal a tester soient mélangées a une
unit¢ d’une solution de citrate de sodium a 3,2 % [162]. Le plasma est récupéré apres
centrifugation a 4 000 tours / minute pendant 5 minutes ; il est alors pauvre en plaquettes. Un
dixiéme de millilitre de plasma est alors ajouté dans un tube de test placé a 37°C pendant 1 minute.

La solution de facteur tissulaire contient un mélange égal de thromboplastine de lapin et de CaCl,
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(0,22 g de CaCl, mélangé a de ’eau distillée). Le réactif contient en plus du polybréne (inhibiteur
de I’héparine) ce qui explique que le temps de Quick ne soit pas allongé lors d’une utilisation de
I’héparine a des doses pharmacologiques. Apres avoir été réchauffée a 37°C, 0,2 mL de la solution
est incorporé énergiquement avec le plasma a tester. Le chronometre est déclenché a ce moment la.
Le tube est maintenu a 37°C et est secoué lentement jusqu’a la formation d’un caillot visible [92].
Avec la thromboplastine de lapin, le temps de Quick d’un chien ou d’un chat sain est compris entre
6 et 7 secondes.

Une thromboplastine recombinante peut aussi étre utilisée ; les valeurs different alors des valeurs
obtenues avec la thromboplastine de lapin. Il est donc difficile de donner des valeurs de référence
car les temps obtenus dépendent de la thromboplastine utilisée [90].

Pour limiter les variations du plasma a tester en facteur V instable et en fibrinogeéne, I’addition de

sulfate de baryum permet de rendre les derniers kits de test insensible a ses variations [92].

b. Interprétation

Le temps de Quick permet 1’exploration de la voie extrinséque et de la voie commune c'est-a-dire
qu’il est sensible a la diminution des facteurs I, II, V, VII et X. L’héparine modifie peu les résultats
du temps de Quick.
Aussi le temps de Quick est fortement augmenté lors de déficit congénital dans un des facteurs de
coagulation qui compose la voie extrinseque ou la voie commune. Un déficit en vitamine K
augmente aussi le temps de Quick.
Le temps de Quick est exprimé en secondes par rapport au temps d’un témoin. Les mesures du test
peuvent également étre exprimées en pourcentage par rapport a la normale ; on parle alors de taux
de prothrombine. La conversion entre les deux fagons d’exprimer le résultat se fait a 1’aide d’une
droite dite de « Thivolle » [92].
Il existe toutefois des erreurs provoquant un allongement artificiel du temps de Quick [92] :

- un mélange dénaturé par des températures employées trop importantes,

- une thromboplastine trop peu active ; ainsi si pour un chien normal, le temps de Quick est

supérieur a 16 secondes, il devient difficile d’obtenir des résultats précis,
- sur un plasma trop vieux (plus de 6 heures) ou conservé a une température trop ¢élevée (le

facteur V est thermolabile) ou sur un plasma pauvre en fibrinogene,
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- des erreurs de lecture notamment lorsque I’agitation du tube est trop brutale empéche
I’apparition du caillot.

L’utilisation de thromboplastines différentes ne permet pas de donner de valeurs de référence [90].

2. Temps de céphaline activée ou temps de thrombine partiellement activée

a. Principe

L’échantillon sanguin prélevé sur I’animal a tester est préalablement centrifugé de maniére a obtenir
un plasma pauvre en plaquettes. A une température de 37°C, on ajoute alors a ce plasma un
mélange de CaCl, pour recalcifier le mélanger, de céphalines et d’un agent activateur du systéme
contact.

Les céphalines sont des phospholipides du cerveau qui possédent une action procoagulante similaire
a celle des plaquettes. Ils activent ainsi la voie intrinséque de la coagulation. Un activateur du
systéme contact (facteur XI et XII) est aussi ajouté a la solution a tester. Le kaolin (activateur
particulaire) est I’une des molécules les plus couramment utilisées mais on peut citer ¢galement
I’acide ellagique ou la silice (activateur soluble) qui, d’aprés certaines études, seraient moins
sensibles que le kaolin (non confirmé par 1’étude de Mischke en 2000 [160]). Le type de céphalines
utilisées jouerait également un role dans la sensibilité du test. Ces céphalines peuvent provenir de
placenta humain ou de cerveaux de lapin. Des phosphatides provenant de soja sont utilisés parfois
pour jouer le réle de céphalines [92].

Les valeurs obtenues pour un chien normal dépendent du test utilisé [90].

b. Interprétation

Le temps de céphaline activée permet 1’étude des voies intrinseéque et commune de la coagulation
plasmatique ; interviennent dans ces voies les facteurs II, V, VIIL:C, IX, X, XI et XII mais aussi la
prékallicréine et le kininogéne de haut poids moléculaire. Ainsi un allongement du temps de
thrombine partiellement activée est significatif d’un déficit de ’un des éléments précédemment
cités. En cas de déficit en vitamine K, ce temps sera aussi augmenté.

Les valeurs obtenues par ce test ne sont pas parfaitement reproductibles, il est donc important de

toujours comparer les valeurs de 1’animal a tester a celles d’un animal sain [82, 90]. On considérera
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alors que le temps de céphaline activée est allongé si le rapport plasma a tester / plasma animal sain
est supérieur a 1,3. Bay et collaborateurs ont néanmoins propos¢ des valeurs de référence chez le
chat [6].

Un stockage de 48 a 72 heures du plasma au réfrigérateur modifie les valeurs du test [78].

3. Temps de thrombine [90]

Il s’agit du temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté pauvre en plaquettes en présence de
thrombine. Ce test explore la fibrino-formation ; il est par conséquent sensible au taux de
fibrinogene, au dysfibrinogénémie et a la présence d’inhibiteurs de la thrombine tels que 1’héparine,
les PDF ou les anticorps anti-thrombine. Par contre il est insensible au facteur XIII.

Un temps de thrombine d’un animal normal doit étre inférieur au temps du témoin (animal sain pris

au hasard) plus 6 secondes.

4. Temps de reptilase [92]

Il s’agit du temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté pauvre en plaquettes en présence de
reptilase. La reptilase est une enzyme extraite du venin de vipere Bothrops atrox et qui est capable
de transformer directement le fibrinogeéne en fibrine.

Ce test est sensible aux mémes parametres que le temps de thrombine mais il est insensible a

I’héparine. Toutefois de nos jours il n’est plus que rarement utilisé.

5. Temps de venin de vipére Russel dilué (dRVVT) [92]

C’est le temps de coagulation en présence de phospholipides dilués, d’un activateur du
facteur X et d’une endopeptidase de venin de vipere. Ce test évalue la transformation de la
prothrombine en thrombine par le facteur Xa, le facteur V et les phospholipides. Il permet
d’explorer la voie commune de la coagulation sans réagir a la voie extrinséque ou

intrinseéque.
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Chez ’'Homme, le test est positif (en cas de défaut de coagulation) si le temps du malade
moins le temps du témoin est supérieur a 6 secondes ou si le rapport des deux temps est
supérieur a 0,5.

C. EXPLORATION DES FACTEURS DE LA COAGULATION

L’exploration spécifique de chaque facteur de la coagulation sera étudiée en méme temps que les
maladies associées a leur déficit.

Une étude de Furlanello et collaborateurs, en 2006, a montré que le stockage a température
ambiante de plasma canin pendant 2 jours n’a aucun effet sur les tests de I’hémostase si ce n’est une
diminution de la concentration en fibrinogene. Par contre la conservation du plasma au réfrigérateur

rend les facteurs VIII, IX et XI instables aprés 48 a 72 heures [80].

D. EXPLORATION DES INHIBITEURS DE LA COAGULATION [92]

1. Dosage des inhibiteurs des sérines protéases

a. Dosage de ’antithrombine 111

L’antithrombine III de I’échantillon a tester est transformée en inhibiteur de la thrombine par I’ajout
d’héparine. En utilisant un milieu dans lequel la quantité de thrombine est connue, la détermination
de la quantité résiduelle de thrombine permet de connaitre le taux d’antithrombine II1. Pour cela on
utilise un substrat chromogéne dont I’action de la thrombine va modifier la densité optique (voir

dosage de I’antiplasmine au paragraphe I1IB3).

b. Dosage de ’inhibiteur de la C’1 estérase

On utilise pour ce dosage un réactif au sein duquel est présent une quantité excessive et connue de
la C’1 estérase. L’inhibiteur de la C’1 estérase inhibe la C’1 estérase présente dans le réactif. Une
méthode cinétique permet alors de déterminer la quantité résiduelle de C’1 estérase (mesure de
variation de densité optique d’un substrat a base de PNA (ParaNitroAniline) (voir dosage du

plasminogene au paragraphe I1IB1).
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c. Dosage du cofacteur II de I’héparine

En présence de dermatane sulfate qui est son activateur spécifique ou de fortes doses d’héparine, le
cofacteur II de I’héparine exerce un rdle antithrombinique majeur. Son action est spécifiquement
dirigée vers la thrombine avec laquelle il forme un complexe équimoléculaire inactif.

Pour le dosage on utilise un plasma enrichi par une quantité connue de thrombine. Une fois le
plasma testé ajouté il suftit de mesurer la quantité de thrombine résiduelle par son action sur les
PNA du substrat chromogene (voir dosage du plasminogene au paragraphe I1IB1). Connaissant les
quantités initiales et résiduelles de thrombine, il suffit d’en déduire la quantité¢ de cofacteur II de

I’héparine.

2. Systéme de la protéine C

a. Dosage de la protéine C

En présence d’un activateur spécifique (protéine hautement purifiée provenant du venin de la vipére
Agkistrodon contortrix), 1a protéine C devient activée. Elle est ainsi apte a dégrader les facteurs V et
VIII. Le temps de coagulation est par voie de conséquence prolongg.

En pratique, on mélange le plasma a tester avec un plasma déficient en protéine C et I’activateur de
la protéine C pendant 3 minutes a 37°C puis on ajoute du CaCl, et on déclenche la mesure du temps
de coagulation. L’activité de la protéine C du plasma a tester est comparée a des plasmas témoin ce
qui permet 1’obtention d’un pourcentage d’activité.

Il existe une méthode colorimétrique permettant de mesurer la quantit¢ de protéine C. Cette
technique utilise un substrat chromogéne a base de groupements de PNA (voir dosage du

plasminogene au paragraphe I1IB1).

b. Dosage de la protéine S
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Le principe du dosage de la protéine S repose sur son activité de cofacteur potentialisant 1’effet
anticoagulatoire de la protéine C activée, que I’on peut objectiver par I’allongement du temps de
coagulation d’un systéme enrichi en facteur V. Ainsi en pratique pour mesurer ’activité de la
protéine S, le plasma a tester sera mis en présence d’un mélange comprenant un plasma dépourvu
de protéine S (plasma humain), de protéine C activée (humaine également) et de facteur V (bovin).
Le temps de coagulation est alors mesuré a partir de 1’ajout de CaCl, a la solution. On obtient alors

un pourcentage d’activité de la protéine S.
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III. EXPLORATION DE LA FIBRINOLYSE

A. EXPLORATION GLOBALE : TEMPS DE LYSE DES EUGLOBULINES OU
TEST DE VON KAULLA

L’exploration fonctionnelle de la fibrinolyse est réalisée grace a la mesure du temps de lyse des
euglobulines (nom donné au groupe des protéines activatrices de la fibrinolyse) ou test de von
Kaulla. Il consiste a faire précipiter en milieu acide les euglobulines (fibrinogéne, activateur du
plasminogene, une partie du PAI-1), ce qui laisse dans le surnageant la majorité des inhibiteurs de la
lyse du caillot. On mesure alors la vitesse de lyse du caillot aprés activation de la coagulation [154].
Pour cela le prélévement sanguin a tester est recueilli sur un tube citraté. A une température de 4°C,
on ajoute de I’acide acétique ce qui provoque la précipitation des euglobulines. Aprées centrifugation
le précipitat est dissous dans un milieu tampon a 37°C. L’ajout de CaCl2 déclenche la coagulation
ce qui conduit a la formation d’un caillot de fibrine. On mesure alors le temps de lyse du caillot
c'est-a-dire en pratique le temps que met le milieu gélifié a se liquéfier.

Sur un prélévement provenant d’un chien ne présentant pas de troubles de la fibrinolyse, le caillot
est dégrad¢é rapidement en l’absence des inhibiteurs de la fibrinolyse. Ainsi les valeurs seront
comprises entre 50 et 190 minutes chez le Chien (supérieure a 3 heures chez I’ Homme). Un temps
inférieur a ces valeurs traduit une hyperfibrinolyse [92]. Aucune donnée sur le Chat n’a été retrouvé
durant nos recherches.

Autrefois était utilisée la méthode de lyse d’un caillot de sang total mais la durée de la mesure
(supérieure a 72 heures) était trés longue et cette technique est donc complétement abandonnée

aujourd’hui.

B. TESTS ANALYTIQUES

1. Dosage du plasminogene

a. Dosage fonctionnel
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Le plasminogéne est dosé par une méthode amidolytique sur un substrat synthétique. Le substrat est
constitué d’oligopeptides chromogenes : les groupements paranitroaniline (PNA). Ce substrat libére
des PNA par coupure enzymatique notamment par 1’action de la plasmine.

La premicre étape du test consiste a mettre en présence du plasma dilué a tester un exces
d’activateur, la streptokinase. Il se forme alors un complexe streptokinase-plasminogeéne qui
posséde une action plasmine-like. La solution est alors placée sur le substrat ou le complexe ainsi
formé va lyser les groupements de PNA. La libération de PNA est alors mesurée a une longueur
d’onde de 405 nm par la différence de densité optique induite [182].

Les valeurs obtenues sont comparées au plasma témoin et le taux d’activité du plasminogéne est

obtenu en pourcentage.

b. Dosage immunologique.

Le dosage immunologique du plasminogéne est effectu¢é a 1’aide d’un antisérum soit par
immunodiffusion radiale (technique de Mancini) soit par immunoélectrodiffusion (technique de

Laurell) [92].

2. Dosage de t-PA. de 'urokinase et du PAI-1

Les dosages du t-PA, de I’'urokinase et du PAI-1 sont réalisés par la technique ELISA. Ces tests ne

sont jamais réalisés en routine en médecine vétérinaire [92].

3. Dosage de I’02-antiplasmine

Il s’agit d’un dosage semi-quantitatif par une méthode amidolytique sur un substrat chromogene. Le
plasma a tester est incubé en présence de plasmine en exces mais de quantité connue. Il se forme
alors un complexe o2-antiplasmine/plasmine dont la limitante est la quantité d’a2-antiplasmine
[182]. Il suffit alors de mesurer la plasmine résiduelle par son activité amidolytique sur le substrat, a
I’aide de la mesure de libération des PAN. Connaissant la quantité de plasmine initiale et la quantité

résiduelle, il devient alors aisé de déterminer la quantité d’a2-antiplasmine du patient [92].
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C. TESTS INDIRECTS

1. Dosage du fibrinogéne

a. Dosage chronométrique dit de von Clauss

La méthode de von Clauss est une méthode utilisant la thrombine pour la détermination quantitative
du fibrinogeéne plasmatique. Cette technique est dérivée du temps de thrombine. En pratique on
mesure le temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté dilué pauvre en plaquettes en présence
de calcium et de thrombine. En présence d’un exces de thrombine, Clauss a remarqué que le temps
de coagulation du plasma est proportionnel a la concentration en fibrinogeéne. Ainsi une droite de
calibration doit étre réalisée a partir de plasma témoin titré¢ en fibrinogéne. Le taux plasmatique
normal du fibrinogeéne est compris entre 2 et 4 g/L chez le Chien et le Chat. Ce test est néanmoins

sensible aux fortes doses d’héparine [100].

b. Dosage immunologique.

Il s’agit d’un dosage quantitatif du fibrinogéne utilisant différentes techniques et notamment la
méthode de Mancini. Le plasma a tester et I’'immunoglobuline spécifique sont déposés dans deux
puits différents disposés dans un gel. La diffusion dans le gel des deux molécules les amene a se
rencontrer et a former un précipité qui prend alors la forme d’un arc de cercle. La mesure de ’arc de

cercle permet de déduire la quantité de fibrinogene [100].

2. Dosage des produits de dégradation de la fibrine (PDF)

Toutes les méthodes de dosage des produits de dégradation de la fibrine dans le plasma sont fondées
sur la reconnaissance immunologique des fragments peptidiques. Actuellement les seuls anticorps
anti-PDF qui sont disponibles sont des anticorps humains ; par conséquent il convient de vérifier
que ces anticorps ont bien une réaction croisée avec les anticorps de I’espéce a tester. Ce probléme
rend difficile D’interprétation des résultats en médecine vétérinaire. La technique utilisée

actuellement est une méthode par agglutination de particules de latex sensibilisées avec des
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anticorps anti-PDF. Normalement la quantité de PDF dans le sang est inférieure a 10 pg/mL chez
les carnivores domestiques [154].

3. Dosage des D-dimeéres

Les D-dimeéres sont des produits de la dégradation de la fibrine qui apparaisse lors de toute
activation de cette dernieére. Leur dosage présente uniquement un intérét lors de recherche de
maladie thromboembolique veineuse en médecine humaine et n’est pas utilis¢é en médecine

vétérinaire. Le dosage est le plus généralement réalisé¢ grace a la technique ELISA [182].

Le perfectionnement des méthodes d’exploration permet aujourd’hui d’étudier d’une maniere de
plus en plus fine les troubles de I’hémostase. Ces améliorations ont notamment permis une
meilleure compréhension des divers troubles héréditaires de 1’hémostase qui seront maintenant

étudiés.
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TROISIEME PARTIE :

LES TROUBLES HEREDITAIRES DE
L’HEMOSTASE PRIMAIRE
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Les troubles héréditaires de I’hémostase primaire concernent les thrombopathies
héréditaires ainsi que les différents types de maladie de von Willebrand.
Lorsqu’un test génétique existe, pour chaque maladie concernée, il sera indiqué dans le

tableau récapitulatif présenté en annexe 2.

I. THROMBOPATHIES CONSTITUTIONNELLES
A. ANOMALIES DES GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES

1. Thrombasthénie de Glanzmann

La thrombasthénie de Glanzmann est un défaut héréditaire qualitatif ou quantitatif du complexe
glycoprotéique GPIIb/GPIlla plaquettaire. Le premier cas a été décrit en 1918 par un pédiatre
suisse, Edward Glanzmann, chez I’Homme, mais la compréhension du mécanisme de cette maladie
n’a été découverte qu’au milieu des années 1970. Des mutations génétiques responsables de la
maladie ont été¢ découvertes chez ’Homme en 1990. C’est une maladie rare puisque jusqu’en 2001,
seuls 200 cas avaient été décrits dans la littérature [9, 172].

En médecine vétérinaire, le premier cas rapporté I’a ét€ par Dodds en 1967 chez 1’Otterhound [15].
Depuis des cas ont été décrits chez le Montagne des Pyrénées et chez le Basset Hound [15].
Néanmoins les études moléculaires chez le Basset Hound n’ont pas confirmé 1’existence de la
thrombasthénie de Glanzmann ; par conséquent la thrombopathie du Basset Hound sera étudiée

ultérieurement.

a. Classification de la thrombasthénie de Glanzmann [81, 172]

La premicre classification établie par Caen était basée sur le contenu en fibrinogéne des granules o
plaquettaires et sur le degré de rétraction du clou plaquettaire. La classification actuelle prend

également en compte la quantité de complexe GPIIb/II1a.

o. Thrombasthénie de Glanzmann de type 1
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Elle représente la grande majorité des cas chez ’Homme et est caractérisée par une déficience
majeure en complexe GPIIb/Illa (< 5 % de la concentration normale), une incapacité des
thrombocytes activés a se lier au fibrinogeéne, une faible concentration en fibrinogéne des granules o
et une incapacité des plaquettes a s’agréger et a permettre la rétraction du clou plaquettaire.

Les thrombasthénies de Glanzmann décrites chez 1’Otterhound et le Montagne des Pyrénees
correspondent au type I décrit en médecine humaine. Néanmoins chez 1’Otterhound, la maladie
semblait associée a un syndrome de Bernard-Soulier puisque de 30 a 80 % des plaquettes avaient
une taille géante et une forme atypique lors de I’étude de Raymond et Dodds en 1979. C’est
pourquoi on parlait alors de thrombopathie thrombasthénique. Entre temps la maladie a été presque
éradiquée chez 1I’Otterhound. Mais a la fin des années 1980, les descendants des premiers chiens
malades présentaient un dysfonctionnement plaquettaire identique a celui présent dans la

thrombasthénie de Glanzmann de I’Homme mais sans thrombocytes anormaux [15].

. Thrombasthénie de Glanzmann de type 11

Elle représente 14 % des cas décrits chez ’Homme. Les plaquettes des patients atteints possedent
entre 10 et 20 % de complexe GPIIb/Illa normaux, se lient faiblement entre elles et au fibrinogene
et la rétraction du clou plaquettaire est anormale. Le type II n’est pas décrit, a I’heure actuelle, ni

chez le Chien ni chez le Chat [15, 100].

y. Thrombasthénie de Glanzmann variant

Elle ne concerne que 8 % des cas décrits en médecine humaine. Les thrombocytes des individus
atteints ont de 50 a 100 % de la concentration normale en complexe GPIIb/IIla mais ne se lient ni
entre eux ni au fibrinogene. Contraitement aux types I et II, la maladie de Glanzmann est ici due a
un défaut qualitatif des complexes GPIIb/IIIa. Le type variant n’est pas décrit, a I’heure actuelle, ni

chez le Chien ni chez le Chat [15, 100].

b. Symptomes [81, 172]

106



a. Chez I’Homme

La thrombasthénie de Glanzmann est caractérisée par des saignements excessifs consécutifs au
défaut de formation du clou plaquettaire. Ainsi chez ’Homme elle se traduit majoritairement par
des épistaxis séveres mais également par des saignements gastro-intestinaux, des hématomes, des
hémorragies gingivales, des hématuries, des métrorragies ou encore des hémarthroses ; ces
symptdmes apparaissent avant 1’age de 5 ans et diminuent avec 1’dge. Les hémorragies spontanées
sont rares et elles sont généralement consécutives a un traumatisme, a une chirurgie ou encore a la
chute des dents de lait. Chez la femme atteinte, la période de menstruation et I’accouchement sont
des périodes a risque majeur.

La sévérité des saignements est impossible a prévoir. Toutefois il arrive que les patients présentent

des anémies secondaires au manque de fer suite a de nombreuses hémorragies.

p. Chez le chien [15, 16]

Les chiens atteints présentent des saignements provenant des muqueuses et un allongement du
temps de saignement lors de traumatismes ou de chirurgie. Ainsi les signes cliniques sont identiques

a ceux retrouvés chez I’Homme.

c. Diagnostic [15]

L’augmentation du temps de saignement amene le clinicien a explorer I’hémostase. Les tests de
I’hémostase primaire montrent une numération plaquettaire normale associée a un défaut
d’agrégation plaquettaire et de rétraction du clou plaquettaire. L’exploration de la coagulation
sanguine ne met en évidence aucun trouble (Temps de Quick et temps de céphaline activée
normaux). La mesure de la quantité de facteur de von Willebrand donne des résultats dans les
normes. Les résultats obtenus conduisent a suspecter un trouble de la fonction plaquettaire (Tableau

2). Boudreaux et Catalfamo ont étudi¢ la thrombasthénie de Glanzmann chez I’Otterhound [9].

107



Tableau 2. Comparaison des résultats aux examens complémentaires entre la maladie de von

Willebrand et les différents types de thrombasthénie de Glanzmann d’aprés [16]

Trombasthénie de
Maladie de von Thrombasténie de
‘ _ Glanzmann type I1
Willebrand (chien) Glanzmann type [ )
et variant
Numération plaquettaire Normale Normale Normale
Morphologie plaquettaire Normale Normale Normale
Agrégation plaquettaire Normale Absente/Diminuée | Absente/Diminuée
Release plaquettaire Normale Normale Normale
Adhésion plaquettaire Absente/Diminuée Normale Normale
Rétraction du clou Normale Absente/Diminuée | Absente/Diminuée
Fibrinogéne plaquettaire Normale Diminuée Normale
vWF Absente/Diminuée Normale Normale
GPIIa/11Ib Normale Absente/Diminuée | Normale/Diminuée
GPIb/V/IX Normale Normale Normale
Récepteur a la vitronectine Normale Absente/Augmentée Normale
Chien : GPIIb Homme : GPIIb et
Mutation GPIIb ou GPIlla Non Homme : GPIIb et
GPIlla GPIlIa

L’agrégation plaquettaire mesurée par turbidimétrie, suite a la stimulation par I’ADP, la thrombine,
le collageéne ou le PAF, a montré une absence quasi-totale de celle-ci, contrairement a I’agrégation
plaquettaire de chiens normaux (Figure 18) [9].

Les auteurs ont également mesuré la distribution des glycoprotéines membranaires chez des chiens

sains et atteints de thrombasthénie (de race Otterhound) (Figure 19).

Figure 18. Agrégation plaquettaire en réponse a différents facteurs chez le Chien d’aprés [9]
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Légende : la figure 18 montre qu’en réponse a ’ADP (A), au collagéne (B), a
la thrombine (C), au PAF (D) et aux ionophores de calcium (E), un
Otterhound thrombasthénique (« affected ») ne présente aucune agrégation
plaquettaire contrairement a ce qui se passe chez un chien sain
(« unaffected »). L’agrégation plaquettaire est mesurée par une

augmentation de la transmission de lumiére.

Figure 19. Distribution des glycoprotéines membranaires chez le Chien d’apres [9]
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Légende : la figure présente la distribution des glycoprotéines membranaires
chez un chien sain (« clinically normal dog »), un Otterhound sain (« unaffected

Otterhound ») et chez un Otterhound atteint (« affected Otterhound »).
Ils ont observé une quasi-absence des glycoprotéines IIb et Illa (Figure 19) et une augmentation de

la quantité de glycoprotéine Ib chez I’Otterhound atteint de thrombasthénie.
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Afin de déterminer si le trouble était intrinséque ou extrinséque aux plaquettes, Dodds et
collaborateurs ont lavé des plaquettes de chiens atteints et chiens normaux puis les ont réincorporés
dans les plasmas issus de ces mémes animaux [16]. Les plaquettes des animaux atteints ne
présentaient aucune agrégation dans les deux plasmas ce qui mettait en évidence un défaut
intrinseéque des plaquettes.

Chez ’Homme, 1I’étude des glycoprotéines membranaires par cytométrie de flux ou immunoblot a
révelé dans le cas des types I et II des variations de la distribution des glycoprotéines membranaires
avec une diminution de la quantité de glycoprotéines II et III et une augmentation de la quantité de

glycoprotéines I [81].

d. Support génétique de la maladie

a. Chez I’Homme

Les hommes comme les femmes sont touchées en nombre égal par la thrombasthénie de
Glanzmann, ce qui suggére un mode de transmission autosomique. Les parents des individus
atteints sont dans la plupart des cas asymptomatiques et 25 % des personnes atteintes sont issues
d’un croisement consanguin ce qui caractérise un mode de transmission récessif. La maladie est
présente au Japon, en Afrique, en Amérique, en France, en Iran ... Bien que son incidence soit
faible sur la population globale, son incidence dans les populations consanguines est équivalente a

celle de la maladie de von Willebrand ou de I’hémophilie A [81, 195].

Plus de 100 mutations différentes dans les génes codant pour les glycoprotéines GPIIb et GPIIla ont
¢été référencées a ce jour [195].

Chez ’'Homme, les génes ITGA2B (Integrin a2f) codant pour la glycoprotéine GPIIb, et ITGB3
(Integrin B3) codant pour la glycoprotéine GPIIla sont localisés sur le chromosome 17 en position
17q21.32. Le geéne ITGA2B est composé de 30 exons et couvre 17.2 kilobases. Quant au gene
ITGB3, il est composé¢ de 15 exons et couvre 65 kilobases [172].

La variété des mutations touchant les deux genes est trés importante : ont été décrites des délétions,
des insertions, des mutations faux-sens, non-sens conduisant a la synthése de protéines tronquées
et/ou anormales. Ont été également décrites des anomalies d’épissage. Les grandes délétions sont

plus rares [172].
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Toutes ces mutations conduisent soit & une absence de formation du complexe IIb/Illa (qui se
produit dans le réticulum endoplasmique) soit, beaucoup plus rarement, a une abolition de la
fonction intégrine du complexe IIb/Illa pourtant normalement formé. Dans cette derniére situation,
c’est fréquemment le gene /7GB3 qui est muté. En 2001, le mécanisme moléculaire a I’origine de
ce phénomene a été identifié. Il s’agissait de la destruction d’un pont disulfure dans la région EGF
de la protéine GPIIla conduisant a la création d’une protéine a activité intégrine constitutive,
capable de lier le fibrinogeéne. L’agrégation plaquettaire n’étant plus possible du fait de I’absence de

récepteurs libres permettant I’ancrage des plaquettes les unes sur les autres [190].

p. Chez I’Otterhound

Le séquencage des geénes codant pour les sous-unités GPIIb et GPIlla est récent chez le Chien. La
comparaison des séquences humaines et canines a montré une conservation poussée de certaines
régions codant pour des domaines fonctionnelles des protéines. La mutation responsable de la
thrombasthénie de 1’Otterhound a été identifiée en 1999 dans le géne codant pour la sous-unité
GPIIb [15]. 1l s’agit d’une substitution d’une base guanine par une base cytosine dans I’exon 12,
entrainant le remplacement d’une histidine par un acide aspartique au niveau de troisieme domaine
de liaison au calcium. Le porteur sain est hétérozygote pour I’allele muté (Figure 20). Ce
changement est responsable d’une déstabilisation du complexe IIb/Illa conduisant au défaut

d’expression du complexe a la surface des plaquettes [15].

Figure 20. Séquence du géne codant pour le troisiéme domaine de la liaison au calcium de

la elycoprotéine plaquettaire GPIIb [9]
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367 374
D L D/H R D G Y N D v A Vv

Human GAC CTC GAC CGG GAT GGC TAC AAT GAC ATT GCA GTG
Dog GAC CTC GAC CGG GAC GGC TAC AAC GAT GIT GCA GIG
OH GAC CTC GAC CGG GAC GGC TAC AAC GAT GIT GCA GTG
OHC GAC CTC GCAC CGG GAC GGC TAC AAC GAT GIT GCA GTG

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

Légende : cette figure présente une comparaison de la séquence du géne
codant pour le troisiecme domaine de la liaison au calcium de la glycoprotéine
GPIIb entre ’'Homme (« Human »), un chien cliniquement sain (« Dog »), un
Otterhound cliniquement sain (« OH »), un Otterhound porteur du gene muté

(« OHC ») et deux Otterhounds atteints (« Affected »)

y. Chez le Montagne des Pyrénées

En 2000, Boudreaux et collaborateurs ont montré que la thrombasthénie de Glanzmann observée
chez un Montagne des Pyrénées était dii a deux mutations sur le géne. L’épissage de I’intron 13
n’était en effet pas effectué si I’on observait ’ARNm et une insertion de 14 paires de bases était

observée au niveau de I’exon 13 du geéne codant pour la glycoprotéine GPIIb (Figure 21) [135].

Figure 21. Comparaison des séquences de ’exon 13 du géne codant

pour la glycoprotéine GPIIb [135]
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Normal cDNA
Normal Genomic
Case 1

Normal cDNA
Normal Genomic
Case 1

Normal Genonic
Case 1

Normal Genomic
Case 1

416 423 427 429
G F G F 5 L R ¢& A T D I/MD/V DSE
GGCTTCGGCTTCTCCCTGCGAGGTGCCACAGACATCGATGAL

T iy Lo o i i ek i} T . el $oV S T S ol ik S S sl i s A e e ey ————

——————————————————————————————————— G-TGCCA
T L
1360 1374
432 433
N/Q G/T ¥/S P/M
AATGGATACCCAG
————————————— gtggccctagaatgectecagetagecaa
CAGAC-~CGATGACAATGGATACCCAGGTGGCCCTAGRATGC
] T M D T Q VA L-EC
1387 (434} {443)

gaggggctctcgggecattagatggagataatgaaagacacag

CTCCAGCTAGCCAAGAGGGGCTCTCGGGCATTAGATGGAGAT
L 0L A KR GG S5 RA L DG D

(444) (457}

tcaggggtctatgcececgectgagtgttctgatectt
AATGAAAGACACAGTCAGGGGTCTATGCCCCGCTGA

CODON
N E R H 8 @ 66 S M P R |Ter | STOP
{458) {4e8

Légende : les deux premieres séquences concernent un chien normal (« normal

genomic ») et un Montagne des Pyrénées atteint (« case 1 »).

L’insertion affecte la portion de géne codant pour le quatrieme domaine de liaison pour le calcium

et consiste en une répétition des nucléotides 1360 a 1373. La transcription de cette zone entraine la

formation d’une séquence d’acides aminés compleétement modifiée avec notamment 1’apparition

d’un codon stop précoce.

Ceci entralne ’absence des domaines transmembranaires et

cytoplasmiques et d’une partie du domaine extracellulaire de la protéine dont le quatriéme site de

liaison au calcium nécessaire pour le transport intracellulaire du complexe GPIIb/IIla jusqu’a la

surface des plaquettes.
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Le défaut de transcription consécutif a I’insertion des 14 paires de bases serait responsable d’un
changement de conformation du pré ARNm qui rendrait le site d’épissage de ’intron 13 inaccessible
[135].

A I’heure actuelle, aucun test génétique n’a été¢ développé pour cette maladie.

e. Traitement

Le traitement mis en place lors d’hémorragies ou avant une chirurgie consiste dans 1’idéal a injecter
a I’animal du plasma riche en plaquettes (PRP) [17]. La dose recommandée en PRP est de 1 unité /
10 kg. Le PRP est préparé a partir de sang entier de chien normal centrifugé a 1000 g pendant 4
minutes ; il peut s’utiliser immédiatement mais il existe aussi des concentrés de plaquettes
congelées. En pratique, le vétérinaire est souvent amené a transfuser du sang total ce qui présente
I’avantage de ne pas nécessiter de matériel particulier et compense les pertes sanguines lors
d’hémorragies excessives mais il est fortement immunogene et le volume a injecter est plus
important. Le développement d’anticorps anti-plaquettes est possible mais d’apparition plus lente
car le matériel injecté est en quantité faible.

Chez I’Homme, Poon et collaborateurs ont proposé I'utilisation de facteur VIla recombiné a une
dose d’environ 90 pg/kg toutes les deux heures jusqu’a arrét des saignements [184]. Le facteur VIla
active la voie intrinséque et donc la formation de fibrine qui stabilise le clou plaquettaire. Des
résultats positifs ont été obtenus chez 23 individus sur 24. Ils préconisent d’utiliser dans le méme
temps des agents antifibrinolytiques tels que 1’acide e-aminocaproique (300 a 400 mg/kg/j) ou
I’acide tranexamique (75 mg/kg/j). L’apparition d’une thromboembolie a été observée chez I’'un des
individus traités. Méme si avant de généraliser ’utilisation du facteur VIla chez le Chien, un test a
plus grande échelle est a réaliser, ce traitement semble étre une bonne alternative a la transfusion de
plaquettes chez les sujets développant des réactions immunitaires aux plaquettes [15].

La complication la plus fréquente étant le déficit en fer, des injections de fer parentérales ou orales

sont fréquemment requises.

2. Syndrome de Bernard-Soulier

a. Historique et épidémiologie
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Le syndrome de Bernard-Soulier ou dystrophie thrombocytaire hémorragipare est une maladie
autosomique récessive ou dominante [219] associant une tendance aux saignements, des plaquettes
géantes et une thrombocytopénie. Ce syndrome a été¢ décrit pour la premicre fois en 1948 par Jean
Bernard et Jean-Pierre Soulier, deux hématologistes francais. Leur jeune patient présentait des
saignements majeurs avec un temps de saignement prolongé et un faible de nombre de plaquettes
dont la taille était plus importante qu’habituellement. D’autres cas ont alors été répertoriés souvent
associés a de la consanguinité [141].

La maladie reste extrémement rare puisque seulement une centaine de cas ont été recensés dans la
littérature a ce jour, la plupart dans les populations japonaise, européenne et nord-américaine. La
prévalence est estimée a moins de 1 / 1 000 000 mais elle est certainement sous-estimée car sous-
diagnostiquée [14, 94, 141].

A ce jour aucun cas n’a été publié chez le Chien ou le Chat. On notera cependant que les premiers
cas d’Otterhound atteints de thrombasthénie de Glanzmann, présentaient ¢galement un syndrome de

Bernard-Soulier, qui n’a pas été retrouveé par la suite [15].

b. Symptomes

Les patients atteints présentent habituellement des manifestations cliniques telles qu’un purpura, des
¢épistaxis, des ménorragies, des saignements gingivaux ou encore des saignements gastro-
intestinaux. Lors de traumatismes, les hémorragies se prolongent également de maniére importante
et sont responsables d’ecchymoses importantes mais cela reste relativement peu fréquent.

Le nombre de plaquettes est trés diminué a normal (< 30 000 / puL a environ 200 000 pL), mais ces
valeurs sont fluctuantes sur I’année chez un méme patient.

Les temps de saignements sont quasiment normaux (5 a 10 minutes) a trés allongés (> 10 minutes).
Ces hémorragies persistantes sont présentes trés tot dans 1’enfance mais celles-ci s’aggravent au
moment de la puberté et a 1’dge adulte. Ces saignements peuvent étre révélés a 1’occasion d’une
chirurgie comme une extraction dentaire, une appendicectomie, une splénectomie
L’accouchement est aussi une période a risque pour la mere atteinte du syndrome de Bernard-
Soulier [133].

c. Etiologie moléculaire
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Le syndrome de Bernard Soulier est du a une déficience ou une dysfonction du complexe GPIb-V-
IX dont le role est d’intervenir dans I’adhésion plaquettaire au site 1ésé par 1’intermédiaire du vWF.
Pour former ce complexe 4 sous unités sont nécessaires : GPlba, GPIbB, GPV et GPIX
respectivement encodés par des genes situés en position 17pl12, 22q11.2, 329 et 3g21 sur les
chromosomes 17, 22 et 3 chez ’'Homme. GPIba, GPIbp et GPIX sont indispensables pour une
biosynthése normale complexe, GPV n’a aucune incidence sur la fonction du complexe. En 2006,
47 défauts génétiques différents responsables du syndrome de Bernard-Soulier ont été identifiés : 20
mutations de GPIba, 16 de GPIbB et 11 de GPIX [133].

L’¢tude des différents cas a montré une transmission autosomique récessive de la maladie.

Toutefois un cas de transmission autosomique dominante a été décrit dans certaines familles [219].

d. Diagnostic

Le syndrome de Bernard-Soulier est souvent sous-diagnostiqué et en médecine humaine est souvent
pris pour un purpura thrombocytopénique idiopathique pour lequel ni les corticoides ni la
splénectomie ne permettent alors de guérison.

L’allongement du temps de saignement permet une premicre orientation vers un trouble de
I’hémostase primaire. La réalisation d’un hémogramme et d’un frottis sanguin montre une
thrombocytopénie (typiquement entre 20 000 et 100 000 plaquettes / uL) et des plaquettes de forme
arrondie (volume = 11 a 16 pm’ et diamétre = 4 a 10 pm). Un comptage manuel des plaquettes est
souvent nécessaire car leur modification de taille fait que les appareils de comptage automatique les
comptent souvent comme des lymphocytes [133].

Une étude de 1’agrégation plaquettaire par un agrégometre réveéle un défaut isolé d’agglutination
induite par la ristocétine, non corrigé par une addition de plasma normal, contrairement a ce qui se
passe dans la maladie de von Willebrand [133].

Un défaut de consommation de la prothrombine est souvent associé¢ et peut étre utile pour le
diagnostic. Celui-ci est attribué¢ a un déficit de liaison du facteur IX consécutif & un manque de

GPIb.
Une cytométrie de flux utilisant un panel d’anticorps monoclonaux spécifiques (CD42 a-d)

confirme le diagnostic de syndrome de Bernard-Soulier. Il existe d’autres tests disponibles dans les

unités de recherche pour I’é¢tude des glycoprotéines de membrane tels que la séparation sur gel ou
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des techniques d’immunoblotting. Enfin des études génétiques sont aussi possibles dans ces

laboratoires [133].

e. Traitement

o. Traitement hygiénique

Il n’existe pas de traitement spécifique de la maladie. Les patients atteins sont amenés a éviter les
traumatismes et les traitements antiplaquettaires comme 1’acide acétylsalicylique (Aspirine”™). Ces
patients doivent avoir une hygiéne buccodentaire irréprochable pour éviter toute maladie gingivale
et limiter les besoins d’intervention dentaire. Les femmes atteintes doivent utiliser des produits
contraceptifs des la puberté pour éviter les ménorrhées. Les saignements fréquents peuvent induire

un déficit en fer qui est a corriger rapidement pour éviter toute anémie [141].

p. Traitement médical

Les transfusions multiples de plaquettes peuvent amener a développer des anticorps anti-plaquettes.
Les injections de desmopressine ou de facteur VIla recombinant permettent de réduire le temps de
saignement des patients [133].

Chez les patients dont le pronostic est engagé, la transplantation de moelle osseuse ou de cellules
souches hématopoiétiques issues du cordon ombilical est a considérer. Dans certains cas la
splénectomie a permis une amélioration lors de saignements majeurs mais les risques opératoires

importants limitent I’intérét [133].

B. ANOMALIES DE TRANSDUCTION DU SIGNAL

1. Thrombopathie du Basset Hound
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a. Premiers cas décrits

Johnstone et Lotz en 1979 ont décrit pour la premiére fois une thrombocytopathie héréditaire dans
une famille de Basset Hound [115]. En effet plusieurs individus de la lignée, aussi bien males que
femelles, ont été présentés pour une tendance marquée au saignement et a I’allongement du temps
du saignement caractérisés notamment par des anémies, des saignements gingivaux et
gastrointestinaux, des paralysies, qui ont conduit a I’euthanasie chez certains chiens. Des chiens
asymptomatiques mais porteurs ont également été détectés lors de I’étude des apparentés. Le
pédigree obtenu est rapporté sur la figure 22.

Il permet de conclure a une transmission autosomique récessive.

L’¢tude des voies intrinseques et extrinséques de la coagulation n’a révelé aucune anomalie. Le
temps de saignement était fortement allongé (supérieur a 15 minutes chez les animaux présentant
des signes cliniques). L’examen des plaquettes au microscope n’a montré aucune différence entre
les animaux sains et malades, la quantité de thrombocytes est identique dans les deux cas. La
rétraction du clou plaquettaire était elle aussi normale. Des tests spécifiques de 1’activité
plaquettaire (test dérivé du test de Borchgrevink) ont mis en évidence un défaut de consommation
plaquettaire lors de blessures vasculaires locales. De plus les interactions des plaquettes avec des
billes de verre étaient réduites chez les animaux atteints (3 % contre 27 % chez les chiens sains).
Sous I’influence de I’ADP, 1’agrégation plaquettaire était réduite chez les homozygotes mais pas
chez les hétérozygotes, alors que, sous I’influence du collagéne, elle était réduite dans les deux cas

de figure. La thrombine, quant a elle, induisait une réponse normale mais retardée.

Figure 22. Pedigree d’une famille de Basset Hound atteinte de thrombopathie d’aprés [115]
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6o & b 4

B Male affecté
® Femelle affectée
o Femelle porteuse

@ Mort & la naissance ou juste aprés
{£ Euthanasié suite a des signes clinigues
@ @ Non disponible pour le test

Ces résultats ont montré que l’utilisation du temps de rétraction plaquettaire dans la mise en
évidence de troubles plaquettaires était insuffisante pour le diagnostic puisqu’il était normal chez
tous les individus.

L’ADP semblait suffisant pour permettre un temps de saignement normal chez les individus

porteurs sains et compensait le manque de réaction vis-a-vis du collagene.

b. Caractérisation de la thrombopathie du Basset Hound

Un défaut structurel et/ou fonctionnel des récepteurs membranaires est a 1’origine de cette maladie

[115].
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Boudreaux et collaborateurs, en 1985, ont constaté que la concentration en AMPc des thrombocytes
de Bassets touchés était anormalement augmentée (concentration supérieure de 30 a 90 % de la
concentration normale). Le calcium était alors séquestré dans le cytoplasme, ce qui entrainait un
défaut de sécrétion plaquettaire et d’expression des complexes GPIIB/IIla a I'origine du défaut
d’agrégation. Ainsi a été émise I’hypothése d’un défaut de transduction du signal d’activation
plaquettaire par I’AMPc.

La morphologie plaquettaire au microscope ¢électronique était normale [43]. L’étude des
glycoprotéines membranaires ne montrait aucune anomalie. Un défaut de sécrétion des granules
denses était toutefois remarqué.

La stimulation plaquettaire par la thrombine et I’ADP était a I’origine d’une augmentation
intracellulaire en calcium (relargage de calcium de sites intracellulaires et afflux de calcium
extracellulaire). Dans le méme temps la thrombine et le collagéne entrainaient la formation de 1,2
diacylglycérol qui agissait en coordination avec le calcium comme second messager dans
I’activation plaquettaire en augmentant ’affinité de la protéine C kinase pour le calcium. Quant a
I’ AMPc, il antagonisait la mobilisation de calcium en facilitant le stockage de calcium dans les sites
de stockage intracellulaire et il était aussi connu qu’il pouvait inhiber 1’hydrolyse des inositols et
donc la formation de 1,2 diacylglycérol. En 1986, Boudreaux et collaborateurs ont montré que la
concentration plaquettaire élevée en AMPc ¢était consécutive a un défaut d’activité de la

phosphodiestérase [14].

2. Thrombopathie du Spitz

Les deux premiers cas décrits dans la littérature concernent deux Spitz femelles agées

respectivement de 3 ans et demi et 13 mois [11].

La premicre chienne a été présentée en consultation pour un épistaxis bilatéral apparu
consécutivement a I’administration d’antibiotiques. Son examen clinique a montré un animal abattu
qui présentait des selles noires laissant penser a un méléna. Les premicres chaleurs de cette chienne
n’ont pourtant pas donné lieu a des saignements excessifs.

Quant a la deuxieme chienne, elle a été présentée pour des saignements chroniques depuis 1’age de

6 mois. L’examen clinique a montré la présence de nombreux hématomes sous-cutanés, des
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saignements gingivaux et des douleurs aux niveaux des membres apres 1’exercice. La coupe trop
courte d’une griffe a notamment amené un saignement pendant plus de 30 minutes et un épisode
d’hématémese a également été rapporté.

Les examens sanguins réalisés chez ces deux chiennes ont révelé une anémie plus ou moins
marquée, un nombre de plaquettes normal et des temps de coagulation normaux. Les valeurs de
concentration en antigéne de Von Willebrand étaient respectivement de 150 et 49 % par rapport au
témoin. Enfin les valeurs des produits de dégradation de la fibrine étaient comprises entre 10 et 40
png/dL. Aussi des études de l’agrégation, du release, de cytométrie de flux et une analyse en

microscopie ¢lectronique des plaquettes ont été faites.

Les plaquettes des animaux atteints ont montré une absence d’agrégation en présence d’ADP, de
PAF ou de collagene ; par contre en présence de thrombine une agrégation était possible méme si
celle-ci était retardée et lente a se mettre en place (le temps de réponse a la thrombine était chez
I’animal témoin d’environ 3 minutes contre 4,5 a 6 minutes chez les Spitz atteints (Figure 23)).
L’examen au microscope ¢€lectronique n’a révelé aucune anomalie des plaquettes des animaux

touchés [11].

La cytométrie de flux a partir d’anticorps monoclonaux anti-GPIllo. humain a indiqué, que
contrairement a ce qui se retrouve chez les animaux atteints de thrombasthénie de Glanzmannn, le
pic de fluorescence de GPIlla était identique a celui des animaux normaux dans le cas des Spitz
malades (Figure 24). L’étude du pédrigree d’un des deux animaux n’a pas permis de trouver trace
d’autres animaux atteints méme si chez les deux males provenant de la méme lignée, 1’agrégation

suite a I’ajout de collageéne était diminué [11].
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Figure 23. Représentation de 1’agrégation plaquettaire chez le Spitz [11]
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Légende : la figure montre la mesure de I’agrégation plaquettaire (par mesure
de la transmission lumineuse) en présence de concentrations évaluées a 0.15
pmole pour la y-thrombine (« Thrombin »), 100 pmole pour ’ADP, 12 pg/mL
pour le collagene (« Collagen ») et 2 pmole pour le PAF chez un chien normal
(«Normal Dog»), un Spitz atteint (« Affected Spitz») et chez un Spitz

éventuellement porteur (« Possible Carrier Spitz »).
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Figure 24. Profil d’immunofluorescence de plaquettes chez le Spitz [11
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Légende : les profils intéressent un Otterhound atteint de thrombasthénie de

Glanzmann (« A »), d’un chien normal (« B »), d’un Spitz atteint (« C ») et

d’un Basset Hound atteint de thrombopathie canine (« D »).

Ainsi la thrombopathie du Spitz ressemble beaucoup a la thrombopathie du Basset Hound. Des cas

de thrombopathies du méme type ont été¢ décrits dans d’autres races comme le Labrador Retriever,
le Boxer ou le Landseer.

3. Etiologie moléculaire de la thrombopathie du Basset Hound. du Spitz et du
Landseer [10]

Boudreaux et collaborateurs ont étudiés, en 2006, un type de thrombopathie dans trois
races : le Basset Hound, le Spitz et le Landseer. L’analyse génétique a montré que des
mutations sur le géne codant pour le CalDAG-GEFI (Calcium-Diacylglycerol Guanine
Nucleotide Exchange Factor I) était retrouvée a chaque fois. Trois mutations distinctes ont

été détectées, touchant des régions importantes pour la fonction de la protéine et par

124



conséquent dans 1’agrégation plaquettaire. Pour autant aucun test génétique n’a encore vu le

jour a I’heure actuelle.

4. Autres thrombopathies décrites

a. Chez le Chien

Callan et collaborateurs, en 2001, ont rapporté deux cas possibles de thrombopathies liées a un
défaut de transduction du signal : le premier cas chez un Boxer et le deuxiéme chez une chienne

croisée [39]. L apparition précoce des symptdmes a fait suspecter un trouble héréditaire.

o. Premier cas [39]

Le premier cas concernait un chien Boxer, male castré de 2 ans qui présentait des saignements
prolongés. La présence d’une hémorragie scrotale et de nombreuses ecchymoses périscrotales a fait
suite a la castration a I’age d’un an. Des saignements rectaux ont également été rapportés peu avant
I’opération. Enfin malgré les points de suture cutanés, une plaie cutanée consécutive a une
lacération a continué de saigner réguliérement pendant 15 jours.

Les examens complémentaires réalisés dans un premier temps (hémogramme, examen biochimique,
temps de coagulation, concentration en facteur de von Willebrand) ont donné des valeurs dans les
normes. Par contre le temps de saignement buccal apparaissait supérieur a 7 minutes (norme < 4

minutes) ce qui traduisait probablement un trouble de I’hémostase primaire.

p. Deuxieme cas

Le deuxiéme cas a concerné une chienne croisée de 10 mois souffrant de saignements prolongés :
hématochiasis a ’4ge de 14 semaines, saignements prolongés a la perte des dents de lait, formation
intermittente de pétéchies et d’hématomes. Tout comme dans le cas précédent, des examens
identiques ont ¢ét¢ réalisés et seul le temps de saignement buccal était prolongé (supérieur a 8
minutes) et n’était pas affecté par une injection de 1 pg/kg de desmopressine.

L’ovariohystérectomie pratiquée a 1’d4ge d’un an entraina des saignements majeurs durant

I’intervention malgré un contrdle strict de la cautérisation et des ligatures. Le lendemain de
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I’opération, des hématomes ont été retrouvés au niveau du cathéter intraveineux et sur la zone

d’incision.
y. Etude de ces thrombopathies

L’¢tude de ’agrégation plaquettaire en réponse a différents agonistes a montré une nette diminution
de la réponse des plaquettes des deux chiens étudiés en présence d’ADP et de collagéne, et une
réponse correspondant a environ la moitié de la réponse normale vis-a-vis de la thrombine (tableau
3). L agrégation plaquettaire mesurée a 1’agrégometre chez les 2 chiens atteints a montré un déficit

net dans les deux cas (Figure 25).

Tableau 3. Agrégation plaguettaire de chiens normaux et de chiens thrombopathiques

mesurée a I’agrégometre d’apres [39]

Pourcentage d’augmentation de la transmittance
Chiens normaux
Agoniste Concentration Cas 1 Cas2
(n=35)
10 pumol 64 +/-17 *MP 4
20 pmol 72 +/- 16 *MP 2
ADP
50 pmol *ND 13 1
100 umol *ND 5 2
20 pg/mL 65 +/- 8 *MP *ND
Collageéne 50 pg/mL 91 +/- 10 *MP 8
100 ng/mL *ND 5 12
0,5 U/mL 72 +/- 14 *ND 48
Thrombine
1 U/mL 98 +/- 3 43 67

(*ND = non déterminé ; *MP = uniquement modifications de la structure plaquettaire)

Alors que I’existence d’une premicre vague d’agrégation en présence d’un agoniste laissait a penser
a un trouble de la sécrétion plaquettaire, on a constaté que, chez les chiens atteints :

- les concentrations en ADP et en ATP des plaquettes étaient normales,

- leratio ATP/ADP était dans les valeurs usuelles,

- les quantités de mitochondries, de granules denses, de granules a et de réticulum étaient

normales.
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Ces résultats excluaient un probléme de défaut de sécrétion plaquettaire (release) de type maladie
du pool vide (anomalie de la sécrétion des granules denses ou granules 9) (voir chapitre C de ce

paragraphe).

Figure 25. Agrégation plaquettaire mesurée a ’agrégomeétre [39]

Control dog Control dog

l —— = 1 minute
— = { minuyte

B F————

. v T
s S

Légende : ces graphes concernent ’agrégation plaquettaire, dans deux cas de
thrombopathies, de chiens thrombopathiques (« Dogl » et «Dog 2») en

comparaison avec un chien témoin (« Control dog »).

L’¢étude de la morphologie thrombocytaire a indiqué que les plaquettes du chien 1 étaient normales
alors que les plaquettes du chien 2 étaient plus grandes que la moyenne. La microscopie
¢lectronique a révelé la présence de récepteurs GPIIb/Illa et GPIb chez le chien 1 mais n’a été
étudié chez le chien 2 ; toutefois, les résultats obtenus pour I’agrégation plaquettaire excluait toute
thrombasthénie de Glanzmann. De la méme manicre, le chien 2 ne possédait aucun argument en
faveur d’autres maladies décrites chez I’Homme telles que 1’anomalie de May-Hegglin, le
syndrome d’Epstein, ...

Les profils d’agrégation des deux chiens suggeraient un trouble de la transduction du signal
responsable d’un défaut de sécrétion semblable a la thrombopathie du Spitz. Néanmoins aucune

¢tude n’a permis de dire si ce trouble touchait I’acide arachidonique, la cyclooxygénase, la synthése
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de thromboxane A2, les récepteurs au thromboxane A2 ou la mobilisation du calcium intracellulaire

[39].

b. Chezle Chat [38]

En 2000, Callan et collaborateurs ont rapporté deux cas de thrombopathies chez deux chats
domestique a poils courts sans lien de parenté. L’un de ces chats présentait notamment des
anomalies plaquettaires laissant penser a une anomalie de transduction du signal responsable de
troubles de la concentration en nucléotides et d’un défaut de relargage (release) des granules
plaquettaires [38].

Un chat male castré domestique a poils courts de 1,5 an a été présenté pour des épistaxis spontanés
fréquents controles par des injections intranasales d’épinéphrine. D’autre part, des pétéchies au
niveau des oreilles et des saignements gingivaux ¢&taient également présents de manicre
intermittente. Pour autant lors de la castration aucun saignement particulier n’a été rapporté. Les
temps de coagulation, la concentration plasmatique en vWF, la morphologie plaquettaire en
microscopie €lectronique avaient des résultats dans les normes. La numérotation thrombocytaire
indiquait une légere thrombocytopénie (100 000 plaquettes / uL alors que les valeurs normales sont
comprises entre 200 000 et 500 000 plaquettes / pL). L agrégation plaquettaire en présence d’ADP
ou de collagene était fortement diminuée, mais un clou plaquettaire se formait en présence de
thrombine. Enfin les concentrations en nucléotides plaquettaires étaient normales.

Ces résultats orientaient donc plutdt vers une anomalie de transduction du signal semblable a celle
rencontrée chez I’Homme ou le Chien. L’hérédité de cette maladie n’a pas pu étre explorée par

absence d’apparentés disponibles.

C. ANOMALIES DES GRANULES DENSES
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1. Maladie du pool vide du Cocker américain

a. Symptomes

En 1995, Callan et collaborateurs ont décrit un nouveau type de thrombopathies dans trois familles
de Cocker américain [36]. Cette maladie provoque des saignements modérés a séveres suite a des

traumatismes mineurs, a des prises de sang ou a une chirurgie. Cing chiens ont ainsi été étudiés :

» Famille 1:

- Un chien male qui présentait depuis 1’age de 8 mois des saignements réguliers et qui est mort
d’une hémorragie oro-pharyngée. Dans la méme lignée, des cas de tendance au saignement ont
¢té rapportés : un de ses freéres de portée est mort a 1’age de 6 mois suite a une hémorragie
massive et deux autres chiens dont le cas suivant,

- Une chienne ayant les mémes parents mais appartenant a une portée ultérieure, et n’ayant pas

présenté de signes cliniques.

» Famille 2 :
- Un chien male de 10 ans qui présentait des saignements chroniques de I’intestin,
- Une chienne, sceur de portée du chien précédent, chez laquelle une anémie régénérative sévere
sans signes d’hémolyse ni source de saignement a été rapportée. Suite a un accouplement avec

le chien précédent sont nés plusieurs chiots qui sont tous mort d’hémorragies.

» Famille 3 :
- Un chien male de 12 ans qui présentait des tumeurs prostatiques et vésicales auxquelles €étaient

associés une hématurie et un hématome intravésical.

Certains chiens étant nés de parent sain, une transmission autosomique récessive a rapidement été
suspectée. Les tests sanguins réalisés chez tous ces chiens n’ont pas montré de thrombopénie ; les
tests de coagulation et le dosage du facteur de von Willebrand étaient normaux. Cependant le temps
de saignement était allongé sur 4 des 5 chiens et 1’agrégation plaquettaire en réponse a la présence
d’ADP et de collagéne ¢tait déficiente (Figure 26). Le profil d’un chien présentait un début

d’agrégation avant un arrét, laissant penser a un déficit de sécrétion plaquettaire.
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Figure 26. Agrégation plaquettaire en réponse a ’ADP chez un Cocker [36]

. 8-SPD

A
1 min

Légende : 1a courbe du haut (« control ») est la courbe obtenue pour un cocker
sain alors que celle du bas (« 6-SPD ») est celle obtenue chez un Cocker atteint

de maladie du pool vide.

b. Etiologie

Les plaquettes d’un animal normal contiennent des quantités d’ATP et d’ADP équivalentes a celles
retrouvées chez ’Homme. Ainsi dans les thrombocytes humains, les granules denses plaquettaires
concentrent 65 % du total en ATP et en ADP ; les 35 % restants se situent dans le cytoplasme. Le
ratio ATP/ADP est a peu pres constant : il est de 2/3 dans les granules denses et de 9/1 dans le
cytoplasme ; le ratio global plaquettaire est par conséquent inférieur a 2,5 chez un chien sain. Hors
dans le cas présent le ratio ATP/ADP mesuré dans les plaquettes des chiens atteints était de 8,2
contre 1,9 pour les chiens témoins. Il a également été noté une diminution de I’ADP mais une
quantité d’ATP normale. Chez ’Homme, lors de défaut de stockage dans les granules denses encore
appellé maladie du pool vide ou « oJ-storage pool defect » une telle augmentation du ratio est
retrouvée [36].

Afin d’¢évaluer les capacités de stockage des granules plaquettaires, une étude de la capture et de la
rétention de sérotonine a été effectuée. En effet la sérotonine n’est pas synthétisée par le
thrombocyte mais est captée dans 1’environnement avant d’étre stockée dans les granules denses
[36]. En cas d’anomalie de stockage, la sérotonine n’est pas gardée dans les granules et est alors
métabolisée par la monoamine oxydase présente dans le cytoplasme ce qui libere des métabolites
dans le milieu. Callan et collaborateurs ont donc laissé des plaquettes de chiens atteints et de chiens

sains en présence de sérotonine, marquée par le carbone 14 radioactif, afin d’évaluer les capacités
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de captation et de rétention des plaquettes de chiens atteints. Il s’est averé que ces capacités
n’étaient pas altérées chez les chiens atteints.

L’¢tude au microscope ¢lectronique des plaquettes des Cockers touchés ne montrait aucune
différence dans le nombre et ’apparence de celles-ci par rapport aux chiens témoins.

Ces résultats suggeraient une anomalie de stockage des granules denses plaquettaires qui
contrairement au « d-storage pool defect » de I’Homme ne modifiait pas la quantité et I’apparence
des granules denses. La captation et la rétention de la sérotonine étant normales, le déficit en ADP
semblait étre consécutif a un défaut de transport de I’ADP dans les granules denses. Le mécanisme

moléculaire n’a, a ce jour, toujours pas ¢té rapporté dans la littérature.

c. Des genes candidats pour la maladie du Cocker

Différents génes ont été découverts comme impliqués dans la sécrétion des granules denses.

L’¢tude de lignées de souris Rab27b Knock-Out (souris transgéniques inactivés pour le geéne
Rab27b) a montré ’apparition de troubles de ’hémostase chez les souris homozygotes knock-out.
L’¢étude de ces troubles a révélé une diminution du nombre et de la sécrétion des granules denses.
La morphologie et la fonction des granules o plaquettaires n’étaient pas altérées. Ces données
suggeraient que le géne Rab27b jouait un role dans la régulation de la sécrétion des granules denses
et est un gene candidat pour le « d-storage pool defect » de ’Homme et du Cocker [211].

Chez I’'Homme, 15 genes ont été identifiés comme impliqués dans le syndrome de Hermansky-
Pudlak, qui se manifeste, entre autres, par un temps de saignement allongé associé¢ a des anomalies
des granules plaquettaires [220]. Enfin, les génes Rab38 et ABCC4 ont ét¢ mis en évidence
récemment comme, respectivement, effecteurs du développement et du stockage des granules

denses [109, 171].

2. Syndrome de Chédiak-Higashi chez le chat Persan
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Le syndrome de Chédiak-Higashi est une maladie décrite dans six especes a savoir I’Homme, la
Souris, la Vison, la Vache, I’Orque et le Chat Persan. Il se caractérise, selon I’espéce, par un
albinisme oculo-cutané partiel, associ¢ a des granules de mélanine géants, par une sensibilité
importante aux infections dues a de nombreux défauts de la fonction leucocytaire et par des

symptomes hémorragiques.

a. Description clinique et étiologie

o. Symptomes

Kramer et collaborateurs ont été les premiers a décrire la maladie en 1977 chez trois chats Persans
issus d’une famille de 27 chats [127]. Tous les chats atteints avaient une robe couleur « blue
smoke » de teinte anormalement claire et des yeux de couleur jaune, vert ou vert-jaune clair alors
qu’on attendait une coloration cuivrée. L hypopigmentation oculaire se traduisait par une zone de
tapis rouge lorsque celle-ci est éclairée au transilluminateur, alors que chez un chat normal elle était
de couleur jaune-vert [158]. Chez certains chats étaient présents une photophobie et un nystagmus
spontané mais variable. La majorit¢ des chats atteints présentaient une cataracte bilatérale
congénitale qui est apparue avant 1’age de 3 mois. Ce signe clinique n’était présent que dans
I’espéce féline et n’a pas été retrouvé systématiquement en cas de syndrome de Chédiak-Higashi
humain, ce qui laisse penser que deux geénes distincts pourraient étre a 1’origine de ces deux formes
de la maladie.

Aucune sensibilité particuliére aux infections n’a alors été mise en évidence mais une tendance aux
saignements a été rapportée, contrairement a ’Homme ou ce symptome est fréquemment retrouvé.
Le faible nombre de cas rapportés pourrait expliquer cette particularité du chat.

Aucun saignement spontané n’a été rapporté mais des saignements prolongés étaient présents suite
a des interventions chirurgicales mineures ainsi qu’un développement fréquent d’hématomes. Par
conséquent les troubles de I’hémostase n’étaient pas un signe d’appel caractéristique de la maladie

et ce sont les autres signes cliniques qui pourront alerter le clinicien.

p. Etiologie
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Dans les granulocytes neutrophiles du sang périphérique et de la moelle ont été observés des
granules éosinophiliques, contenant des enzymes péroxydases. L.’examen des poils et de la peau a
révélé la présence dans les hampes pilleuses de graines de mélanine éparpillés, de grande taille et de
forme irrégulicre et allongée. L’¢tude de la lignée a montré alors une transmission autosomique
récessive de la maladie chez le Persan [127].

Colgan et collaborateurs ont montré en 1989, en utilisant un agrégométre, que les plaquettes des
chats homozygotes atteints du syndrome de Chédiak-Higashi étaient capables de s’agréger en
présence d’ADP ou de collagéne, mais aucune sécrétion plaquettaire d’ADP n’a été montrée [52].
Ces résultats suggeraient que I’allongement du temps de saignement était consécutif a une
déficience des granules denses. La microscopie électronique a permis de montrer I’absence totale de
granules plaquettaires denses chez les chats homozygotes ; ce déficit complet semblait étre une
caractéristique du syndrome chez I’animal. Chez le Chat, cette absence de granules se traduit par
une diminution de la concentration plaquettaire en ADP, ATP, sérotonine et Mg”* dont la libération
a un rble pro-agrégant plaquettaire. On a noté aussi une augmentation du ratio ATP/ADP,
caractéristique de la maladie.

Le manque de sérotonine induit un déficit dans la synthése d’acide arachidonique qui pourrait étre a
I’origine de la sensibilité des chats aux infections puisque la molécule ne joue plus son role
chémotactique et activateur des polynucléaires neutrophiles et des macrophages.

Chez la Souris, le syndrome correspond a la couleur beige. Le géne en cause a ¢té identifié et
nommé CHS! (Chédiak Higashi Syndrome 1) ou LYST (Lysosomal Trafficking Regulation). Des
mutations du géne LYST ont été identifiées chez I’Homme et sont responsables de la maladie

humaine [166, 179].

y. Diagnostic

La maladie n’a, pour le moment, ¢ét¢ décrite que chez le chat Persan. Les chats homozygotes
présentent un allongement du temps de saignement buccal (14,1 min ; norme = 1,4 a 2,4 min). Ce
temps est aussi significativement allongé chez les chats hétérozygotes (2,6 min en moyenne) mais
certaines valeurs de chats homozygotes étant dans les normes, 1’utilisation de cette méthode comme
dépistage de la maladie est insuffisante.

L’examen microscopique des poils permet de détecter des anomalies des grains de mélanine mais

ils sont cependant parfois peu nombreux et difficiles a observer [185].
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L’hémogramme montre une neutropénie et le frottis sanguin révele des anomalies dans les granules
intracytoplasmiques des leucocytes.

L’examen de certitude reste I’analyse au microscope ¢lectronique ou 1’é¢tude a 1’aide d’un
agrégometre ou d’une cytométrie de flux mais ces méthodes restent du domaine de la recherche a
I’heure actuelle. Le géne n’ayant toujours pas été identifié, aucun test génétique n’est disponible a

I’heure actuelle.

0. Traitement et pronostic

L’évolution de la maladie conduit inévitablement a la mort de I’animal soit suite a une infection soit
une hémorragie. L’évolution terminale décrite chez ’Homme (pancytopénie et hépatomégalie) n’est
pas décrite a ce jour dans la littérature.

Cowles et collaborateurs, en 1992, ont réussi a diminuer le temps de saignement par la mise en

place d’une transfusion de plaquettes chez des chats atteints de syndrome de Chédiak-Higashi [56].

3. Autre anomalie des granules denses décrite [38]

En 2000, Callan et collaborateurs rapportent deux cas de thrombopathies chez deux chats
domestique a poils courts [38]. Alors que le premier cas ressemblait plutdt a une anomalie de
transduction du signal, le deuxieme chat présentait des anomalies plaquettaires laissant penser a une
maladie du pool de stockage.
En 2000, une chatte de 4 mois est présentée en consultation pour des saignements intermittents
gingivaux, le dernier épisode ayant abouti a une anémie majeure, ainsi que pour des hémorragies
séveres suite a des Iésions au niveau du nez et des oreilles. Les temps de coagulation, la
concentration plasmatique en facteur de von Willebrand, la morphologie et le comptage plaquettaire
ont des résultats dans les normes. Toutefois le temps de saignement buccal est fortement prolongé
(6,5 minutes — norme < 2,5 minutes) et les tests d’agrégation plaquettaire indiquent une réponse
défectueuse en présence d’ADP, de thrombine ou de collagéne. Les mesures des concentrations en
nucléotides plaquettaires étaient :

- ATP: 11,49 pmol/10" plaquettes (chat normal : 8,93 +/- 1,39 pmol/10" plaquettes),

- ADP: 1,97 umol/10" plaquettes (chat normal : 5,9 +/- 2,7 umol/10"' plaquettes),
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- ATP/ ADP : 5,82 (chat normal : 1,89 +/- 0,98).
Cette augmentation du ratio ATP / ADP améne a suspecter soit un déficit isolé en granules denses,
soit une anomalie de type maladie du « pool de stockage » ou maladie du pool vide qui n’était
décrite chez le Chat qu’en association avec le syndrome de Chédiak-Higashi.
L’apparition dés le jeune age chez cet animal a permis de supposer une origine génétique de ce
trouble mais I’absence d’étude du pedigree du chat atteint n’a pas permis de confirmer ou

d’infirmer 1’héritabilité de ce trouble [38].

D. HEMATOPOIESE CYCLIQUE DU COLLEY GRIS

Les colleys a la robe de couleur grise voient la quantité de leurs cellules sanguines fluctuer en
fonction du temps selon un rythme cyclique. Cette particularité est attribuée a un défaut de
régulation au niveau des cellules souches primitives de la moelle osseuse. Le premier cas a été
décrit en 1967 et depuis cet animal est apparu comme un mode¢le intéressant pour la neutropénie
cyclique humaine [144].

Il a été démontré que la maladie était présente deés la naissance du chien [99] et qu’elle se

transmettait sur le modéle autosomique récessif [117].

1. Symptdémes généraux

Di Giacomo et collaborateurs en 1983 ont étudié les signes cliniques de la maladie en fonction de
I’age chez plusieurs Colleys [61]. Pour noter la gravité des symptomes, ils ont pris en compte la
quantité de neutrophiles, la température rectale, la présence de signes cliniques et la mise en place
d’un traitement antibiotique. L’étude a permis de montrer que les animaux présentaient des
infections pendant un quart a deux tiers de leurs cycles. Les animaux présentaient de la fievre et
environ la moitié¢ a présenté une 1éthargie marquée (Tableau 4). La durée d’un cycle était d’environ

10 & 14 jours et les crises duraient de 2 a 4 jours.
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Tableau 4. Fréquence des signes cliniques observés lors du cycle hématopoiétique

ayant précédé la mort chez 18 Colleys gris [99]

Signes cliniques Nombre d’animaux Pourcentage
Fiévre 17 94
Léthargie 8 44
Anorexie 5 28
Maladies digestives 5 28
Maladies respiratoires 5 28
Ictere 5 28
Déshydratation 2 11
Douleur 1 6
Conjonctivite 1 6
Abces (sous-cutan¢) 1 6
M¢léna 1 6

Les autopsies réalisées ont montré des résultats variables en fonction de I’age de 1’animal. Ainsi les
jeunes animaux présentaient plus particulierement des processus infectieux aigus au niveau des
poumons, du tractus digestif ou des reins, alors que les vieux animaux ont plutdt montré des signes
d’inflammation chronique dans ces mémes organes. Sur les chiens agés de plus de 30 semaines, une
amyloidose était fréquemment retrouvée (Tableau 5).

Les neutropénies cycliques sont généralement associées a une thrombocytose et a une réticulocytose
cycliques. Une monocytose marquée intervient peu aprés. L’étude du myélogramme de chiens
atteints a montré une alternance de la prédominance des lignées érythrocytaires et myéloides
compatibles avec les modifications constatées sur I’hémogramme. Enfin des variations cycliques se
retrouvaient au niveau des taux d’érythropoiétine, de facteurs de stimulation et d’activité (GCSF :
Granulocyte Colony Stimulating Factor). 11 semblerait que ces variations soient liées a des
variations au niveau des cellules souches pluripotentes puisqu’une greffe de cellules de moelle

osseuse rétablit un profil hématopoiétique normal chez un chien atteint [57].
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Tableau 5. Distribution des pourcentages de 1ésions par organes a I’autopsie par organes dans

4 groupes de Colley Gris

Groupes™
Lésions I 11 111 1\
Des poumons :
Bronchopneumonie aigiie 57 0 0 0
Pneumonie interstitielle aigiie 43 100 | 25 0
Pneumonie interstitielle chronique 0 0 75 100
Pleurite chronique 0 20 0 0
Calcification 0 0 75 50
Des reins :
Glomérulonéphrite mésangioproliférative 43 20 75 100
Pyélonéphrite aigue/chronique 43 0 0 0
Néphrite interstitielle chronique 0 40 100 | 100
Néphrose 43 80 50 50
Calcification (tubulaire) 43 20 50 0
Amyloidose 0 0 0 50
Du cceur :
Endocardite valvulaire chronique 29 40 25 0
Myocardite chronique 0 20 50 0
Nécrose / dégénérescence myocardique 0 20 75 0
Calcification myocardique 0 20 75 0
Du tractus gastro-intestinal :
Gastrite aigue 50 0 0 0
Gastrite chronique 0 0 25 0
Entérite aigiie 40 40 0 0
Entérite chronique 20 20 50 100
Pancréatite 25 0 50 100
Calcification (stomacale) 0 0 50 0
Amyloidose (intestine gréle) 0 0 25 0
Du foie :
Cholangite 29 0 0 0
Dégénérescence graisseuse 71 40 100 50
Nécrose hépatique 29 0 0 100
Hyperplasie des cellules de Kupffer 0 0 50 100
Amyloidose 0 0 50 100
De la rate :
Splénite aigue / chronique 66 0 0 0
Déplétion lymphoide 83 100 | 100 | 100
Histiocytose 100 | 100 | 100 | 100
Amyloidose 17 40 100 | 100
Des nceuds lymphatiques :
Déplétion lymphoide 100 | 100 | 25 0
Histiocytose 100 | 100 | 100 [ 100

* Groupe | = chiens de 10 a 16 semaines / Groupe Il = chiens de 17 a 21 semaines / Groupe 11l =
chiens de 30 a 35 semaines / Groupe IV = chiens de plus de 52 semaines
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2. Modifications plaquettaires

Comme cité précédemment des cycles de thrombocytose sont présents chez les chiens atteints.
Cependant on retrouve également des défauts d’adhésivité et de rétraction du clou plaquettaire,
indépendants des neutropénies cycliques, mais corrigés par une greffe de cellules de moelle
osseuse. On note aussi un défaut d’agrégation plaquettaire en présence de collagéne associé a un
défaut de stockage de la sérotonine dans les granules denses.

Lothrop et collaborateurs, en 1991, ont étudi¢ I’agrégation plaquettaire, la capacité de stockage des
granules et la capacité de phosphorylation des protéines [142]. L agrégation plaquettaire de chiens
atteints et de chiens normaux a ¢ét¢ mesurée en présence de doses croissantes de 8 agonistes :
collagene, thrombine, PAF, acide arachidonique et épinéphrine, calcium, ADP, phospholipase C et
12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA). Un défaut d’agrégation a été noté pour le collagene,
le PAF, le TPA et la thrombine mais était normal pour les autres molécules. Le stockage de la
sérotonine dans les granules denses est apparu fortement diminué chez les individus homozygotes,
mais normal chez les hétérozygotes. De plus, chez les chiens hétérozygotes, 1’agrégation était
intermédiaire en présence de collagéne ou de PAF. Alors que la thrombine stimule la
phosphorylation des protéines de 20 kDa et de 40 kDa (cible de la protéine kinase C, le collagéne
n’entraine qu’une phosphorylation des protéines de 20 kDa. Ces résultats suggerent une atteinte de
type « o-storage pool defect» mais le fait que les chiens hétérozygotes pour I’hématopoicse
cyclique aient des quantités normales de sérotonine dans les granules denses et que 1’ajout de
sérotonine ne modifie pas 1’agrégation ne sont pas expliqués par cette maladie. A ce jour, la relation

entre ces processus et les cycles hématopoiétiques est encore inconnue.

3. Génétique

L‘¢tude des pédigrees des colleys atteints de la maladie a permis de confirmer une transmission
autosomique récessive de I’hématopoicse cyclique.

Chez ’Homme, la maladie est due a des mutations du gene ELA2 (elastase 2) qui code pour
I’¢lastase des neutrophiles et contrairement au Chien, elle se transmet sur le mode autosomique

dominant [105].
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En 2003, Benson et collaborateurs ont montré que les Colleys atteints de neutropénie cyclique ne
portaient pas de mutation dans le géne ELA2 mais dans le géne codant pour la sous-unité § du géne
AP3 (Adaptation Protein Complex 3). Ce geéne est impliqué dans le transport de protéines de
’appareil de Golgi vers les lysosomes [8].

Ainsi des tests génétiques sont aujourd’hui disponibles dans plusieurs laboratoires (Healthgene,

Laboklin, Progenus et VetGen) (Annexe 2).

4. Traitement

La mise en place d’un traitement antibiotique lors d’épisode de neutropénie est importante car elle
permet de limiter toute infection éventuelle dont les conséquences ameneraient a la mort de
I’animal. Le traitement a long terme qui parait le plus efficace reste la greffe de cellules de moelle
osseuse qui restaure une activité normale de I’hématopoicse.

Enfin des traitements a base d’entotoxines ou de lithium sont rapportés comme ayant une efficacité
contre cette maladie [57].

Dale et collaborateurs, en 1995, ont examiné I’intérét du facteur de croissance des cellules souches
(SCF : Stem Cell Factor), un puissant stimulant de 1’hématopoiese [57]. En effet chez des souris
mutantes pour le géne codant le SCF, on a observé : un pelage gris, une anémie microcytaire, une
déficience en mastocytes et une stérilité [57]. D’autre part les souris mutantes pour le récepteur du
SCF présentaient des zones focales hypopigmentées mais une hématopoi¢se normale. Le traitement
a base de SCF recombinant a induit une neutrophilie qu’a partir d’une dose de 100 pg/kg/jour mais
des doses quotidiennes de 20 pg/kg stoppaient les périodes de neutropénie. Un traitement combiné
de SCF recombinant et de G-SCF recombinant canin (facteur de stimulation des granulocytes : G-
CSF = Granulocyte-Colony Stimulating Factor) a des doses respectives de 20 a 50 pg/kg/jour et de
0,5 a 1 pg/kg/jour a montré une synergie des deux molécules. Un traitement a long terme était
généralement bien toléré pour des doses allant de 10 a 30 pg/kg/jour et paraissait étre une bonne
thérapie pour le traitement chronique de I’hématopoiese cyclique du Colley. La figure 27 montre la

disparition de la cyclicité de I’hématopoiese avec un traitement au long cours.

Figure 27. Les effets du traitement d’un Colley gris atteint d’hématopoiése cyclique
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par le G-SCF et le SCF [62]
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Légende : ces graphiques permettent d’apprécier la quantité de leucocytes

(PMNS = PolyMorphoNuclear leucocytes) en fonction du temps et du

traitement apporté :

-« No treatment » = aucun traitement,

- GSCF = Granulocyte-Colony Stimulating Factor,

- SCF = Stem Cell Factor.

E. ANOMALIE D’ACTIVITE PROCOAGULANTE PLAQUETTAIRE

Cette anomalie d’activité procoagulante plaquettaire a été décrite pour la premicre fois chez le chien
en 2002 par Brooks et collaborateurs [24]. Cette maladie posséde de nombreuses caractéristiques
présentes dans le syndrome de Scott, un défaut héréditaire rare d’activité procoagulante plaquettaire

décrit en médecine humaine et fondé sur un déficit de mouvement de la phosphatidylsérine dans la
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membrane thrombocytaire [24]. En effet, lors de son activation, la membrane des plaquettes subit
de nombreux changements de conformation afin de pouvoir interagir avec divers facteurs de
coagulation pour former des complexes tels que la ténase (IXa-VIlla-) ou la prothrombinase (Va-
Xa). Or ces facteurs ne sont capables de se fixer sur la membrane que si la charge locale est
négative et c’est l’exposition de la phosphatidylsérine ainsi que sa libération dans des

microvésicules qui permet ce changement de charge [24].

1. Description des cas

L’¢tude a porté sur 5 Bergers allemands adultes de la méme lignée (3 femelles et 2 maéles) dont
I’age variait de 1,5 a 3 ans. Ces chiens présentaient des symptomes hémorragiques tels que des
épistaxis, des hyphémas ou des saignements importants évocateurs de troubles de 1’hémostase
primaire lors de chirurgie mineure (développement d’hémoabdomen chez deux femelles suite a une
ovariohystérectomie et développement d’un hématome scrotal suite a la castration chez un des
males). Un méle a également développé un hématome suite a une injection intramusculaire. Aucune
autre anomalie en dehors des troubles de I’hémostase n’a été retrouvée lors de 1’examen clinique.
Ces ¢épisodes hémorragiques répondaient favorablement aux transfusions de sang frais.

Le fait que les males et les femelles soient touchés de manicre équivalente suggére un mode de
transmission autosomique.

Sur les différents chiens, le temps de saignement, I’hémogramme et la morphologie plaquettaire, les
temps de coagulation, la rétraction du clou plaquettaire, la concentration en VWF:Ag et la
distribution des multimeéres du facteur de von Willebrand avaient des résultats dans les normes.
L’agrégation et la sécrétion plaquettaire ne présentaient aucune anomalie lors de 1’¢tude de leurs
réponses aux agonistes habituels. Ainsi aucune des maladies précédemment connues ne

correspondait a ce cas.

2. Etude de ’activité procoagulante plaquettaire

a. Test de disponibilité du Platelet Factor 3 (PEF3)
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Une suspension de plaquettes lavées appartenant a des chiens sains et a des chiens atteints a été
mise en présence de kaolin puis le temps de coagulation a été mesuré. Il est apparu deux fois plus
long chez les individus malades que chez les sains. La combinaison d’un plasma sain a des
plaquettes anormales n’a pas permis d’obtenir un clou plaquettaire normal ce qui indiquait que le

probléme venait d’un défaut intrinséque aux plaquettes [24].

b. Mesure de ’activité prothrombinase plaquettaire

Une suspension de plaquettes lavées a été mise en présence de facteur X bovin et de prothrombine
bovine. Des prélévements réguliers ont permis de mesurer la quantité de thrombine générée grace a
son activité sur un substrat (mesure par variation de densité optique du mélange).

La quantité de thrombine générée chez les chiens normaux était maximale avec les ionophores de
calcium, correcte avec la thrombine associée ou non au collagéne et faible avec le
diméthylsulfoxyde. Quant aux chiens atteints, trés peu de thrombine a été synthétisée, quelque soit

I’agoniste utilis¢ (Figure 28) [24].

La méme technique a permis de mesurer 1’activité prothrombinase des globules rouges sanguins ou
aucune différence significative n’a été notée entre chiens sains et malades.

Le manque d’activité prothrombinase des plaquettes n’a pas pu étre attribué a une absence de
phosphatidylsérine puisque les membranes de chiens atteints et de chiens normaux présentaient des

quantités de phosphatidylsérine identiques [24].

Figure 28. Activité prothrombinase plaquettaire en réponse a un traitement agoniste [24]
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diméthylsulfoxyde (UnStm), thrombine (Thr), thrombine associée au collagéne

(Thr/Coll) et calcium (A23157).

c. Test de consommation de la prothrombine ou mesure du ratio
prothrombine sérique

Des échantillons de sérum ont été mis en présence de fibrinogéne bovin et les quantités initiales de
prothrombine et apres ajout de thromboplastine et de calcium ont été mesurées afin de déterminer le
ratio prothrombine sérique : Ratio = (Prothrombine finale / Prothrombine initiale)*100.

Plus il est élevé et moins la prothrombine est consommée. Ainsi le ratio pour un chien normal est
inférieur a 60 % au bout d’une heure, contre 90 % pour un chien atteint d’une anomalie
procoagulante plaquettaire.

Ce test a été utilisé sur les portées obtenues par croisement d’un male atteint et d’une femelle saine
afin de déterminer le mode de transmission de la maladie. Sur les 3 portées obtenues, seuls 3 chiots
sur 22 ont été détectés comme porteur. On a supposé ainsi un mode de transmission autosomique

récessif de I’anomalie [24].

d. Cytomeétrie de flux
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Alors que la quantité de phosphatidylsérine apparaissait normale dans les membranes plaquettaires
de chiens atteints, la cytométrie de flux a révelé une diminution de 1’exposition de la molécule ainsi
qu'un défaut de formation des vésicules en réponse aux agonistes (ionophores de calcium,
thrombine et collagene).

Les chiens atteints de cette anomalie procoagulante plaquettaire apparaissaient donc comme un

modele pour 1’étude du syndrome de Scott, notamment pour déterminer 1’origine de ces troubles.

Les tableaux 6 et 7 résument les caractéristiques cliniques, lésionnelles et génétiques des

thrombopathies décrites précédemment.
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Tableau 6. Diagnostic des thrombopathies constitutionnelles héréditaires (1€&re partie).

Rétraction Acréeation - Mode de Géne en
Maladie du clou Adhésion | Agrégation grega Sécrétion . cause ou | Références
. agonistes transmission ,
plaquettaire suspecté (?)
Thrombopathie Diminuée | Diminuée Absente a Absente a Autosomique ITGA2B [9, 15,
Anomalies des | de Glanzmann diminuée diminuée récessif ITGB3 172]
glycoprotéines | Syndrome de Absente en Autosomique GPlba,
membranaires Bernard Diminuée | Diminuée | présence de récessi(f:l GPIbp, [133, 141]
Soulier ristocétine GPIX
. Thrombopathie ., Absente a Absente a .., | Autosomique
Anomalies du du Basset Normale | Diminuée oL S Diminuée X .
. diminuée diminuée récessif CalDAG-
signal de Hound GEFI [10]
transduction | Thrombopathie o Absente a Absente a . ., | Autosomique
. Normale | Diminuée . oL Diminuée \ .
du Spitz diminuée diminuée récessif
Maladie du Diminuée pour | Diminuée Autosomidue Rab27, Rab
Absence de pool vide du Normale Diminuée ADP et pour récessi? 38, [36, 220]
granules Cocker collagéne ADP ABCC4 (?)
denses Syndrome de Normale pour .
plaquettaires Chédiak- Diminuée ADP et Absente Aut(’)som}que LYST (?) 127, 158,
. . . récessif 166, 179]
Higashi collagéne
Hématopoiese cyclique du e, o Diminuée sauf Autosomique [57,61,
Colley gris Diminuce Diminuce pour ADP récessif AP3 142, 8]
Anomalie d’activité . Normale Normale Normale Aut(’)som.lque [24]
procoagulante plaquettaire récessif
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Tableau 7. Diagnostic des thrombopathies constitutionnelles héréditaires (2é€me partie).

Contenu des

Glycoprotéines

Activité procoagulante

Maladie Ultrastructure . Métabolisme :
granules membranaires plaquettaire
Thrombasthénie Diminution du GP Hb/ma
. Normale N absents a Normale
Anomalies des de Glanzmann fibrinogeéne o
lycoprotéines diminués
gy . GP Ib-V-IX
membranaires Syndrome de .
. Normale Normal absents a
Bernard Soulier C
diminués
Anomalies du Thrombopathie Normale Normal Normal Anomalie d aC,thlte
. du Basset Hound phosphodiestérase
signal de ; ; o
. Thrombopathie Défaut précis non encore
transduction : Normale Normaux . s
du Spitz identifié
. Maladie du pool Diminution de
?:gg:shgzlie; vide du Cocker Normale I’ADP Normaux
& laquettaires Syndrome de Absence de Absent Normaux Diminuée (déficit en
plaq Chédiak-Higashi granules sérotonine et Mg”")
Hématopoiese cyclique du Colley Diminution de Defaut COI}lbme d ¢ stockage de
. . . Normaux la sérotonine et de
gris la sérotonine . ..
phosphorylation des protéines
Anomalie d’activité procoagulante Diminuée
Normal Normaux

plaquettaire
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II. MALADIE DE VON WILLEBRAND

A. DEFINITION ET ETIOLOGIE

La maladie de von Willebrand est considérée comme un défaut extrinséque des plaquettes
puisqu’elle est consécutive a un défaut quantitatif ou qualitatif en facteur de von Willebrand. Cette
maladie a été décrite chez I’Homme pour la premiére fois en 1925 par un médecin finlandais, Erik
Adolf von Willebrand [64]. C’est I’affection héréditaire de I’hémostase la plus répandue dans le
monde (prévalence de 1 %). Elle est également appelée pseudo-hémophilie A en rapport avec les
hémorragies caractéristiques des symptdmes et il a fallu I’apparition des techniques modernes pour
différencier les deux maladies.

Chez le Chien, c’est Dodds en 1970 qui a décrit le premier la maladie chez un Berger Allemand
[59]. En 1978, des cas ont été rapportés chez le Golden Retriever, le Doberman, le Scottish Terrier
et le Schnauzer nain ; la maladie était alors trés fréquente (prévalence de 5 a 20 %) dans ces races
certainement suite a I’utilisation importante de reproducteurs atteints ou porteurs. Des cas isolés ont
aussi ¢té décrits chez I’Epagneul, le Caniche nain, le Lhassa Apso ou le Cairn Terrier et depuis la
maladie de von Willebrand est décrite dans de nombreuses races [206].

Chez le chat, elle reste anecdotique puisqu’un seul cas a été rapporté a ce jour dans la littérature,
chez un Himalayen, variété¢ de la race persanne mais cette incidence faible pourrait étre due a un
manque de dépistage [68].

La classification de la maladie de von Willebrand en trois types a rapidement conduit la médecine

vétérinaire a utiliser la classification humaine.

1. Les différents types de maladie de von Willebrand

Les observations de pedigrees atteints ont montré que les males et les femelles étaient atteints de
manicre égale ce qui signait une transmission autosomique. On distingue classiquement trois types
de maladie de von Willebrand en fonction d’un déficit qualitatif (distribution des multimeéres) ou

quantitatif. Selon le type, la transmission se fait de maniére récessive ou dominante.

a. Typel.
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Le type I de la maladie de von Willebrand est le type le plus fréquemment rencontré et le moins
grave. Ainsi la grande majorité des races dans lesquelles la maladie est présente sont touchées par
ce type (Doberman, Berger allemand, Schnauzer nain, Berger des Shetland ...) [26, 163, 186, 188].
Cette forme se caractérise par un déficit quantitatif des différents multiméres du vWF. En effet ils
sont tous présents mais en quantité réduite. C’est une affection autosomique dominante a pénétrance
incompléte ; ainsi les hétérozygotes porteurs de 1’alléle dominant ne présentent pas toujours de
symptomes malgré une déficience en facteur de von Willebrand. Il semblerait que I’homozygotie
soit souvent létale avec des chiots mort nés ou qui meurent peu apres la naissance [65]. Toutefois,
Moser et collaborateurs, en 1996, ont étudi¢ une population de Doberman et ont montré que ces
individus étaient répartis en trois catégories en fonction de la concentration plasmatique en facteur
de von Willebrand : les chiens avec une concentration en vVWF:Ag > 75 %, ceux avec vVWF:Ag
comprise entre 30 et 75 % et ceux avec VWF:Ag < 30 % [163]. Ainsi la quantité de facteur produite
dépendrait du nombre d’all¢les fonctionnels, chaque alléle serait susceptible de produire la moitié
de la quantité totale en facteur de von Willebrand, mais cette affirmation est controversée [65].

En 2000, Riehl et collaborateurs ont confirmé le mode de transmission autosomique dominant a
pénétrance variable, chez le Doberman, et ont montré que 1’homozygotie, pour la mutation causale,

n’était pas létale [188].

b. Typell

Le type Il n’a, a I’heure actuelle, été identifié que chez le Pointer et le Drahtaar [31]. Dans cette
forme on note un déficit en vWF:Ag, associé a une absence de multimeres de poids moléculaire
¢levé. Ces multimeres étant les plus efficaces, les signes cliniques de la maladie sont par conséquent
en général séveres.

L’¢tude du pedigree d’une famille de Drahtaars a permis de montrer que les individus atteints
n’avaient pas forcément de parents atteints ce qui est caractéristique d’une transmission récessive
[31]. Les hétérozygotes se distinguaient par une absence de signe clinique, malgré une

concentration en vVWF:Ag en dessous des normes usuelles (Figure 29).

Figure 29. Pedigree d’une famille de Drahtaars ou est présente la maladie de
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von Willebrand de type 11 [31]
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la concentration en vWF:Ag.

Il est a noter que chez ’Homme, le type II est subdivisé en de nombreux sous-types en fonction de

I’affinité¢ du vWF avec la glycoprotéine GPIb ou le facteur VIII.

c. Typelll

Le type III de la maladie de von Willebrand est le type le plus rare mais aussi le plus sévere. Des
cas ont été décrits chez le Scottish Terrier, le Retriever de la baie de Chesapeake, le Berger des
Shetland [178], le Drahtaar et le Kooiker Hollandais [187]. Dans cette forme, la concentration en
vWF est indétectable chez les chiens malades.

L’étude du pedigree d’une famille de Scottish Terriers atteints a montré une transmission
autosomique récessive (Figure 30).

Seuls les homozygotes présentaient des symptomes de diathése hémorragique ; les hétérozygotes ne
présentaient en temps normal pas de symptomes méme si Stokol et collaborateurs, en 1995, ont

décrit le cas d’un Scottish terrier hétérozygote présentant des symptomes [202].
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Chez le Berger des Shetland, il a ét¢ montré que les chiens atteints du type III étaient en fait des
homozygotes résultant du croisement de deux porteurs du type I [178, 186]. Les parents ne
présentant pas de symptomes, il semble cependant probable que la maladie décrite chez le Berger

des Shetland soit plus fréquemment de type III que de type I.

Figure 30. Pedigree d’une famille de Scottish terriers ou est présente la maladie de

von Willebrand de type 111 [202]
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Légende : le chiffre situé sous chaque symbole correspond au pourcentage de
la concentration en vWF:Ag.

d. Forme acquise chez I’Homme

Une forme acquise de maladie de von Willebrand a été identifiée chez I’Homme. Elle est identique

cliniquement a la forme héréditaire mais apparait de maniere brutale chez un individu auparavant
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sain. Il semblerait que le déficit soit li¢ a une affection concomitante comme une maladie
autoimmune ou lymphoproliférative [101].

L’existence d’une telle forme chez le Chien est controversée mais 1’hypothyroidie est citée comme
une cause possible (60 a 70 % des Dobermans hypothyroidiens présenteraient un déficit en facteur
de von Willebrand) [101]. Il est néanmoins difficile de savoir si ’apparition des symptdmes n’est

pas juste favorisée par cette endocrinopathie.

2. Etiologie

Le géne codant pour le facteur de von Willebrand est situ¢ sur le chromosome 12 chez I’Homme ; la
séquence du gene est connue depuis peu de temps chez le Chien, elle est portée par le chromosome
27 et comprend 85 % de nucléotides identiques a la séquence du géne présent chez I’'Homme [128].

De nombreux polymorphismes du geéne sont connus, qu’il convient de distinguer des mutations
responsables de I'une ou l'autre forme de la maladie de von Willebrand. L’intervention de
nombreux éléments de régulation complique également la compréhension du mécanisme génétique

impliqué.

A ce jour, aucune mutation responsable de la maladie de von Willebrand de type I du Chien n’a été

mise en évidence. Seuls des polymorphismes, associés a la maladie, ont été¢ décrits chez le

Doberman [27]. Cependant, le laboratoire Laboklin (www.laboklin.de) propose un test génétique
pour le Doberman. Il n’a pas été possible de savoir sur quelle mutation, non encore publiée, repose

ce test.

Kramer et collaborateurs, en 2004, ont montré que la maladie de von Willebrand de type II du
Pointer et du Drahtaar ¢était due a une substitution de base au niveau de I’exon 28 du geéne codant
pour le vVWF. L’acide amin¢ asparagine est alors remplacé par un acide aminé sérine [128].

Les bases du mécanisme génétique aboutissant a la maladie de von Willebrand de type III ont été
décrites par Rieger et collaborateurs, en 1998, dans une famille de Kooikers Hollandais dont quatre
chiens étaient atteints [187]. Une substitution d’une base guanine en adénine au début de la région
du site d’épissage de I’intron 16 (TGgtaagt = TGataagt) induit 1’épissage anormal du geéne avec

conservation dans I’ARNm de 46 bases de I’intron 16 ce qui provoque un décalage du cadre de
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lecture et I’apparition d’un codon stop prématuré. Ce mécanisme a ensuite été¢ confirmé par 1’étude
de Van Oost et collaborateurs, en 2004 [215]. Chez le Scottish Terrier, Venta et collaborateurs ont
montré que c’était une délétion au niveau du geéne qui provoquait la maladie [242]. Alors que
Rieger et collaborateurs, en 1998, avait trouvé une mutation au niveau de I’exon 3 (208G->A) chez
le Kooiker Hollandais, les études de Van Oost et collaborateurs, en 2004, ont montré que cette
mutation était un simple polymorphisme génétique et que seule I’erreur d’épissage était responsable
de la maladie dans cette race [187, 215].

Chez le Berger des Shetland, un test génétique est commercialisé, pour le type III, par les

laboratoires Laboklin (www.laboklin.de) et VetGen (www.vetgen.com), cependant aucune mutation

causale n’a encore été publiée pour cette forme, dans cette race. Le site du laboratoire VetGen
indique que la mutation chez le Berger des Shetland a été découverte par I’université du Michigan

et est protégée par un brevet (www.vetgen.com).

3. Epidémiologie

Depuis sa découverte chez le Chien en 1970, la maladie de von Willebrand a été décrite dans de
nombreuses races avec une prévalence variable. De nos jours la maladie est rapportée chez plus de
50 races de chien. Un cas de maladie de von Willebrand a également été décrit chez un chat.

La maladie de von Willebrand est beaucoup décrite dans les pays anglo-saxons. Ainsi aux Etats-
Unis la maladie est rapportée avec une prévalence supérieure a 15 % chez : le Basset Hound, le
Berger Allemand, le Berger des Shetland, le Caniche, le Doberman, le Golden Retriever, le Spitz
Loup, le Rottweiller, le Schnauzer nain, le Scottish Terrier, le Teckel, le Manchester Terrier et le
Welsh Corgi. Mais elle est également présente a une prévalence inférieure a 15 % chez : I’ Airedale
Terrier, I’ Akita Inu, 1’ Alaskan Malamute, le Bearded Collie, le Bouvier Bernois, le Bichon Frisé, le
Bobtail, le Boxer, le Bulldog, le Cairn Terrier, le Cocker Américain et Anglais, le Colley, le Dogue
Allemand, le Drahtaar, I’Epagneul Papillon, le Fox a poils durs / ras, le Greyhound, le Husky
Sibérien, 1’Irish Wolfhound, le Kuvasz, le Labrador Retriever, le Lakeland Terrier, le Lévrier
Afghan, le Lhassa Apso, le Montagne des Pyrénées, le Pointer, le Retriever de la baie de
Chesepeake, le Samoyede, le Setter Anglais et Irlandais, la Shih Tzu, le Springer Anglais, le Skye
Terrier, le Terrier Tibétain, le Viszla, le Whippet et le Yorkshire Terrier [45]. Le tableau 8 présente

les différentes races touchés par les trois formes de la maladie.
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Tableau 8. Principales races concernées par les différents types de maladie de von Willebrand [45]

Races chez lesquelles la maladie est décrite

Type 1 Airedale Terrier, Akita Inu, Berger Allemand, Berger Shetland (23 %),
Bouvier bernois, Cairn terrier, Caniche (moyen / nain), Doberman (58 4 65 %
d’individus touches aux Etats Unis), Golden Retriever, Greyhound, Irish
Wolthound, Kerry Blue Terrier, Manchester Terrier, I’Epagneul Papillon,
Schnauzer nain, Setter Irlandais, Springer, Teckel, Welsh Corgi

Type 11 Braque Allemand, Drahtaar

Type 111 Familial : Berger Shetland, Kooiker Hollandais, Chesepeake Bay Retrierver,
Scottish Terrier

Sporadique : Border Collie, Bull Terrier, Cocker, Labrador Retriever, Loulou
de Poméranie

En 2005 et 2008, le laboratoire d’analyse génétique VetGen (www.vetgen.com) donnait les
statistiques suivantes pour plusieurs races vis-a-vis de la fréquence de la maladie de von Willebrand

de type I et de type II (Tableau 9 et 10) :

Tableau 9. Fréquence des génotypes pour la maladie de von Willebrand de type I dans 5 races

d’aprés www.vetgen.com, données de 2005

) Hétérozygote Homozygote
Homozygote Sain

Porteur muté
Bouvier Bernois 83 % 16 % 1%
Doberman 25 % 49 % 26 %
Manchester Terrier 59 % 37 % 4%
Welsh Corgi Pembroke 57 % 37 % 6 %
Caniche 90 % 9% 1%

Il convient de remarquer que les hétérozygotes porteurs ne sont pas indiqués comme pouvant
exprimer des symptomes alors que la maladie de type I est autosomique dominante a pénétrance
incomplete. D’autre part, il est indiqué par VetGen que ces 5 races portent la méme mutation dans

le géne du vWF, qui, a notre connaissance, n’a pas encore été publié.
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Tableau 10. Fréquence des génotypes pour la maladie de von Willebrand de type 111

chez le Scottish Terrier et le Berger des Shetland d’aprés www.vetgen.com, données de 2008

Homozygote Sain Hétérozygote Homozygote
Porteur muté
Scottish Terrier 89.7 % 10 % 0.3 %
Berger des Shetland 90.3 % 9.4 % 0.3 %

En France, une étude de 1998 portant sur 122 chiens a montré que la prévalence de la maladie était
moins importante [189]. Toutefois le faible nombre de chiens étudiés ne permet aucunement de
définir des normes pour la concentration en facteur de von Willebrand pour des individus normaux.
En effet, la concentration de ce facteur varie énormément en fonction de facteurs raciaux,

physiologiques ou pathologiques.

4. Symptomes

La maladie de von Willebrand est une maladie a forte morbidité mais a faible mortalité.

Néanmoins malgré le nombre important d’individus atteints, 1’incidence des crises hémorragiques
est relativement faible. La forme la plus commune est donc subclinique.

Anomalie de ’hémostase primaire, la maladie de von Willebrand se caractérise par des saignements
muqueux et cutanés. Les épisodes hémorragiques varient de petits saignements auto-limitants a une
diathése hémorragique majeure pouvant étre mortelle [114]. Les saignements mineurs sont pour
autant de loin la manifestation clinique la plus fréquente.

Dans les cas les plus séveres, les saignements sont spontanés la plupart du temps mais la majorité
des animaux atteints présente des hémorragies excessives consécutives, soit a un traumatisme, soit a
une opération chirurgicale (stérilisation, otectomie, caudectomie, retrait de dents, section du cordon
ombilical, myélographie ...) [41]. L’étude d’une population de Doberman atteinte a montré en 1995
que 40 % des hémorragies étaient spontanées [67].

La sévérité des signes cliniques dépend du type de maladie. Ainsi dans le cas d’une maladie de von
Willebrand de type III, ’absence totale de facteur de von Willebrand entraine des épisodes
hémorragiques séveres dont 1’apparition est souvent spontanée. Cette forme de la maladie est la plus

grave puisqu’elle peut conduire a la mort de 1’animal.
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De la méme maniére, la maladie de von Willebrand de type II, ou la déficience sélective en certains
multiméres, qui sont généralement les plus efficaces, débouche sur des symptomes pouvant étre du
méme ordre que pour le type III.

Le type I se différencie par des répercussions cliniques moins importantes. En effet I’atteinte
biochimique est nettement moins importante puisque la concentration en vVWF:Ag est mesurable et
que la distribution des multiméres est normale. Les hémorragies apparaissent, dans ce cas, aprés des
traumatismes ou des opérations médicales (injection ou chirurgie). Stokol et collaborateurs ont
étudié en 1995 I'intensité des saignements chez 89 dobermans affectés et ont montré que 48 % des
saignements étaient moyens et 43 % modérés [202]. Seuls 8 animaux ont présenté des hémorragies

séveres qui ont conduit a la mort de 2 chiens (Figure 31).

Figure 31. Distribution de 1’intensité des symptomes cliniques observés sur une population de 89

dobermans affectés cliniquement [202]
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Légende : ce graphe montre le pourcentage de chiens (en ordonnées) pour
chaque catégorie de gravité de signes cliniques, moyenne a sévere (en abscisse).
La localisation des saignements spontanés est trés variable et dépend de la race mais aussi de
I’individu. Stokol et collaborateurs ont étudié¢ la distribution de la localisation des hémorragies et
ont montré que chez le Scottish Terrier, le Berger des Shetland et le Doberman, les saignements du
tractus urogénital prédominaient : hématurie, saignements vaginaux excessifs lors des périodes de
chaleur ou en post-partum ou hémorragies péniennes [202]. Chez le Doberman, des saignements du

tractus gastrointestinal, tels que des mélénas ou du sang en nature dans les selles, ont été

fréquemment observés. De fagon moins habituelle ont été rapportés des épisodes d’hyphémas, des
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otites externes séro-hémorragiques ou une sévérité plus importante des signes associés a la
parvovirose. La formation d’hématomes sous-cutanés ou intramusculaires suite a des injections,
d’hémarthroses ou de saignements dans les grandes cavités plus spécifiques des défauts de facteur

de la coagulation ont été trés rarement rencontrés (Figure 32) [202].

Figure 32. Localisation et circonstances d’apparition des épisodes de diathése hémorragique

chez 89 Dobermans atteints de la maladie de von Willebrand [202]
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Légende : le graphe présente le pourcentage d’épisodes de diathéses
hémorragiques en ordonné par rapport, en abscisse, a la circonstance ou la
localisation : A : tractus uro-génital, B : tractus gastro-intestinal, C : cavités
nasales, D : cavité orale, E : chirurgie, F : traumatismes, G : taille des ongles,

H : hématomes sous-cutanée, I : cavités corporelles, J : sites multiples.

D’aprés Ringot en 1998, des symptomes plus rares ont été décrits dans la littérature comme : des

boiteries mimant a la radiographie une panostéité €osinophilique, des réductions de fécondité

associées a des résorptions embryonnaires, une mortalité néonatale avec des chiots présentant un
tableau hémorragique majeur, des troubles nerveux variés suite soit a des hémorragies

intracraniennes soit a une hydrocéphalie secondaire a une hémorragie intraventriculaire et au

thrombus en découlant qui géne alors 1’écoulement du liquide céphalo-rachidien [189].
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Dodds, en 1970, a rapporté un syndrome connu uniquement chez les Dobermans atteints d’une
déficience en vWF, appelé le syndrome coxofémoral spécifique [64]. Il se définit par I’apparition de
masses composées de tissus osseux, cartilagineux et fibreux au niveau des muscles de la hanche ce
qui entrave alors les mouvements de I’articulation coxofémorale. Cette ostéochondrofibrose est
consécutive aux nombreux microsaignements consécutifs a la maladie de von Willebrand et qui
participent a I’apparition d’une fibrose puis a la minéralisation des tissus mous.

Enfin les chiens atteints étudiés présentaient des complications de cicatrisation des plaies qu’elles

soient chirurgicales ou traumatiques [64].

5. Diagnostic

a. Rappel : mesures de la quantité et de la qualité du vWF

L’expression clinique de la maladie de von Willebrand ne permet pas un diagnostic facile.
Néanmoins chez les races prédisposées comme le Doberman, la suspicion intervient rapidement lors
de troubles de I’hémostase chez un chiot. Il conviendra de différencier la maladie de von
Willebrand, des thrombopathies héréditaires responsables, elles aussi, de troubles de 1’hémostase
primaire.

Lors de suspicion de troubles de 1’hémostase, afin d’orienter le diagnostic, sont généralement
réalisés, dans un premier temps, la mesure du temps de saignement buccal et du temps de
coagulation. Dans le cas d’une maladie de von Willebrand, le temps de saignement buccal sera
prolongé (voir 2°™ partie I.A.1.) comme c’est le cas dans tout trouble de I’hémostase primaire, mais
le temps de coagulation sera lui normal.

La premiere approche de la maladie de von Willebrand consiste a rechercher un déficit quantitatif
en VWF. Diverses techniques immunologiques permettent de déterminer la concentration en
vWF:Ag (voir 2°™ partie 1.C.1.a.). Il convient également de se rappeler que la concentration en
vWF:Ag varie en fonction du temps et de divers facteurs ; aussi plusieurs dosages sont souvent
nécessaires pour confirmer une maladie de von Willebrand. D’autre part en aucun cas ces méthodes
ne permettent de mettre en évidence un trouble qualitatif du vWF.

Pour mesurer I’activité du vWF, il existe différents tests comme la mesure de 1’agrégation et de

I’activation plaquettaire en présence de ristocétine (voir 2™ partie 1.C.1.b.).
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Enfin il est possible d’étudier la distribution des multiméres afin de typer la maladie de von

Willebrand (voir 2°™ partie 1.C.1.c.) (Tableau 11).

Tableau 11. Caractéristiques biochimiques des 3 types de la maladie de von Willebrand [189]

Concentration plasmatique en
Distribution des multimeres
vWEF:Ag
Type I Basse Normale
Absence des multimeres de poids

Type 11 Basse )

moléculaires les plus élévés
Type 111 Indétectable Impossible a appréhender

b. Tests génétiques

La recherche des anomalies moléculaires au niveau du géne codant pour le facteur de von
Willebrand est possible depuis que ce géne a été identifié chez le chien. Le développement des
techniques d’amplification enzymatiques (PCR : Polymerase Chain Reaction) couplé a la mise en
¢vidence de mutations causales dans le géne codant pour le vVWF, a permis la mise en place de tests

génétiques pour identifier les individus atteints ou porteurs.

o. Historique

Une premicre approche de ces méthodes, chez le Chien, a été décrite par Holmes et collaborateurs
en 1996. Leur étude a permis la mise en évidence d’un microsattelite dans une région correspondant
a I’intron 40 de ’'Homme et qui posseéde deux alleles qui donnent par PCR des produits de 157 et
163 paires de bases. La corrélation de ces alleles avec la concentration en VWF:Ag a suggeré une
association entre ’all¢le a 163 paires de bases et la maladie de von Willebrand. Mais le statut des
individus 157/163 et 163/163 n’a pu étre clairement identifié. La faible représentation de cet allele
au sein de la population canine n’a, de plus, pas permis une utilisation de ce test comme méthode de

diagnostic de la maladie de von Willebrand [104].

y. Tests génétiques disponibles

Selon le type de maladie de von Willebrand, le test est disponible pour certaines races :
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- Type I: Bouvier Bernois, Coton de Tuléar, Doberman, Drentsche Patrijshond (Epagneul a
perdrix de Drente), Pinscher, Kerry Blue terrier, Manchester terrier, I’Epagneul Papillon,
Welsh Corgi Pembroke, Caniche, Stabyhoun (Chien d’arrét frison),

- Type II : Drahtaar, German Wirehaired Pointer, German Shorthaired Pointer, Pointer,

- Type III : Scottish Terrier, Berger des Shetland, Kooiker Hollandais.

Divers laboratoires commercialisent ces test, dont le laboratoire américain VetGen

(www.vetgen.com) dont nous avons évoqué les résultats précédemment. L’annexe 2 regroupe

I’ensemble des tests génétiques disponibles pour la maladie de von Willebrand a I’heure actuelle.

6. Traitement

a. Médical

Le traitement médical est a mettre en place lorsque I’animal présente des saignements importants ou

avant une opération chirurgicale, si la concentration en vWF est inférieure a 30 %.

o. Transfusion

L’avantage de la transfusion réside dans le fait qu’elle permet un apport direct en vWF et donc

permet théoriquement de traiter les trois types de maladie.

» Sang total

La mise en place d’une transfusion chez un animal présentant une hémorragie importante permet de
traiter momentanément le déficit en vVWF. En pratique le sang total est facile a obtenir. Son
utilisation est préconisée lorsque ’hématocrite est inférieur a 15 % a raison de 12 a 25 mL/kg toutes
les 24 heures. La transfusion de sang total ne permet toutefois qu’un apport modéré de vWF et
stabilise simplement le patient en attendant un traitement plus spécifique ; 1’atteinte de quantités

thérapeutiques est donc impossible sans risquer d’hypervolémie majeure. D’autre part, 1’utilisation

159



répétée de sang total peut étre a 1’origine de réactions immunitaires c’est pourquoi des tests de
compatibilité sont a réaliser avant toute transfusion de sang frais. Ces inconvénients ont amené a

I’utilisation de composés sanguins plus sélectifs.

» Plasma frais ou congelé

L’utilisation de plasma permet d’éviter le probléme de sensibilité liée aux protéines des hématies et
d’augmenter la concentration en vVWF sans toutefois arriver a obtenir des concentrations suffisantes
pour avoir une dose thérapeutique sans hypervolémie. Ching et collaborateurs ont montré que
I’apport de 450 mL de plasma frais a des Dobermans augmentait la quantit¢ de facteur de von
Willebrand en 30 minutes de 5 a 30 U/dL, sans modifier la pression sanguine systolique ou
diastolique [46]. Le protocole conseillé est I’apport de 6 a 10 mL/kg toutes les 8 a 12 heures ou 30

minutes avant une opération chirurgicale.

» Cryoprécipité

Le cryoprécipité est un produit sanguin préparé a partir de plasma et enrichi en vVWF (concentration
vingt fois plus importante que dans le plasma), en facteur VIII et en fibrinogene. 1l est obtenu par
congélation du plasma puis réchauffement a 4°C ; il se forme alors un précipité. C’est le traitement
médical de choix car il permet d’atteindre des doses thérapeutiques en VWF sans risquer
d’hypervolémie ou de réactions immunitaires. Son colit et sa disponibilité limitent beaucoup son
utilisation en médecine vétérinaire. Le protocole conseillé est I’apport d’1 unité (1 unité = quantité
de cryoprécipité obtenu apres le traitement de 200 mL de plasma) pour 10 kg en 10 a 15 minutes
toutes les 6 a 8 heures [107].

p. Supplémentation hormonale
» Desmopressine
La desmopressine (ou 1 déamino-8-D-arginine vasopressine) est un analogue de synthése de la
vasopressine, une hormone antidiurétique. Elle entraine une augmentation rapide et transitoire du

facteur VIII:C et du vWF. L’augmentation de la concentration en vVWF est consécutive a une

augmentation de sa libération par les cellules endothéliales [93]. La capacité d’action de cette
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molécule est donc limitée au cas ou les cellules endothéliales sont aptes a libérer le facteur. Par
conséquent ce traitement n’a aucun effet sur les maladies de von Willebrand de type II ou III.
L’administration intraveineuse de desmopressine provoque une ¢lévation de D’activit¢ du vWF
rapide (environ 10 minutes a 1 heure) et sa demi-vie plasmatique est d’environ 6 heures. Cependant
par rapport a I’Homme, le Chien a besoin d’une dose beaucoup plus élevée pour obtenir une
augmentation significative. Johnstone et Crane préconisent ainsi une dose de 0,6 pg/kg pour une
augmentation du taux basal de 98 % [113].

L’analyse multimérique montre que ce sont d’abord les multiméres de haut poids moléculaire qui
sont libérés en premier ce qui explique ’action rapide de la desmopressine [37]. Pour autant,
I’utilisation de la desmopressine n’a qu’un intérét restreint pour les chiens atteints de la maladie de
type I notamment avant une opération chirurgicale. La dose conseillée est de 1 pg/kg en voie sous

cutanée [37].

» Hormones thyroidiennes

L’hypothyroidie étant décrite comme une des causes susceptibles de favoriser ’apparition de la
maladie de von Willebrand, la 1évothyroxine pourrait s’avérer intéressante pour limiter les signes
cliniques de la maladie. En 2005, Heseltine et collaborateurs ont évalué¢ I’effet d’une prise
quotidienne de 0,04 mg/kg en lévothyroxine toutes les 12 heures pendant 1 mois chez des
Dobermans euthyroidiens ayant une concentration en vVWF:Ag inférieure a 15 % [101]. Les résultats
ne montrent aucun effet sur la concentration en vWF par rapport aux chiens ayant pris un placebo
[101]. La supplémentation des chiens atteints ne parait donc pas intéressante.

Toutefois chez les animaux atteints et hypothyroidiens, I’effet de la supplémentation serait positif

sur le contrdle des saignements [101].

y. Facteur de von Willebrand recombinant

L’utilisation de vVWF recombinant chez des Kooikers Hollandais n’a montré aucun effet sur le
temps de saignement mais a permis de limiter 1’épistaxis de 1’un des chiens atteints [211]. Son

usage reste en tout cas du domaine de la recherche a I’heure actuelle.

0. Thérapie génique
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La maladie de von Willebrand étant causé par un geéne unique, elle apparait étre une bonne
candidate a la thérapie génique. Mais la grande longueur I’ADN complémentaire du facteur de von
Willebrand (8,4 kilobases) ainsi que la complexité de la protéine ont longtemps ralenti les progres
de la recherche [60].

En 2006 a été décrit 1’utilisation d’un lentivirus contenant 1’ensemble du géne humain du vWF
capable d’infecter les cellules endothéliales sanguines afin d’y induire la synthése de ce facteur.
Cette ¢tude a été réalisée sur 4 Kooikers atteints de la maladie de von Willebrand de type III. Les

résultats obtenus sont trés encourageants et font de cette méthode une thérapie d’avenir [60].

b. Prévention

a. Individuelle

Afin de prévenir tous saignements majeurs, il convient d’éviter au maximum tout traumatisme chez
les chiens que l’on sait atteints. Les prises de médicaments sont également a contrdler
attentivement. Enfin lorsqu’un animal doit étre opéré, 1’administration de cryoprécipités ou de
desmopressine (pour le type I) permet de limiter les saignements opératoires.

Le pronostic reste toutefois bon pour la maladie de von Willebrand de type I mais trés défavorable

pour les deux autres types.

p. Collective

La prévention de la dispersion de la maladie de von Willebrand au sein des différentes races passe
par le retrait progressif de la reproduction des animaux atteints et porteurs de la mutation causale.
L’utilisation des tests génétiques a ici toute son importance puisque les signes cliniques ne
permettent pas de distinguer les individus porteurs. Aussi des programmes d’éradication de la

maladie ont été mis en place dans certaines races comme le Manchester Terrier [189].

Le tableau 12 présente les caractéristiques des trois types de maladie de von Willebrand d’un point

de vue des mutations a 1’origine du type mais aussi du point de vue de leur diagnostic différentiel.

Tableau 12. Résumé des caractéristiques des différents types de maladie de von Willebrand
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Concentration

Type Mutations plasmatique en | Distribution des multimeres | Références
vWEF:Ag
I Inconnue Basse Normale [65, 189]
o _ Absence des multimeéres de
Substitution au niveau de ' '
II Basse poids moléculaires les plus [128, 189]
I’exon 28
¢levés
Substitution au niveau de
I’intron 16 (Kooiker '
I Indétectable Impossible a appréhender [188, 189]

Hollandais) / Délétion
(Scottish Terrier)
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QUATRIEME PARTIE :

TROUBLES HEREDITAIRES DE LA
COAGULATION
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Les hémophilies A et B sont les deux principaux troubles héréditaires de la coagulation rencontrés
chez les carnivores domestiques. Les déficits des autres facteurs, bien que plus rares, seront étudiés
dans la partie III de ce chapitre.

Ces troubles héréditaires sont liés a ’absence ou a la moindre activité d’un ou de plusieurs des
facteurs de la coagulation.

Lorsqu’un test génétique existe, pour chaque maladie concernée, il sera indiqué dans 1’annexe 2.

I. HEMOPHILIE A
A. GENERALITES SUR L’HEMOPHILIE

1. Définition :

L’hémophilie A est due a une déficience quantitative ou qualitative de 1’activité du facteur VIII:C,
cofacteur intervenant dans la voie intrinseque de la coagulation. On définit une hémophilie A™ en

I’absence de ce facteur et une hémophilie A" lorsque le facteur VIII est présent mais pas activé.

2. Importance de I’hémophilie A :

L’hémophilie A est le défaut de coagulation héréditaire le plus fréquent chez ’Homme et 1’animal
domestique (Chien, Chat, Cheval ...). Chez I’'Homme, I’incidence est estimée entre 1 pour 10 000 a
1 pour 5 000 cas selon Mansell et collaborateurs (1992) et a 16 cas pour 100 000 hommes selon
Stokol et collaborateurs (1994) [148, 203].

Le premier cas décrit chez le Chien 1’a été chez un Setter Irlandais en 1946 [91]. La maladie est
décrite dans de nombreuses races et chez de nombreux chiens croisés. D’apres la base de données

IDID (Inherited Diseases In the Dogs) de I’'université de Cambridge (http://server.vet.cam.ac.uk),

des cas d’hémophilie A ont été décrits dans les races suivantes : Akita Inu, Basenji, Basset Hound,
Beagle, Berger Allemand, Berger Australien, Berger de Shetland, Bichon Frisé¢, Bobtail,

Bouledogue Francais, Bouvier Australien, Boxer, Boykin Spaniel, Braque Allemand, Braque
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Hongrois, Bulldog, Cairn Terrier, Caniche, Chien d’eau Portugais, Chihuahua, Chow-Chow,
Cocker Américain [165], Epagneul Breton, Golden Retriever, Labrador Retriever, Lhassa Apso,
Manchester Terrier, Montagne des Pyrénées, Pit Bull Terrier, Pointer [118], Rottweiller, Saint
Bernard, Schnauzer nain, Scottish Terrier, Setter Irlandais, Shar Pei, Shiba Inu, Siberian Husky,
Spitz Allemand, Springer Anglais, Teckel, Welsh Corgi Pembroke, West Highland White Terrier,
Yorkshire Terrier [45]. Le Berger Allemand est particuli¢rement touché notamment en Europe
(France, Allemagne, Danemark, Grande Bretagne, Norvege), au Canada et en Australie suite a
I’utilisation comme reproducteur d’un étalon allemand hémophile, Canto von der Wienerau dans les
années 1970 [91, 177]. L’incidence en France n’est pas connue mais les observations montrent qu’il

s’agit d’un trouble souvent suspecté.
Les cas d’hémophilie A sont plus rares chez le Chat ou moins rapportés. Des cas ont été décrits

chez I’Abyssin, le Domestic Longhair, I’American Shorthair, le Havana, 1’Himalayen (Persan

colourpoint) et le Siamois [55, 113, 116, 137].

3. Mode de transmission :

L’hémophilie A est une maladie héréditaire liée au sexe, a déterminisme mendélien [148]. Les
structures génétiques codant pour la synthese, le contrdle et la régulation de la synthése du facteur
VIII sont portées par le chromosome X. Le geéne existe sous deux formes: un alléle normal

dominant (X) et un all¢le anormal récessif (X*).

Ce mode de transmission récessif 1i¢ au chromosome X explique que dans la majorité des cas les
animaux atteints sont des males et que les femelles sont des porteurs asymptomatiques. Les cas de
femelles hémophiles viables sont rarissimes ; celles-ci devant en effet recevoir un alléle anormal de

chacun de ses parents [148, 165].

Plusieurs croisements sont possibles avec des conséquences variables sur la portée :
1) Cas du croisement d’un male hémophile et d’une femelle saine :
(XX) x (X"Y) => 50 % de (XX") soit toutes les femelles de la portée porteuses saines
50 % de (X7) soit tous les males de la portée sains
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2) Cas du croisement d’un male hémophile et d’une femelle porteuse :

(X'X) x (X'Y) =>25 % de (X"X") soit 50 % des femelles de la portée hémophiles (si viables)
25 % de (X"X) soit 50 % des femelles de la portée porteuses saines
25 % de (X"Y) soit 50 % des méles de la portée hémophiles
25 % de (XY) soit 50 % des males de la portée sains

3) Cas du croisement d’un male hémophile et d’une femelle hémophile :
(X"X") x (X'Y)=>100 % de (X"X") soit 100 % des femelles de la portée hémophiles (si viables)
100 % de (X"Y) soit 100 % des males de la portée hémophiles

4) Cas du croisement d’un male normal et d’une femelle porteuse :
X"X) x (XY) =>25 % de (X"X) soit 50 % des femelles de la portée porteuses
25 % de (XX) soit 50 % des femelles de la portée saines
25 % de (X"Y) soit 50 % des males de la portée hémophiles
25 % de (XY) soit 50 % des males de la portée sains

5) Cas du croisement d’un male normal et d’une femelle hémophile :
(X'X") x (XY) => 50 % de (X"X) soit 100 % des femelles de la portée porteuses saines
50 % de (X"Y) soit 100 % des males de la portée hémophiles

En pratique le cas le plus fréquent est le cas 4 ; en effet les femelles porteuses de I’alléle anormal

sont asymptomatiques, 1’all¢le étant récessif, et donc en 1’absence de recherche d’une hémophilie A

éventuelle il est impossible d’identifier ces femelles porteuses et donc de les retirer de la

reproduction. Par conséquent la plupart des males hémophiles proviennent de ce type de

croisement. De plus, dans ce cas, 50 % des filles seront porteuses. Les cas de femelles homozygotes

sont rares et un seul cas a été décrit dans une famille de chien dans laquelle I’hémophilie A était

discréte. Les autres cas de femelles homozygotes rapportées proviennent de colonies établies pour

la recherche sur I’hémophilie A [18].

Le cas 1 correspond au cas d’un Berger Allemand hémophile, Canto von der Wienerau utilisé

comme étalon dans les années 70 (voir 2) et dont I'utilisation dans de nombreux croisements est a

I’origine de la dissémination de I’hémophilie A en Europe, en Australie et au Canada.
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A la vue des nombreuses conséquences sur les portées de la présence de I’allele anormal chez les
parents, il apparait important de connaitre le génotype des parents et de savoir diagnostiquer

I’hémophilie A afin d’écarter les porteuses éventuelles de la reproduction.

4. Les mutations dans ’hémophilie A [121]:

De trés nombreuses mutations ont été¢ décrites dans le gene codant pour le facteur VIII, chez

I’Homme [30, 143, 223]:

mutations ponctuelles,

- délétions d’une partie du geéne,

- insertion de plusieurs kilobases,

- inversion par recombinaison chromatinienne entre séquences homologues pouvant

entrainer une modification de la structure du gene.

Chez le Chat, aucune mutation causale n’a été identifiée jusqu’a présent, alors que, chez ’Homme,
plus de 900 mutations différentes ont été identifiées jusqu’a présent [30]. Chez le Chien, deux
groupes ont rapporté que I’inversion de 1’intron 22 serait la mutation causale chez le Setter Irlandais

[143] et dans la colonie de Schnauzers nains hémophiles de la Queen’s University au Canada [106].

B. SYMPTOMES ET DIAGNOSTIC DE L’HEMOPHILIE

1. Manifestations cliniques :

Les symptomes de I’hémophilie A sont dus aux conséquences de manifestations hémorragiques
plus ou moins séveéres ; celles-ci dépendant beaucoup de ’activité du facteur VIII:C. L’expression
clinique de cette maladie dépend donc du pourcentage en facteur VIII:C plasmatique de 1’animal

hémophile que 1’on peut rapporter au pourcentage en facteur VIII chez un animal normal (Tableau

13):

Tableau 13. Classification clinique de I'hémophilie A chez le Chien [136]
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F VIII:.C
plasmatique
% / animal normal

Manifestations cliniques

Hémophilie sévere

<1%

Hémorragies séveres aprés un traumatisme.
Hémarthroses spontanées et hémorragies
musculaires. Hémorragies internes pouvant
mettre en jeu la vie de I’animal.

Hémophilie modérée

1al10%

Hémorragies séveres apreés un traumatisme
important ou une chirurgie. Petites
hémorragies suite & un léger traumatisme.
Hémarthroses occasionnelles et saignements
spontanes

Hémophilie mineure

10420 %

Saignements  uniquement  aprés  un
traumatisme important ou une chirurgie

Stokol et collaborateurs (1994) ont présenté une autre classification fondée sur 1’activité du facteur

VIII:C ; la référence utilisée pour un chien normal étant située entre 56 et 180 unités canines par

décilitre (CU/dL) (Tableau 14) [203].

Tableau 14. Classification de I'hémophilie A canine d'apres Stokol et collaborateurs 1994 [210]

Activité du F VIII:.C
plasmatique par
rapport a la normale

Manifestations cliniques

Hémorragies séveres aprés un traumatisme.
Hémarthroses spontanées et hémorragies

Hémophilie sévere <1% . . .
musculaires. Hémorragies internes pouvant
mettre en jeu la vie de ’animal.
Saignements séveres aprés un traumatisme
Hémophilie modérée 1410 % important ou une chirurgie. Hémarthroses
occasionnelles et hémorragies « spontanées »
Hémophilic mineure 10 420 % Saignements  uniquement  aprés  un

traumatisme important ou une chirurgie

Ainsi dans les cas les plus séveres (moins de 1 % d’activité du facteur VIII), les premiers
symptomes apparaissent trés rapidement apres la naissance et dans certains cas sont responsables de
mort prématurée dans les premiéres semaines de la vie [7]. Cependant dans les cas les moins graves,

les premiéres hémorragies n’apparaissent que chez des animaux adultes notamment chez le Chat,

animal plus agile et parfois confiné a I’intérieur des appartements et maisons [55].
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Le premier symptome mis en évidence dans les cas grave d’hémophilie A est une persistance du
saignement du cordon ombilical. Les premiers déplacements du chiot et du chaton sont les moments
d’apparition des premieres hémorragies consécutives a divers traumas. Toutefois aucun passage
transplacentaire de facteur VIII n’a pu étre mis en évidence pour expliquer [’absence des
symptomes avant les premiers déplacements. L’augmentation de l’activité semble étre la seule
hypothése pour expliquer ces hémorragies. Il semblerait également que les chiens agés soient moins

exposés aux traumatismes, grace a une adaptation comportementale [51].

Chez le chiot, I’éruption des dents définitives ou la premiére vaccination peuvent également étre a
I’origine de crises hémorragiques. En effet 1’utilisation de vaccin vivant induit des anomalies
quantitatives et/ou qualitatives plaquettaires 2 a 7 jours apres l’injection. Ce phénomene passe
inapercu chez les animaux en bonne santé mais dans le cas d’un défaut d’hémostase cet effet peut

suffire a causer une hémorragie importante [113].

Suite a certains actes chirurgicaux considérés comme mineurs (castration, coupe de queue ...) des
hémorragies ont été rapportées apres les opérations, notamment lors de castration chez le Chat chez
qui sont rapportés des saignements 12 a 36 heures aprés I’intervention voir des hématomes

abdominaux suite a la rétraction des vaisseaux spermatiques [55].

Les hématomes sous-cutanés ou intramusculaires sont le signe le plus fréquent lors de I’hémophilie
A [73]. Ceux-ci sont généralement d’origine traumatique ou iatrogeéne (injections diverses) et

permettent ainsi la découverte fortuite de la maladie lors de la visite chez le vétérinaire.

Les hématomes musculaires sont trés fréquents chez les animaux hémophiles et sont responsables
de douleurs plus ou moins importantes qui ameénent les propriétaires de ces animaux a consulter le
vétérinaire traitant pour des boiteries [118]. L’apparition de masses fluctuantes de taille parfois
importante est ¢galement souvent un motif de consultation ; la localisation est trés variable

(thoracique, abdominale, faciale, ...) [7].

D’autre part, des saignements gastro-intestinaux sont parfois présents : coloration sanguine des

selles, méléna, vomissements de sang frais ou digéré ... Les épistaxis sont moins fréquentes chez
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I’animal que chez ’'Homme. Chez les femelles hémophiles, des saignements utérins post-partum

peuvent causer la mort. Enfin des saignements urinaires ont aussi été rapportés [7].

Les hémarthroses sont fréquemment rencontrées chez le Chien ; ces hémorragies ne sont pas sans
conséquences déléteres sur le fonctionnement articulaire. Elles entrainent des boiteries ou des
hypertrophies articulaires. Ainsi, lors de boiteries intermittentes, une hémophilie est a suspecter.
Des hémorragies épidurales (autour de la moelle épiniére) peuvent induire une compression de cette
dernicre et sont alors responsables d’ataxie, de déficits moteurs allant du déficit proprioceptif a la

paralysie.

Les hémorragies internes ont été rapportées mais leur diagnostic est difficile précocement ;
I’apathie, I’anorexie ou la dysorexie sont généralement les seuls symptdmes que présentent 1’animal
dans un premier temps. Des hémorragies pulmonaires consécutives a la migration des larva
migrans, des hémorragies pleurales ou des hémorragies diffuses du cou et du médiastin sont parfois

a ’origine de détresse respiratoire majeure conduisant éventuellement a la mort de 1’animal [183].

Associée a ces désordres sanguins, une anémie peut se mettre en place soit brutalement dans le cas
d’une hémorragie aigué importante (I’anémie sera alors normocytaire, normochrome et
régénérative) soit de maniere chronique en cas d’hémorragies fréquentes (elle sera alors
microcytaire, hypochrome et faiblement régénérative). Un ictére apparait parfois, notamment apres

la formation d’un hématome de taille importante.

La corrélation, chez le Chien, entre les signes cliniques observés et I’importance du déficit en
facteur VIII:C ne semble pas vérifiée chez le Chat. Certaines observations cliniques laissent penser

que I’expression clinique de I’hémophilie A est moins sévéere chez le Chat [55].

2. Diagnostic :
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a. Clinigue et biologique

Lors de tout désordre de I’hémostase, un bilan sanguin comprenant une numération et une formule
sanguine, une mesure du temps de Quick, une mesure du temps de céphaline activée, une mesure du

temps de saignement et une mesure du temps de thrombine est a réaliser.

L’hémogramme ne montre généralement qu’une thrombocytose ; toutefois une anémie est parfois

mise en évidence [131].

Lors d’hémophilie A, le temps de Quick n’est pas modifié ce qui montre que la voie extrinseque ou
la voie commune de la coagulation ne sont pas touchées. Attention néanmoins aux modifications du
temps de Quick qui sont, dans de rares cas, un indicateur d’un second probléme notamment une

maladie de Von Willebrand parfois associée dans certains cas a cette maladie [90].

Le temps de céphaline activée est prolongé lors du déficit en facteur VIII, puisque ce dernier
intervient dans la voie intrinséque de la coagulation et son activité réduite affaiblit la formation du

caillot.

Une fois que le prolongement du TCA est mis en évidence et afin de savoir de quel facteur vient le
déficit il est nécessaire de mesurer chacun de ces facteurs (VIIL, IX, XI, XII). En pratique seuls les
facteurs VIII et X sont testés en premiere intention, les hémophilies A et B étant les troubles les

plus fréquents dans cette situation.

Le dosage différentiel de 1’activité du facteur VIII est réalis¢ a I’aide de méthodes chronométriques
utilisant soit un plasma commercial d’hémophile humain sévére (donc trés pauvre en facteur
VIII:C) soit un plasma de Chien (ou de Chat) déficient en facteur VIII (COATEST Kit) [147, 181].
Il convient néanmoins de faire attention a la différence majeure qui existe entre les pourcentages
d’activité du facteur VIII:C de I'Homme et du Chien. Ainsi un chien peut présenter 100 %
d’activité en systeme humain mais seulement 10 % dans 1’espéce canine. Il faut donc toujours
rapporter les valeurs d’activité du facteur VIII:C a celle d’un chien témoin. Ce dosage permet le

diagnostic et précise I’intensité du déficit en comparant le plasma du malade a un animal sain (ou
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mieux a plusieurs animaux). Ainsi Langdell et collaborateurs, en 1953, ont proposé¢ la méthode
suivante : 0,1 mL de plasma du patient hémophile sont ajoutés a 0,1 mL de citrate et a 0,1 mL du
plasma test dilué¢ au cinquiéme ou 0,1 mL de plasma de chien normal dilué au 1:5, au 1:40, au 1:80,
au 1:200 et au 1:500 [132]. Apres 6 secondes d’incubation, 0,1 mL de CaCI2 M/4 sont ajoutés et le
temps de coagulation est mesuré (apparition d’un caillot). Les résultats permettent alors de donner
une idée de I’activité du facteur VIII:C.

Le dosage immunologique du facteur VIII:Ag par un test ELISA non spécifique donne des résultats
comparables & ceux obtenu par les méthodes chronométriques [91]. Il existe également en médecine
humaine des dosages immunologiques a ’aide de test ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) ou
de test IRMA (Immune-RadioMetric Assay) [189]. L’application au Chien n’a pas été retrouvé

durant nos recherches.

Néanmoins dans le cas d’'une maladie de von Willebrand on observe la méme diminution d’activité
du facteur VIII:C. Mais dans la maladie de von Willebrand on observe également une adhésion et
une agrégation plaquettaire anormale. Aussi il existe plusieurs méthodes pour différencier ces deux
maladies :

- un test d’agglutination a la ristocétine des plaquettes. In vitro le facteur de von
Willebrand ne réagit pas spontanément avec les plaquettes. L’intervention d’un
modulateur exogene, la ristocétine, un antibiotique glycopeptidique induit un
changement de conformation du facteur de von Willebrand conduisant a une
agglutination des plaquettes [16],

- un test au polybréne (bromide de héxadiméthrine) qui utilise le méme principe que le
test précédent [92],

- un test au venin de Bothrops jararaca (une vipére d’Amérique du Sud). Des études ont
montré que de nombreux venins de serpent, notamment de 1’espeéce Bothrops jararaca
sont a I’origine d’une coagulation sanguine majeure sauf en I’absence de facteur de von
Willebrand [92]. Ce test consiste donc a vérifier la présence d’une agglutination
plaquettaire en présence de ce venin.

On comprend donc qu’un résultat normal ou augmenté (agglutination plaquettaire) est signe d’une
hémophilie A [55]. Le calcul d’un ratio entre I’activité du facteur VIII et la concentration de
I’antigéne du facteur de von Willebrand peut étre utilisé pour détecter les porteurs de 1’hémophilie

A [149].
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Le dosage du facteur VIII:C présente un intérét particulier en médecine humaine ou il permet, suite
a la ponction de sang feetal dans le cordon ombilical, un diagnostic prénatal d’hémophilie A. Devant

la complexité technique de cette ponction, cette méthode n’est pas utilisée en médecine vétérinaire.

b. Génétique

Un panel de marqueurs microsatellites du facteur VIII a ét¢ développé afin de permettre une
détection génétique de I’hémophilie A chez le Chien. En 2005, Brooks et collaborateurs ont fondé
la détection des chiens porteurs (des Goldens Retrierver) sur la ségrégation d’un seul marqueur,
cF8ms [28].

Brooks et collaborateurs, en 2008, ont étudié, chez 78 chiens représentant 14 races (Border Collie,
croisé Border Collie, Border Terrier, Chihuahua, Grand Danois, Jack Russel Terrier, Loulou de
Poméranie, Chien d’eau Portugais, Carlin, crois¢ Carlin/Terrier, Colley Barbu, Saint Bernard,
Samoyede, croisé Terrier), 6 marqueurs intragéniques du facteur VIII, situés sur la partie 5’ du géne
et dans les introns 6, 10, 12, 14 et 21. En effet, I’étude a montré que le génotype basé sur un seul
marqueur n’est pas suffisamment indicatif pour beaucoup de races. Les résultats ont montré une
hétérogénicité allélique de ’hémophilie A canine mais 'utilisation d’un panel de trois marqueurs
est intéressante pour faciliter la détection des porteurs de la maladie [30].

A ce jour, aucun laboratoire ne commercialise de test génétique chez le Chien pour la détection de

I’hémophilie A.

C. TRAITEMENT :
1. Médical :
a. Tranfusion :
Pour stopper un saignement et limiter ses effets, il faut que le taux plasmatique de facteur VIII:C se
maintienne a des valeurs de I’ordre de 20 % de la normale. Aussi le traitement des hémorragies

requiert généralement une transfusion de sang frais total, de plasma ou de concentrés plasmatiques.

Le sang est récolté auprés d’un animal donneur pour étre utilis¢é immédiatement ou apres
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conservation au frais, ’efficacité thérapeutique étant décrite comme étant la méme [64]. 11 est
généralement recommandé de transfuser 6 a 10 mL de plasma frais par kilo de poids vif 2 a 3 fois
par jour (le facteur VIII ayant une demi-vie de 6 a 14 heures) pendant 2 a 3 jours en fonction de
I’importance des symptomes et de continuer jusqu’a ce que les saignements stoppent. Les
conditions classiques d’une transfusion sont décrites dans I’annexe 1. L’utilisation de plasma pour
la transfusion est plus efficace que 1’utilisation de sang frais car d’une part le plasma contient plus
de facteur VIII par unité de volume et d’autre part I’animal receveur peut se sensibiliser au contact
du sang du donneur (apparition d’anticorps anti-VIII) et par conséquent des complications peuvent
survenir a la prochaine transfusion [64]. Lors d’anémie marquée, la transfusion de sang total est
néanmoins plus indiquée pour rétablir la volémie et apporter des globules rouges.

Toutefois la disponibilité de I’équipement pour la centrifugation, la séparation et la conservation du
plasma fait que transfuser du plasma frais est impossible en pratique courante et I’utilisation de sang
frais est une bonne alternative. La conservation au frais pendant plusieurs jours de sang frais peut
dégrader celui-ci et diminuer I’efficacité de la transfusion [55].

Dans le cas d’un hématome intramusculaire une seule transfusion de plasma peut suffire pour le

traitement.
Les concentrés de facteur VIII existent mais ne sont pas disponibles en pratique. Par contre sont
utilisables les cryoprécipités qui sont des concentrés de facteur VIII, de fibrinogéne et de vWF

obtenus a partir du plasma [131].

b. Thérapie génique :

a. Intérét :

Les patients présentant une activité du facteur VIII:C inférieure a 1 % souffrent d’hémorragies tres
séveres, responsables d’une morbidité et d’une mortalité importante si la maladie n’est pas traitée.
De plus, le passage a une activité¢ du facteur VIII:C de 1 a 5 % permet de passer d’une hémophilie
sévere a une hémophilie modérée. L’utilisation de dérivés sanguins ou de facteur VIII recombinant
n’est pas sans défaut : la demi-vie plasmatique du facteur VIII est faible et le colit du traitement
(150 000 $ par an) est tres élevé [111].

La thérapie génique est apparue comme une solution alternative intéressante pour soigner les

animaux atteints d’hémophilie A.
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p. Les différentes thérapies :

Le géne codant pour le facteur VIII a été cloné et des vecteurs pour le transfert de ’ADN
complémentaire du geéne ont été développés. Des adénovirus ou des rétrovirus modifiés ont été le
plus souvent employés pour contenir le gene. Les cellules cibles pour les modifications génétiques
en vue de la production de molécules antihémophiliques sont les cellules hépatocytaires, les cellules
musculaires, les cellules endothéliales, les kératinocytes ou encore les fibroblastes [53].

L’essentiel des études menées chez le Chien a été fait a 1’aide de vecteurs ciblant les hépatocytes et
contenant le géne ou une portion du géne codant pour le facteur VIII sous controle d’un promoteur

hépatique.

La thérapie peut se faire soit par la réimplantation de cellules modifiées en culture chez le donneur
(méthode ex vivo) soit par délivrance du vecteur directement dans les cellules cibles (méthode in
Vivo).

La méthode ex vivo donne généralement des sécrétions faibles in vitro et indétectables in vivo [53]
méme si certaines études ont permis d’obtenir des sécrétions thérapeutiques pendant quelques temps
chez la Souris. Mais les manipulations cellulaires en laboratoire et la réimplantation sont des limites
a I’utilisation en pratique courante de cette technique.

Pour tester la méthode in vivo, Connelly et collaborateurs ont injecté a des chiens atteints
d’hémophilie A par voie intraveineuse une solution contenant un adénovirus recombiné contenant le
gene du facteur VIII humain sous contréle d’un promoteur hépatique [53]. Ils ont montré une
correction phénotypique de I’hémophilie (normalisation des temps de coagulation). La mesure des
taux de FVIIL:C ont montré des doses thérapeutiques dans le plasma des chiens. Néanmoins 1’effet
positif ne fut présent que durant une a deux semaines suite au développement d’anticorps anti-
FVIII:C humain [53]. L’¢étude de la toxicit¢ éventuelle de la thérapie génique par Chuah et
collaborateurs, en 2003, chez la Souris et le Chien, n’a pas permis de mettre en évidence d’effets
secondaires possibles tels qu’une thrombocytopénie, une anémie, une élévation du taux
d’interleukines pro-inflammatoires (IL-6) ou une hépatotoxicité [51]. Gallo-Penn et collaborateurs
ont néanmoins mis en €évidence une baisse transitoire du nombre de plaquettes juste apres ’injection
du vecteur. Dans leur étude, ils ont également mis en évidence des anomalies hématologiques et une

toxicité hépatique [79].
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Afin de permettre une efficacité plus longue dans la durée, Scallan et collaborateurs ont utilisé un
virus adéno-associé de type 2 (AAV-2) qui présente I’avantage d’une expression persistante dans
I’organisme mais I’inconvénient de ne pouvoir incorporer qu’une faible quantité de matériel
génétique alors que le géne du facteur VIII est grand [193]. L’utilisation d’un élément régulateur
pour permettre 1’expression d’une forme délétée d’un domaine du facteur VIII:C, a permis une
correction partielle de 1’hémophilie sur une longue durée [209]. Une ¢étude de Sarkan et
collaborateurs, en 2004, a comparé ’efficacité des virus adéno-associés de type 2, 5, 7 et 8 et a
déterminé que le vecteur le plus efficace semblait étre ’AAV-8 [192]. Les études de Brown et
collaborateurs, en 2004, et de Jiang et collaborateurs, en 2006, ont confirmé que I’utilisation de la
méthode in vivo est la méthode la plus intéressante pour un traitement au long cours de I’hémophilie
A[32,111].

Une autre méthode développé par Shi et collaborateurs [197] et rapportée par High et collaborateurs
a consisté a utiliser les plaquettes comme transporteurs du facteur VIII en incorporant le géne
codant pour ce facteur au sein des cellules hématopoiétiques. L’expression de facteur VIII, par les
thrombocytes, avec un stockage dans les granules o, posseédait 1’avantage de délivrer ce facteur
directement au site d’hémorragie. Pour le moment cette technique n’a été¢ développée que dans le
modele Souris [102, 197].

Il existe ainsi de trés nombreux essais de thérapie génique concernant 1’hémophilie A. Le Chien
constitue un excellent modéle pour I’étude de ces stratégies thérapeutiques et permettra peut étre un
jour d’aboutir a une correction efficace, stable et sans effet secondaire, du défaut en facteur VIII

chez I’ Homme.

c. Transplantations :

o. Greffe de cellules de moelle osseuse [204]

En médecine humaine, la greffe de moelle a montré des résultats positifs dans le traitement de
I’hémophilie A. En 1972, Storb et collaborateurs ont essayé¢ de greffer de cellules de moelle
osseuse de chien normal sur des chiens atteints d’hémophilie A, afin de mesurer I’activité du
facteur VIII:C. Contrairement a ce que montrait certaines études (production de facteur VIII:C par
les lymphocytes in vitro — augmentation de D’activité du facteur VIII:C chez des chiens

hémophiles a leucémie lymphoblastique), cela n’a pas été observé. Il semblerait donc que la
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synthése de facteur VIII:C par les lymphocytes soient inexistantes chez le Chien contrairement a

ce qui a été observé chez ’Homme.

p. Transplantation hépatique :

Les maladies métaboliques du foie telles que I’hémophilie peuvent, en théorie, étre traitées par une
transplantation de foie normal. Toutefois la transplantation du foie en entier présente de nombreux
risques. En médecine humaine, des cas de guérison de I’hémophilie A suite a une transplantation
hépatique ont été rapportés [125, 126]. Chez le Chien, une transplantation orthotopique partielle du
foie (lobe gauche) a permis également une augmentation de la synthése de facteur VIII a I’origine
d’une guérison de I’hémophilie A [126]. Contrairement a la greffe totale, la greffe partielle permet

de maintenir une fonction hépatique en cas de rejet de la greffe.
La transplantation hépatique pourrait donc étre un moyen d’améliorer la qualité de vie des animaux
hémophiles avec toutefois des réserves sur le risque de saignement pendant la chirurgie et sur un

rejet éventuel du greffon.

d. Facteur VIla recombiné :

Le facteur VIII est détruit rapidement dans le plasma sanguin ce qui n’est pas le cas pour le facteur
VII, pour lequel il n’existe pas d’inhibiteur plasmatique connu [14]. L’utilisation de facteur VIla
humain recombiné (rh-VIla) a une dose allant de 50 a 220 pg/kg, chez des chiens atteints
d’hémophilie A a permis une normalisation des temps de coagulation dans I’étude de Brinkhous et
collaborateurs, en 1989 [14]. Néanmoins une réaction immunologique contre le rh-VIla s’est mis

rapidement en place chez les chiens et le colit du traitement fut important [129].

e. Vitamine K et préparations pro-coagulantes :

Leur utilisation dans le cadre d’une hémophilie A ne présente aucun intérét [55].

f.  Utilisation des corticoides :
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Dans les cas d’hématomes sous-cutanés et d’hémarthroses (une ponction articulaire est indiquée en
cas d’épanchement important), 1’'usage de corticoides per os (triamcinolone) a fortes doses, 0,5

mg/kg en quatre prises a 6 heures d’intervalle pendant 5 a 8 jours a donné de bons résultats [91].

g. Danazole [80]

En 1983, Gralnick et Rick ont rapporté que I’apport de danazole, un
dérivé d’androgeéne atténué, a des doses de 1,5 a 3 mg/kg augmentait de
100 a 500 % le taux de facteur VIII chez quatre patients humains atteints
d’hémophilie A [87]. Néanmoins une autre étude de Garewal et
collaborateurs, en 1985, n’a montré aucun effet sur la fréquence des
saignements de cing patients atteints d’hémophilie A. L’utilisation du

danazole dans le cadre d’'une hémophilie A semble donc décevante.

h. Desmopressine :

L’administration de desmopressine permet la libération, par les cellules endothéliales, de facteur de
von Willebrand mais ne semble pas modifier la teneur plasmatique en facteur VIII chez le Chien
alors que c’est le cas chez I’Homme. Son efficacité est donc discutable dans I’hémophilie A canine
[44]. Olsen et collaborateurs, en 2003, ont montré que [’utilisation d’interleukine 11 humaine
recombinée avec ou sans desmopressine permettait d’augmenter les quantités plasmatiques de
facteur VIII chez certains chiens hémophiles A [176]. Reste encore a déterminer une éventuelle

toxicité du traitement au long cours.

1. Molécules contre-indiguées :

L’utilisation de médicaments interférant avec 1’hémostase est bien évidemment a proscrire. Ainsi on
veillera a ne pas utiliser d’acide acétylsalicylique, de dérivés de la promazine, de sulfamides, de

nitrofluranes ou de phénylbutazone [55, 137].

2. Prophylaxie :

a. Individuelle
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Certaines regles sont a observer afin de limiter les saignements chez les animaux hémophiles. Ainsi
il convient d’éviter les injections intramusculaires, de vermifuger systématiquement contre les
trichures et les ankylostomes, de ne pas donner d’aliments traumatisants (os, ...), d’éviter
I’utilisation de médicaments perturbant 1’hémostase, de restreindre 1’exercice pour limiter les
traumatismes et pour la méme raison ne pas laisser I’animal en liberté sans surveillance et enfin,
avant tout acte chirurgical, procéder a un traitement prophylactique pour éviter les saignements
durant I’opération (cryoprécipités).

Le moindre saignement est a traiter avec sérieux notamment par 1’injection, dans 1’idéal, de facteur

VIIL

b. Programmes d’éradication

La mise en place d’un programme d’éradication d’une maladie héréditaire dans une race requiert
certaines regles [131] :

- La maladie doit se produire dans une population définie avec une fréquence génétique
suffisamment forte pour lui conférer une importance médicale ou économique,

- Les tests disponibles doivent &tre simples, relativement bon marché, capables
d’identifier les hétérozygotes et présenter de fortes sensibilités et spécificités,

- Le contrdle par la diminution du nombre d’hétérozygotes, dans le cas d’une maladie
récessive, ne doit pas avoir d’effets déléteres sur les autres caractéres génétiques de la
population ou réduire de maniére trop importante le nombre d’animaux de I’élevage
jusqu’a un niveau désavantageux ou non économique,

- Les tests et les programmes de controle doivent étre acceptés par les éleveurs et Etre
précédés par des programmes de relation publique et d’éducation,

- Les logistiques du programme doivent satisfaire les éleveurs mais ne pas empiéter sur les
autres programmes de prévention des maladies. Le programme devrait étre intégré avec
les autres schémas de controle d’autres maladies pour simplifier la récolte des
échantillons,

- La participation des sociétés d’élevage et des clubs est capitale en instituant une
législation quant a 1’obligation de dépistage.

Ainsi un plan d’éradication a été proposé au Danemark pour I’hémophilie A chez le Berger

Allemand. Il consiste a dépister les chiens malades et les femelles porteuses. Les males atteints sont
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facilement détectables puisqu’ils présentent souvent des signes cliniques mais restait le probleme
des chiens vivant en milieu calme. Le probléme concernait aussi la détection des femelles porteuses.
Pour cela I’étude des pedigrees permet de détecter certaines femelles porteuses (filles de male
atteint). Enfin une limite de 75 % de I’activité normale du facteur VIII a été choisie pour définir la
limite en dessous de laquelle les femelles sont considérées comme porteuses [73]. Le programme
défini a donc ét¢ le suivant :
- Tous les males suspects ont été soumis aux tests d’activité¢ du facteur VIII,
- Toutes les femelles engendrées par un male atteint ont été écartées de la reproduction,
- Toutes les femelles suspectes (engendrant un male atteint) ont été retirées de la
reproduction,
- Toutes les femelles ayant un pedigree suspect et une activité en facteur VIII inférieur a
75 % de la normale ont été retirées de la reproduction,
- Les femelles avec une activité en facteur VIII supérieure a 75 % de la normale pouvaient
reproduire,
- Tous les males au pedigree ¢évocateur et les femelles de pure race qui n’avaient pas été
testées ont été disqualifiés comme reproducteur,
Sur 200 chiens, 50 males et 50 femelles ont été écartés de la reproduction sur plusieurs générations

[73].

L’utilisation de femelles porteuses peut étre envisagée dans les races a faible effectif a condition de
ne les faire reproduire qu’avec des males dont le statut vis-a-vis de 1’hémophilie A est connu
comme normal. La progéniture devra alors étre testée afin d’écarter de la reproduction les individus
atteints (un male sur deux statistiquement) ou porteurs (une femelle sur deux statistiquement) [50].
Ce type de croisement a le désavantage de produire des individus atteints. En revanche, si 1’on
accouple un male atteint avec une femelle porteuse, toutes les femelles seront porteuses et donc a
écarter de la reproduction, mais tous les males seront indemnes et donc utilisable pour perpétuer la
lignée.

II. HEMOPHILIE B

A. GENERALITES SUR L’HEMOPHILIE B

1. Définition et épidémiologie
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L’hémophilie B ou maladie de Christmas est une déficience héréditaire quantitative ou qualitative

en facteur [X.

L’hémophilie B touche environ 1 homme sur 30 000 [86]. C’est la deuxieme coagulopathie la plus
décrite chez I’Homme et le Chien. A ce jour, elle est décrite dans les races canines suivantes :
Airedale Terrier, Alaskan Malamute, Beagle, Berger allemand [71], Bichon Frisé, Bichon Maltais,
Bouledogue Francais, Braque Allemand, Braque de Weimar, Cairn Terrier, Chow-Chow, Cocker
Anglais, Coonhound noir et feu, Drahtaar, Fox Terrier a poils durs, Jack Russel Terrier, Labrador
Retriever, Lhassa Apso, Pinscher nain, Pit Bull Terrier, Rottweiller, Saint Bernard, Scottish Terrier,
Sealyham Terrier, Shih Tzu [29, 217]. La maladie a aussi été rapportée dans certaines races de chats
telles que : les British shorthairs, les Siamois (déficit combiné en facteur IX et XII), les chats

domestiques a poils ras et les Himalayens (Persan colourpoint).

2. Mode de transmission

L’étude des pedigrees de familles de Bergers Allemands atteintes par 1’hémophilie B a montré que
seuls les males étaient atteints et qu’elle ne touchait pas toutes les générations. Ceci a permis de
conclure 2 un mécanisme de transmission récessif lié au chromosome X [71]. Ainsi un pére
hémophilie transmet le gene a toutes ses filles qui deviennent porteuses.

Chez ’'Homme et le Chat, le mode de transmission est également récessif li¢ a I’X (Figure 33)

[147].

Figure 33. Exemple de pedigree d'une famille de chats British shorthairs

atteints d'hémophilie B d’aprés [147]
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3. Etude des mutations intervenant dans 1’hémophilie B

Le gene codant pour le facteur IX est présent, chez I’Homme, sur le chromosome X en Xq26-q27. Il
occupe 33,5 kilobases et comporte 8 exons [29]. L’exon 1 code pour la séquence signal, I’exon 2
pour la région riche en acide y-carboxyglutamique, I’exon 3 pour le faisceau de petits acides

aromatiques, les exons 4 et 5 pour les domaines « epidermal growth factor-like », I’exon 6 pour le
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peptide d’activation, I’exon 7 pour le domaine catalytique et I’exon 8 pour la région 3’ non
transcrite. Bien que cette structure ait été étudiée chez I’Homme, la séquence d’ADN, du chien est
comparable (86 % d’analogie au niveau des acides aminés d’apres Evans et collaborateurs en 1989
[70]).

Evans et collaborateurs ont décrit, chez le chien, une mutation non-sens (G -> A au nucléotide
1477) qui conduit & une substitution d’un acide glutamique par un acide aminé glycine dans le
domaine catalytique de la protéine [69]. Ce changement amene une modification de la conformation
rendant le facteur IX inactif.

Mauser et collaborateurs ont rapporté chez des Lhassa Apso, une hémophilie B consécutive a une
délétion des nucléotides 772 a 776 associée a une substitution de C -> T du nucléotide 777 (Figure
34) [143]. Ceci aboutit a la formation d’un ARNm instable et a la formation précoce d’un codon
stop dans la région du peptide activateur. Un test génétique a donc pu étre établi a partir de la
découverte de cette mutation, pour les Lhassa Apso.

Brooks et collaborateurs, en 1997, ont montré chez un Labrador Retriever une délétion compléte du
gene codant pour le facteur IX responsable d’une hémophilie B sévere. Gu et collaborateurs, en
1999, ont décrits deux mutations causant des hémophilies B séveéres : une large délétion allant de la
région 5’ du gene a I’exon 6 [89] et une insertion associé¢ a un épissage alternatif de I’exon 8

amenant a la formation d’un codon stop [29].

Enfin une derniére mutation a été décrite par Brooks et collaborateurs, en 2003, dans une famille de
Braque Allemand [28]. Les études de I’ADN par Southern Blot et PCR ont montré dans ’ADN des
chiens hémophiles une insertion de 1,5 kilobases dans I’intron 5. Cette insertion consiste en un
LINE-1 (Long Interspersed Nuclear Element) canin 5°. Cette mutation est responsable d’une

hémophilie B moyenne (5 % d’activité par rapport a la normale).

Chez le Chat, Goree et collaborateurs ont décrit deux mutations différentes responsables
d’hémophilie B chez des chats domestiques croisés [86]. Le premier chat hémophile étudié portait
une mutation ponctuelle non sens dans I’exon 8 (Arginine -> STOP en position 338) conduisant a la
synthése d’une protéine tronquée. Quant au second chat étudié, il portait une mutation ponctuelle
faux-sens (Tyrosine -> Cystéine en position 82) qui détruisait un pont disulfure indispensable a la

structure normale de la protéine [86].

184



Figure 34. Comparaison des séquences du géne codant pour le facteur IX et de la séquence en

acides aminés du facteur IX d'un Lhassa Apso normal et d'un Lhassa Apso atteint dhémophilie B

Peptide activateur

S'ATT TCT ATG ACA CGC ACC CGT EC.T GAA ACT >

Séquence normale Ile Ser Met Thr Arg Thr Arg|Ala Glu Thr

. l
ATT TCT ATG ACA CTG TIGC TGA AAC

lle Ser Met Thr Leu Cys Stop Asn

5 3'

Séquence mutante

Légende : cette figure montre une comparaison entre la séquence du géne
codant pour le facteur IX chez un Lhassa Apso normal (« normal sequence »)
et d’une Lhassa Apso atteint d’hémophilie B (« mutant sequence ») ou I’on
constate un décalage du cadre de lecture chez le chien muté suite a une

délétion de plusieurs bases.

B. SYMPTOMES ET DIAGNOSTIC

1. Signes cliniques

Les signes cliniques de I’hémophilie B sont semblables a ceux présents chez les animaux atteints
d’hémophilie A mais sont beaucoup plus modérés. En effet le facteur IX a un réle moins important
dans la coagulation. En général, il est considéré que les signes sont plus séveres chez les jeunes
animaux ou chez les chiens de grande taille [167]. Ceci est surement di au tempérament plus actif
des jeunes et a I’environnement plus protecteur des petits chiens [40].

Chez le Chien, les manifestations cliniques les plus courantes sont les hématomes sous-cutanés ou
intramusculaires consécutifs a des traumatismes notamment suite a des injections [167, 217]. Dans

la littérature ont été rapportés des saignements prolongés suite a une coupe de queue, la coupe du
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cordon ombilical, la perte des dents de lait ou un traumatisme quelconque ainsi que des douleurs
d’origine indéterminée [80, 179, 190]. Des cas d’hémarthroses ont aussi été rapportés [196]. Les cas
décrits d’hémophilie B chez le Chat ont montré des symptomes identiques avec une prédominance
des boiteries dont la localisation variant avec le temps [25, 62, 147].

A la différence de ’hémophilie A, les animaux atteints d’hémophilie B semblent tous avoir un taux
d’activité du facteur IX inférieur a 1 % de la normale. Un seul cas d’animal symptomatique ayant
un taux €gal a 80 % de la normale a été rapporté, il s’agissait d’un chien croisé male souffrant de

saignements prolongés suite a des traumatismes mineurs [139].

2. Diagnostic

La méthode de diagnostic est identique a celle utilisée pour le diagnostic de I’hémophilie A. La
principale anomalie mise en évidence est un allongement du temps de céphaline activée associé¢ a
un temps de Quick normal. La mesure de niveau d’activité des différents facteurs de la coagulation
ne montre alors qu’une diminution de ’activité du facteur IX. L’activité¢ du facteur IX peut étre
mesurée par mesure de la coagulation du plasma a tester en présence de plasma déficient en facteur
IX. Des systemes colorimétriques en cinétique fondés sur des mesures photométriques de temps de
thromboplastine partiellement activée a partir de plasma déficient en facteur IX sont également
utilisables pour déterminer 1’activité du facteur IX chez un patient [74]. Ces tests nécessitent des
animaux témoins.

L’¢tude de I’hémogramme ne montre généralement aucune anomalie sauf dans le cas de
saignements trés important ou une anémie est possible.

La découverte des mutations responsables de la maladie chez le Lhassa Apso et le Bull Terrier a
permis le développement de tests génétiques pour ces deux races par trois laboratoires : Healthgene

au Canada (www.healthgene.com), Progenus en Belgique (www.progenus.be) et VetGen aux Etats-

Unis (www.vetgen.com). Les laboratoires Healthgene et Progenus ont également développé un test

pour le Labrador Retriever. Enfin un test chez 1’Airedale Terrier est possible dans le laboratoire

Progenus.
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C. TRAITEMENT
1. Médical

a. Transfusion

La transfusion de sang total ou de plasma est la thérapie d’urgence la plus facile & mettre en ceuvre
lors de saignements importants. Contrairement a 1’hémophilie A, une transfusion toutes les 24
heures est suffisante dans le cas d’une hémophilie B car la demi-vie du facteur IX est d’environ 24
heures. Les regles a respecter sont identiques a celles décrites précédemment.

Il existe des fractions concentrées de facteur IX, titrant de 15 a 25 unités/mL, pouvant étre
administrées quotidiennement mais dont le colt et la disponibilité limitent I’utilisation en médecine
vétérinaire [131].

La fraction PPSB est une substance extraite du plasma humain et contenant des concentrations
¢élevées en proconvertine, prothrombine, facteur de Stuart et facteur IX. Son utilisation est

intéressante dans le cas d’hémophilie B mais son utilisation en pratique est rarissime [131].

b. Facteur IX recombinant

L’ADN complémentaire du facteur IX humain a été cloné pour la premicre fois en 1982.
L’expression du facteur IX par des cellules transfectées a été possible dés 1985 et a permis
I’utilisation de facteur IX recombiné (rFIX) pour essayer de soigner I’hémophilie B. En 1996,
Brinkhous et collaborateurs ont comparé les résultats obtenus chez des chiens hémophiles B aprés
I’injection de rFIX et de facteur IX humain hautement purifi¢é et ont montré que les effets
procoagulants étaient identiques et que I’antigénicité de ces deux molécules était également
identique [20]. Le facteur IX recombiné est donc un produit d’utilisation sur et efficace dans la
correction des troubles de la coagulation liés a I’hémophilie B canine et féline.

Une étude de Russell et collaborateurs, en 2003, a montré que des injections sous-cutanés de facteur
IX recombiné en prophylaxie chez des chiens hémophiles B, avait réduit de 69 % la fréquence de
saignements par rapport a des chiens non traités [191]. Toutefois les chiens traités étaient rendu
immunologiquement tolérant au rFIX humain pour ne pas qu’il y ait de développement d’anticorps

anti-rFIX.

c. Thérapie eénique

187



L’utilisation d’adénovirus recombiné avec le facteur IX et capable de faire synthétiser le facteur IX
par les hépatocytes [68, 120] ou les fibroblastes [167] permet aujourd’hui de traiter de manicre
efficace et sur le long terme des animaux atteints d’hémophilie B [3]. Les injections se font soit en
intramusculaire [167] soit en intraveineux ; il a ét¢ montré chez des Rongeurs que le degré de
transduction hépatique est directement li¢ a la dose d’adénovirus injecté. Des doses peu élevées
permettent d’atteindre un seuil de 25 % d’activité du facteur IX considéré comme le seuil curatif
[120].

Le probleme reste le développement de certains anticorps anti-facteur IX au bout de quelques

semaines [164] (Figure 35).

Figure 35. Taux d'IgM. d'IeG1 et d'IgG3 chez un chien suite a 'administration d'un adénovirus

recombiné [164]
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Légende : le graphe montre la variation des taux d’immunoglobulines M
(IgM) et G (IgG1 et IgG2) (mesuré par la quantité d’anticorps anti-facteur IX)

en fonction du temps suite a I’administration d’un adénovirus recombiné.

Aucune toxicité hépatique ou thrombocytopénie n’a été rapportée avec cette méthode [33, 68]. Une
réaction fébrile transitoire liée probablement & une coagulation intravasculaire disséminée moyenne
semblait apparaitre lors de 1’injection de doses d’adénovirus recombiné plus importante [120].

Tatsumi et collaborateurs ont montré, en 2008, que la transplantation de cellules hépatiques
humaines ou canines chez des souris immunodéficientes permet la propagation de ces cellules ainsi

que la production de facteur IX [206]. Harding et collaborateurs, en 2004, ont démontré pour la
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premiére fois que le vecteur AAV-2 (virus adénoassocié de type 2) permettait une correction
partielle de I’hémophilie B chez le chien [97].

Enfin Fewell et collaborateurs ont décrit en 2001, la possibilité de transférer un plasmide au niveau
des cellules musculaires par une injection directe dans le muscle, associée a la mise en place d’un
champ électrique. L’utilisation de cette méthode pour le transfert d’un plasmide contenant le gene
codant pour le facteur IX humain et protégé par un polymeére protecteur, interactif et non condensé
(PINC) a permis I’expression d’un taux de facteur IX humain égal 4 0,5 a 1 % du taux normal chez
un chien atteint d’hémophilie B [72]. Toutefois la formation d’anticorps anti-facteur IX humain a

limité 1’effet dans le temps du facteur IX.

d. Danazole

Gralnick et collaborateurs, en 1983, ont également rapporté une augmentation de I’ordre de 280 %
du taux de facteur IX chez des patients hémophiles B suite a 1’apport de danazole [87]. En 1986,
une étude de Brinkhous et collaborateurs, chez une famille de chats croisés siamois atteints
d’hémophilie B (combinée a une déficience en facteur XII), a montré que ’apport de 5 mg/kg par
voie orale une fois par jour pendant 7 a 9 jours ne modifiait pas le temps de coagulation des chats
malades et que 1’activité du facteur IX ne présentait aucune augmentation [12, 14]. L’utilisation du

danazole comme traitement de I’hémophilie a donc été abandonnée.

e. Facteur Vlla recombiné

Comme pour I’hémophilie A, I’utilisation de facteur VIla humain
recombiné donne d’excellents résultats dans le traitement de I’hémophilie
méme si les réactions immunitaires et le colt en limite I’utilisation en

médecine vétérinaire [131].

2. Prophylaxie

Les régles a suivre pour la prophylaxie individuelle et pour 1’éradication de la maladie sont les
mémes que pour 1I’hémophilie A puisque la symptomatologie et le mode de transmission sont

identiques.
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III. DEFICITS D’ORIGINE GENETIQUE DES AUTRES FACTEURS
DE COAGULATION

A. DEFICIT HEREDITAIRE EN FIBRINOGENE

1. Définition et mode de transmission
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Les désordres héréditaires touchant le fibrinogéne sont de deux types : le type I correspond a un
déficit quantitatif en fibrinogéne (afibrinogénémie) avec des taux sanguins en fibrinogéne non
mesurable alors que le type II correspond a un déficit qualitatif du facteur I (dysfibrinogénémie et
hypodysfibrinogenémie) ou le taux est normal alors que I’activité coagulante est réduite [4].

Chez I’Homme, la maladie a été décrite pour la premicre fois en 1920. On sait aujourd’hui que la
maladie de type I est une maladie rare de transmission autosomique récessive alors que la maladie
de type II est généralement de transmission autosomique dominante [4]. Plus de 40 altérations
génétiques différentes ont été mises en évidence chez ’Homme [66, 221] ; la consanguinité était
fréquente dans les familles atteintes étudiées. L’¢étude génétique des mutations ne permet pas a
I’heure actuelle de corréler les altérations génétiques au phénotype de I’individu atteint [4].

Une hypofibrinogénémie héréditaire a ét¢ décrite chez le chien mais I’afibrinogénémie n’a pour
I’heure été décrite que chez la Chévre [74]. Fogh et collaborateurs ont rapporté que des cas avaient
été décrits chez une famille de Saint Bernard, chez le Colley et chez le Barzoi; un cas
d’afibrinogénémie primaire a ét¢ décrit chez un Bichon frisé¢ mais la transmission de la maladie n’a
pas été ¢tudiée [74, 223]. Le mode de transmission de la maladie n’est pas clair chez le Chien, il

peut étre soit autosomique dominant soit autosomique récessif [74].

2. Symptomes [74]

Les animaux atteints présentaient des diathéses hémorragiques séveres pouvant conduire a la mort.
En plus des symptomes hémorragiques, des maladies aigues ou chroniques du foie ainsi qu’une
coagulation intravasculaire pouvaient survenir chez les chiens atteints.

Les manifestations chez I’Homme sont parfois catastrophiques. Ainsi ont été rapportés des cas de
mortalité néonatale par hémorragies massives suite a la rupture du cordon ombilical. Les signes
cliniques sont des hémorragies au niveau des muqueuses (épistaxis, ménorrhées importantes,
saignements gastro-intestinaux), des hémorragies musculaires ou articulaires, des avortements
spontanés ou encore des ruptures spontanées de la rate. Des hémorragies intracraniennes constituent
enfin une cause de mortalité possible.

Une association de D’afibrinogénémie avec une déficience en protéine C est possible et peut

compliquer les manifestations décrites ci-dessus [223].
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3. Diagnostic

L’étude des temps de coagulation a montré un allongement des temps fondés sur la formation d’un
clou plaquettaire. La mesure du taux de fibrinogéne sanguin montrait alors une baisse importante
[74].

La plupart des méthodes de dosage du fibrinogeéne reposent sur I’hypothése que la thrombine
transforme quantitativement le fibrinogeéne en fibrine. La concentration estimée a partir du poids ou
du contenu protéique du caillot de fibrine peut étre soumise a des erreurs importantes dues a la
présence d’inhibiteurs qui bloquent partiellement ou totalement la formation du caillot. La plasmine
peut étre aussi a 1’origine d’une lyse importante du caillot formé avant que le dosage du fibrinogene
ne soit achevé. D’autres méthodes fondées sur la précipitation par le sulfate d’ammonium ont été
décrites mais elles ne sont pas corrélées avec le temps de thrombine lorsque le fibrinogéne est
inférieur a 1 g/L. La détermination de 1’activité biologique (coagulabilité¢) est plus utile au
diagnostic que le dosage pondéral du fibrinogene circulant. La méthode de Clauss mesure la vitesse
de conversion du fibrinogéne en fibrine en présence d’un exces de thrombine. Elle est rapide,
sensible et précise. La méthode décrite ci-dessous applique le principe de Clauss. Lorsque le plasma
dilué coagule en présence d’un exces de thrombine, la concentration en fibrinogéne est inversement
proportionnelle au temps de coagulation obtenu ; la représentation graphique sur papier
bilogarithmique fait apparaitre une relation curvilinéaire. La concentration de fibrinogéne du plasma
testé est déterminée a partir d’une droite d’étalonnage établie a I’aide d’un fibrinogéne de référence.

Enfin la réalisation de thromboélastogramme permet d’évaluer la qualité du clou plaquettaire [76].

4. Traitement

L’utilisation de transfusions de sang total ou de plasma est la méthode la plus souvent utilisée en
traitement d’urgences mais la formation d’anticorps peut alors survenir [223]. Il existe aujourd’hui

des concentrés de fibrinogéne plus efficaces pour le traitement de cette maladie. Il est toutefois
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nécessaire de faire attention lors de I’utilisation des concentrés car des thromboses paradoxales lors
d’apport massif de facteur I peuvent apparaitre.
L’utilisation des cryoprécipités par D’apport de fibrinogéne qu’elle permet est également

intéressante [223].

B. DEFICIENCE HEREDITAIRE EN PROTHROMBINE

1. Définition et mode de transmission

La déficience héréditaire en prothrombine est une maladie rare chez I’Homme (1 cas sur 200 000
personnes [108] qui s’exprime soit par une hypoprothrombinémie (la protéine exprimée est
fonctionnelle mais en trop petite quantité) soit par une dysprothrombinémie (la protéine synthétisée
n’est pas fonctionnelle). Des cas d’hypoprothrombinémie ont été décrits chez moins de 20 familles
et les mutations responsables ne sont pas toujours connues. Quant a la dysprothrombinémie, 25
formes de variants non fonctionnels ont été rapportés dans la littérature [173].

Chez le Chien, une dysprothrombinémie héréditaire a été¢ décrite dans une famille de Boxer, chez
laquelle I’activité de la prothrombine était réduite malgré un antigéne normal [74]. Une étude de
Hill en 1982 a rapporté un cas de déficience en prothrombine chez une chienne Cocker mais aucune
étude du pedigree n’a été réalisée et le caractére héréditaire n’a pu étre déterminé [103]. Une
hypoprothrombinémie peut étre induite par une déficience en vitamine K, des poisons comme la
warfarine ou le dicumarol ou des maladies hépatiques. Il est intéressant de noter que tous les
mammifeéres nouveaux-nés présentent une hypoprothrombinémie physiologique [74].

Chez ’Homme, comme chez le Chien, la transmission est autosomique récessive [74, 108].

2. Symptomes

Les premicres manifestations, chez 1’enfant, sont des saignements importants lors de la coupe du

cordon ombilical et des épistaxis. Chez I’adulte, comme chez le Chien, les signes cliniques sont
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moins importants : saignements au niveau des muqueuses et formation d’hématomes suite a des

traumatismes [74, 103].

3. Diagnostic

Le temps de prothrombine et le temps de thromboplastine partiellement activée sont allongés dans
le cas d’une déficience en prothrombine. Ses résultats sont associés a une diminution de I’activité
du facteur II et lors d’hypoprothrombinémie a une diminution de ’antigéne facteur II (FII:Ag). La
détermination de 1’activité de la prothrombine se fait soit par une méthode ELCA (Enzym-linked
coagulation assay) a partir de plasma monodéficient en prothrombine et de hautes concentrations
d’extrait de cerveau soit par une méthode colorimétrique en cinétique fondée sur le temps de
prothrombine dans laquelle le plasma est activé par de la thromboplastine humaine et du calcium en
présence d’un substrat chromogéne [74]. Les résultats de ces méthodes sont comparés entre animal

sain et animal atteint.

4. Traitement

Le seul traitement spécifique est I’apport de concentrés de prothrombine mais la plupart du temps

en pratique une transfusion de sang total ou de plasma sera réalisée [103].

C. DEFICIT EN FACTEUR VII

1. Définition et mode de transmission
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Une déficience héréditaire en facteur VII ou hypoproconvertinémie a été décrite pour la premicre
fois chez le Chien en 1962 chez un Beagle [58]. Depuis, elle a été identifiée chez plusieurs Beagles
aux Etats-Unis et au Royaume Uni dans des centres de recherche ou chez des particuliers [58].
L’anomalie a également été rapportée chez un chiot Alaskan Malamute [159], un chien croisé [145]
ainsi que chez un Alaskan Klee Kai [119].

La transmission se fait, chez I’Homme et chez le Chien, selon un mode autosomique
récessif (Figure 36) ; les hétérozygotes sont asymptomatiques et les homozygotes présentent

rarement des signes cliniques [34].

Figure 36. Pedigree d'une famille d'Alaskan klee kai atteinte de déficience en facteur VII [119

75%

Femelle mutante Idale rvtant Male porteur Femelle porteuse Femelle normale Idéle normal genolype not
Afs AL Gla GlA GIG GIG determined

Légende : les chiffres notés sous les symboles correspondent aux valeurs de
Pactivité du facteur VII (en %).
Une étude de Callan et collaborateurs a permis de caractériser le défaut génétique a 1’origine de
I’hypoproconvertinémie dans une famille de Beagle [34]. La comparaison des séquences d’ADN

des animaux sains et des animaux atteints a permis la mise en évidence d’une substitution d’une
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base guanidine en adénosine au niveau de 1’exon 5 a ’origine de la substitution de 1’acide aminé
glycine 96 en acide glutamique au niveau du domaine « epidermal growth factor-like ». Cette

mutation a également ¢été identifiée chez 1’ Alaskan Klee Kai [119].

2. Symptomes

Le facteur VII est un facteur direct d’activation du facteur X par la voie extrinséque qui est
probablement, chez le Chien, beaucoup moins importante que la voie intrinséque pour la formation
de prothrombinase, ce qui explique pourquoi la déficience en facteur VII est dépourvue de signes
cliniques la plupart du temps [183, 201]. Par contre, chez I’Homme, les malades présentent des
diathéses hémorragiques parfois trés séveres. Ainsi les signes cliniques associés dans les divers cas
incluent des épistaxis spontanés, des hématomes sous-cutanés, des saignements gastro-intestinaux et
génito-urinaires, des hémothorax [58] ou des hémarthroses (sans boiterie) [130]. C’est pourquoi la
maladie a été étudiée chez le Chien comme modéle de I’hypoproconvertinémie congénitale
humaine.

En effet, chez le Chien, la plupart des cas de déficience en facteur VII sont découverts de maniére
fortuite soit lors d’étude [181, 200] soit lors de bilan préchirurgical. Toutefois ont été rapportés :
des saignements persistants utérins et vaginaux chez une femelle Beagle [201, 221], une tendance a
la formation d’hématomes chez un Alaskan Malamute [159] ou des saignements persistants post-
chirurgicaux (orchidectomie) chez un chien croisé [145] ou post-traumatiques chez un Alaskan Kee
Kai [119].

Les malades semblaient prédisposés aux démodécies systémiques, les défauts extrinséques de la
coagulation fournissant un environnement idéal au développement des parasites [74]. Fogh a
rapporté également un cas de déficience en facteur VII acquise suite a une maladie hépatique et une

déficience en vitamine K [74].

3. Diagnostic
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Chez les chiens atteints, le temps de prothrombine était prolongé mais le test de Russell au venin de
vipére était normal. La mesure de I’activité du facteur VII a montré une baisse chez les chiens
atteints: 1 a 5 % par rapport a la normale pour les homozygotes et 35 a 65 % chez les
hétérozygotes. Les femelles gestantes présentaient une augmentation de la concentration en facteur
VII [].

Le dosage du facteur VII s’effectue soit par une méthode électro-immunologique utilisant la
précipitation du facteur en présence d’un anticorps anti-facteur VII marquée a I’iode 125 soit par
une méthode colorimétrique de coagulation liée & une enzyme (ELCA : Enzym-linked coagulation
assay) ou le plasma du chien a tester est mis en présence d’un plasma déficient en facteur VII et
utilisant le facteur III comme activateur [74]. Ces deux tests nécessitent des comparaisons avec des
plasmas de chiens normaux.

Les laboratoires américains PennGen (http://research.vet.upenn.edu/penngen) et VetGen

(www.vetgen.com) disposent aujourd’hui de test génétique pour cette maladie pour I’ Alaskan Klee

Kai, le Beagle et le Lévrier Ecossais. Le laboratoire VetGen propose en plus des tests génétiques

pour I’ Airedale Terrier et le Schnauzer géant.

4. Traitement

Le traitement des saignements incluent des contrdles locaux (compression, sutures, cauthérisation)
mais ’administration de plasma frais ou surnageant de cryoprécipités peut parfois étre nécessaire.
La demi-vie du facteur VII étant courte (4 a 6 heures), des transfusions répétées sont souvent
requises pour arréter les hémorragies.

En médecine humaine sont utilisés aujourd’hui des recombinants activés du facteur VII (rFVIla) a
une dose de 20 pg/kg mais la demi-vie du rFVIla n’est que de 3 heures par conséquent des
administrations répétées sont nécessaires toutes les 4 a 6 heures. L’administration de dose allant de
52430 pg/kg chez des Beagles a permis une normalisation du temps de prothrombine [226]. Le colit
reste pour le moment trés important (1 300 $ pour 1 a 2 mg) pour remplacer les transfusions de

plasma en médecine vétérinaire [119].

D. DEFICIT EN FACTEUR X

1. Définition et mode de transmission
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La déficience congénitale en facteur X a été décrite chez I’Homme pour la premicre fois en 1956
mais c¢’est une maladie qui reste trés rare (décrite dans une cinquantaine de familles) [63]. Chez le
Chien, elle est décrite chez le Cocker Américain [63] et le Jack Russell Terrier [54] ; quant aux
chats le premier cas décrit date de 1997 [85].

Les ¢études réalisées sur les pedigrees des chiens atteints a montré un mode de transmission
autosomique dominant a pénétrance incompléte contrairement a ce qui se passe chez ’Homme ou
chez le Chat ou la transmission est de type autosomique récessive [54]. Chez ’Homme, le géne a
¢été localisé sur le chromosome 13 en position 13q34 et contient 9 exons ; de nombreuses mutations
ont été mises en évidence pour expliquer la diminution d’activité du facteur X. Le déficit d’activité
en facteur X semble s’expliquer plutét par une dysfonction de ce facteur que par une déficience

[54].

2. Symptoémes

Des saignements modérés a excessifs ont été rapportés lors de diverses interventions chirurgicales
(coupe de queue, ovariohystérectomie). Des saignements ont également été rapportés chez le chiot
lors de I’éruption des dents définitives ; d’autre part la période de néonatalité apparait étre une
période a risque avec un taux de mortalité important. Les manifestations cliniques chez le Chien
comprennent d’une part des saignements fréquents et d’autre part des conséquences des
saignements : distension abdominale, ecchymoses, anémie [54]. Chez le Chat, ce sont des
convulsions qui ont ¢été le signal d’appel celles-ci ayant été a posteriori mises en relation avec des
hémorragies intracraniennes ; toutefois aucun autre cas clinique n’a été rapporté ce qui ne permet
pas de conclure quant a I’importance de ce signe clinique dans le déficit en facteur X, méme si, chez
I’Homme, sont décrites également des hémorragies intracraniennes chez des enfants atteints de ce
déficit. D’autre part, le chat étudié n’a pas présenté de saignements importants lors de la castration
mais des hématomes supra-orbitaires bilatéraux et des pétéchies au niveau de la muqueuse buccale
ont été rapportées [85].
3. Diagnostic
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Le factor X intervenant dans la voie commune de la coagulation, son déficit affecte les voies
intrinséques et extrinséques de la coagulation, ce qui se traduit par une augmentation des temps de
céphaline activée et de Quick. La mesure de ’activité du facteur X montre une baisse de cette
activité (3 a 13 % dans 1’étude de Cook et collaborateurs, en 1993, et inférieure a 2 % chez le chat
atteint de ce déficit [54]). Des déficits acquis isolés du facteur X ont été décrits chez I’Homme dans
des cas d’amyloidose systémique, d’infection (notamment de I’appareil respiratoire), de néoplasie
(carcinome rénal) ou lors de I’administration de certains médicaments, mais cela n’a jamais été

décrit chez les carnivores domestiques [54, 85].

4. Traitement

Le traitement des saignements prolongés consiste a transfuser 1’animal selon les régles vues
précédemment. L’ajout de vitamine K ne permet pas de traiter le déficit et ne présente donc pas

d’intérét [54].

E. DEFICIT EN FACTEUR XI

1. Définition et mode de transmission

Le déficit en facteur XI a été décrit chez ’Homme pour la premiere fois en 1953 par Rosenthal chez
un homme et ses deux ni¢ces présentant des saignements importants lors d’extraction dentaire [77].
Le déficit en facteur XI a alors été appelé hémophilie C. La maladie est a transmission autosomique
récessive et est de fréquence rare (1 cas sur 1 000 000 d’apres Fujikawa [77]) mais dans certaines
ethnies comme les juifs Ashkenazi elle peut atteindre 12 %. De nombreuses mutations (plus d’une
centaine d’apres Fujikawa [77]) ont été décrites a ce jour [236]. Pour la majorité des patients
atteints de déficience en facteur XI, la baisse d’activité du facteur XI est due a une baisse de la
concentration de la protéine plutét qu’a une protéine dysfonctionnelle (seulement trois cas décrits
dans la littérature [209]). Les patients hétérozygotes ont généralement des déficits partiels (25 a 50
% d’activité par rapport a la normale [74] et sont asymptomatiques.

Chez le Chien, la premicre description a été faite en 1971 par Dodds dans une famille de Springers

spaniels [183]. Depuis la déficience a été rapporté chez le Kerry Blue Terrier [124, 207] et le
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Montagne des Pyrénées [189]. Le mode de transmission semble étre autosomique récessif chez le
Kerry Blue Terrier [124].

La maladie est également présente chez le Chat [209] et chez les bovins [161]. Par contre la
déficience en facteur XI est physiologique chez la tortue, la poule et le canard [74].

La mutation causale a été identifiée chez le Kerry Blue Terrier. Il s’agit de I’insertion d’un élément

SINE (Short Interspered Nuclear Element) dans I’exon 7 du géne codant pour le facteur XI [207].

2. Symptomes

Chez ’Homme, la déficience en facteur XI n’induit que rarement des hémorragies spontanées mais
plutot des saignements importants suite a une chirurgie ou un traumatisme. Les diathéses
hémorragiques peuvent étre bénines comme trés séveres et se caractérisent par des épistaxis, des
ménorragies, des saignements prolongés suite a des extractions dentaires ou tout autre opération
chirurgicale.

Chez le Chien ont été rapportés des épistaxis, des hématuries et des formations spontanées
d’hématomes (qui se résolvent spontanément). Le premier cas rapporté, chez une femelle Springer
Spaniel, I’a été suite a des saignements majeurs suite a une ovariohystérectomie [124].

Troxel et collaborateurs, en 2002, ont décrit chez une chatte de 6 mois des saignements majeurs
suite a la stérilisation (hématome en regard de la plaie) et a 1I’éxerése des griffes. Ce méme animal a

présenté un hématome important sur une patte suite a un saut [209].

3. Diagnostic

La mesure des temps de coagulation montre un allongement du temps de thromboplastine
partiellement activée associé a un temps de prothrombine normal indiquant un trouble de la voie
intrinséque de la coagulation. La mesure de I’activité du facteur XI chez le Chien montre alors des
valeurs inférieures a 10 % chez les homozygotes et comprises entre 25 et 50 % chez les
hétérozygotes [74]. La mesure de I’activité se fait par une méthode dérivée du temps de
thromboplastine partiellement activée (systéme colorimétrique en cinétique) a 1’aide de plasma

bovin déficient en facteur XI [74].
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Le laboratoire américain PennGen (http://research.vet.upenn.edu/penngen) dispose aujourd’hui

d’un test génétique pour le deficit en facteur XI dans la race Kerry Blue Terrier.

4. Traitement

La transfusion de plasma frais ou réfrigéré reste la méthode de choix pour controler les
hémorragies. Méme si Knowler et collaborateurs, en 1994, ont montré que 3 mois apres la
transfusion, chez le Chien, aucun anticorps inhibant le facteur XI n’était présent, ce phénomene est
largement décrit chez I’Homme [124, 208]. La longue demi-vie du facteur XI (30 a 84 heures)
permet d’espacer les transfusions [124]. Enfin le surnageant de cryoprécipités peut étre utilisé pour

créer des concentrés de facteur XI qui pourront alors remplacer les transfusions de plasma [124].

F. DEFICIT EN FACTEUR XII

1. Définition et mode de transmission

Le déficit congénital en facteur XII ou d’Hageman a été décrit pour la premicre fois chez I’Homme
en 1955 [88]. La premiére description de ce déficit chez le Chat date de 1959 mais la caractérisation
par des ¢études de laboratoire est arrivée 20 ans plus tard chez un chat domestique [88]. Des cas ont
depuis été rapportés chez des chats domestiques et des chats croisés siamois en Angleterre et aux
Etats-Unis [62, 138]. Il s’agit du trouble héréditaire de la coagulation plasmatique le plus fréquent
chez les chats domestiques avec I’hémophilie A [21]. Une étude retrospective réalisée aux Etats-
Unis entre 1998 et 2004 a montré un ratio entre les cas de déficit en facteur XII et ’hémophilie A et

B respectivement de 2:1 et de 4:1 [22].

Le déficit en facteur XII est, le plus souvent, de transmission autosomique récessive (Figure 37)
[22]. Ainsi les porteurs hérérozygotes ont une activité du facteur de Hageman comprise entre 20 et
50 % alors que les homozygotes ont une activité inférieur a 1 %. Seul 10 % des malades présente
une protéine détectable immunologiquement indiquant que le déficit en facteur XII est un déficit

quantitatif [22].
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Figure 37. Pedigree d’une famille de chat déficient en facteur XII [122]
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L’étude du pédigree présentée en figure 37 a montré qu’aussi bien les males que les femelles étaient
touchés ce qui montre que la transmission est autosomique. D’autre part, lorsqu’un des parents
présentaient un déficit majeur dans 1’activité en facteur XII, les enfants présentaient un déficit
moyen. Ainsi on a pu également conclure que, comme chez I’Homme, 1’all¢le anormal était récessif
[170].

Le géne humain codant pour le facteur XII a été localisé que le chromosome 5 en position 5q35.
Les analyses moléculaires du géne pratiquées chez les malades ont montré que dans la plupart des
cas les mutations incriminées correspondaient a des changements de base ponctuels qui induisent la

synthése de protéines anormales [100].

2. Symptomes :

La découverte d’un déficit en facteur XII est dans la plupart des cas fortuite suite a un bilan sanguin
de routine. En effet, bien que le déficit provoque des altérations marquées sur les tests in vivo, les
chats atteints ne présentent ni saignements spontanés ni saignements excessifs suite a un
traumatisme ou une chirurgie. Les différences entre la génération physiologique de la fibrine et les
réactions in vitro de la voie intrinseque expliquent ce paradoxe [22]. Il semblerait que 1’absence de
troubles cliniques soit due au réle de la thrombine dans ’activation du facteur XI ; en effet la petite
partie de thrombine activée par la voie extrinseéque suffirait & compenser le déficit en facteur XII
[100]. Le déficit en facteur XII se distingue donc des autres déficits héréditaires par son absence

d’expression clinique.

Le tableau 15 montre que, contrairement a I’hémophilie A ou B, la découverte de ce déficit se fait
aussi bien chez les males et les femelles et est en moyenne de découverte beaucoup plus tardive,
ceci a cause de 1’absence de manifestation clinique. Les races les plus touchées sont principalement
les chats domestiques (pres de 75 %) mais la race Siamoise semble particuliérement sensible

¢galement [100].
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En raison des effets du facteur XII sur les réactions inflammatoires et immunitaires, il apparait
qu’avant 1’age de 4 mois, les chatons atteints du déficit en facteur XII sont plus sujets aux infections

bactériennes que les chatons indemnes [123].

Tableau 15. Signalement de 51 chats présentant des déficiences héréditaires

en facteur de la coagulation [22]

Age (années)

Déficit Nombre de chats Sexe lors du Races touchées
diagnostic
20 CDC”
2 CDL’
18 femelles ) )
Facteur XII 30 3(0,5-16) 6 Siamois
12 males

1 Himalayen

1 race inconnue

11 CDC”
Hémophilie A 13 13 males 0,75 (0,3-10) 1 Birman

1 race inconnue

5CDC’

. 1 CDL’
Hémophilie B 8 8 males 0,5 (0,5-3)
1 Persan

1 Himalayen

Légende : CDC = Chat Domestique a poils Courts ; CDL = Chat Domestique a
poils Longs.

3. Diagnostic :

Le diagnostic de ce déficit se fait tout d’abord par la mise en évidence d’un allongement du temps
de céphaline activée accompagnée d’une mesure de temps de prothrombine normale. Ces résultats
sont caractéristiques d’un déficit de la voie intrinséque de la coagulation. Une diminution de

I’activité du facteur XII permet alors de caractériser la déficience en facteur d’Hageman (activité
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inférieure a 2 % de ’activité normale) si aucun inhibiteur du facteur XII n’est mise en évidence.
Pour cela un mélange 1:1 entre le plasma du patient et le plasma d’un animal sain doit amener a une
normalisation des temps de coagulation ; c’est la seule méthode permettant un diagnostic définitif
de déficit. Pour mesurer ce déficit, Kier et collaborateurs ont utilisé une méthode dérivée de la
procédure de Rapaport en utilisant un plasma humain déficient en facteur XII a la place d’un plasma
humain déficient en facteur XI. Pour réaliser une courbe de calibration, ont été utilisés les plasmas
de cinqg chats normaux dilués au 1:10, au 1:50, au 1:100 et au 1:200 a I’aide d’une solution saline
phosphatée tamponnée. Ensuite 0,1 mL de la solution ont été ajoutés a 0,1 mL de plasma humain
déficient en facteur XII avant que le mélange soit incubé pendant 6 minutes avec 0,1 mL de
céphaline-kaolin. La mesure du temps de coagulation a démarré aprés 1’ajout simultané de 0,1 mL
de MCaCl, et d’une sonde de fibrométre de volume égal a 0,4 cm’. La mesure s’arréte quand le
fibrometre détecte la formation de fibrine. La dilution du plasma de Chat normal au 1:10 est utilisée
pour déterminer 1’activité de 100 % [123].

Attention toutefois au cas de multiples déficits en divers facteurs, la présence d’un déficit en facteur

XII seul ne permettant pas d’expliquer la présence de saignements prolongés.

4. Traitement

Les chats déficients en facteur XII ne nécessitent pas de traitement particulier tel qu'une transfusion
suite @ une chirurgie ou un traumatisme, I’hémostase se réalisant normalement. Brooks et
collaborateurs ont rapporté¢ 9 cas de chats stérilisés qui n’ont présenté¢ aucun trouble durant la

chirurgie malgré leur déficit [22].

G. DEFICIENCE EN PREKALLIKREINE
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1. Définition et mode de transmission

La déficience en prékallikréine ou facteur de Fletcher a été¢ décrite pour la premiére fois chez
I’Homme par Hataway en 1965. C’est un désordre héréditaire extrémement rare de transmission
autosomique récessive [1].

Chinn et collaborateurs rapportent en 1986 un cas de déficience en prékallikréine chez un Caniche

de 14 ans [47].

2. Symptomes

En absence de facteur Fletcher, le facteur XII est activé plus lentement (environ 100 fois moins vite
que normalement [47]). Ainsi la plupart des patients atteints d’une déficience ne présentent aucune
manifestation clinique de la maladie. Des thromboembolies ont néanmoins été rapportées chez
certaines personnes [1].

Dans le cas décrit dans 1’espéce canine, la chienne présentait une hématurie chronique [47]. A la
vue des examens pratiqués, seule une déficience en prékallikréine semblait expliquer les
symptomes. L’étude n’a pas permis de conclure sur I’origine héréditaire ou congénitale de la

maladie de cet animal.

3. Diagnostic

Les patients atteints présentent un temps de saignement normal, un temps de prothrombine normal
mais un prolongement important du temps de thromboplastine partiellement activée. Ces résultats
sont similaires a ceux obtenus pour une déficience en facteur XII. Hors une mesure directe de
I’activité de la prékallikréine ou un dosage de 1’antigéne n’est pas faisable a 1’heure actuelle en
routine ; une déficience en prékallikréine est donc a considérer chez tous les patients
asymptomatiques présentant un allongement du temps de thromboplastine partiellement activée
avec une activité du facteur XII dans les normes usuelles. L’incubation a 37°C du plasma du patient

atteint mélangée au plasma d’un patient sain avec un rapport 1:1 normalise les temps de coagulation

[1].
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4. Traitement

Aucun traitement n’est nécessaire méme en prévention avant une chirurgie a la vue des symptomes

mineurs causés par la maladie.

H. COAGULOPATHIE CONGENITALE DEPENDANTE DE LA VITAMINE K

1. Définition et mode de transmission

a. Définition

Le déficit héréditaire en facteurs de coagulation dépendant de la vitamine K est caractérisé par une
diminution de I’activité des facteurs II, VII, IX et X et des protéines anticoagulantes C, S et Z. Trés
peu de cas ont été décrits chez ’Homme. La maladie se transmet selon le mode autosomique

récessif [100].

Des cas de cette coagulopathie ont été observés chez le Chat, dans des familles de Rex Devon [140,
146]. L’étude du pedigree des animaux a laissé penser a une transmission autosomique mais le
mode exact de transmission reste encore a clarifier. D’aprés Littlewood, Dodds avait décrit une
coagulopathie du méme type dans une famille de Boxer en 1981 [140]; ces chiens présentaient une
sensibilit¢ majeure a la warfarine suggérant un métabolisme anormal de la warfarine ou une
impossibilité d’utiliser la vitamine K pour synthétiser les facteurs de coagulation dépendants d’elle.
Plus récemment, Mason et collaborateurs, en 2002, ont décrit un cas chez une femelle Labrador

Retriever de 1 an [152].

b. Me¢étabolisme de la vitamine K
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Le foie synthétise les facteurs de coagulation dépendants de la vitamine K (VKD) sous une forme
non mature. La y-carboxylase convertit les groupements acide glutamique des facteurs VKD en
glutamate y-carboxylée ce qui les rend actifs par la genése d’un module liant le calcium, permettant
ainsi la liaison aux phospholipides anioniques. Pour cette réaction, la y-carboxylase utilise la
vitamine K réduite (KH,) comme cofacteur ; KH, est alors oxygénée en vitamine K époxyde (KO).
Le recyclage de KO est alors assuré par la vitamine K époxyde réductase, cible des thérapies
anticoagulantes des dérivés coumarinés (warfarine), qui bloque alors la régénération de KH2. La
vitamine K 2,3-époxyde réductase et la y-carboxylase sont deux enzymes membranaires appartenant
au réticulum endoplasmique et les facteurs VKD sont modifiés durant leur sécrétion par la cellule

(Figure 38) [96].

Figure 38. Métabolisme de la vitamine K

FOIE
Précurseur VED activés
des VED (1L VIL L XD
gamma-carboxylase
Vitamine K Vgtﬂ:‘“n;:{
hydroguinone prox
(KH2) (B
Réductase “%I;:E“w
dépendant du NADP
Vitamine K
guinone
SOURCE

Légende : cette figure montre les diverses réactions du métabolisme de la
vitamine K. Les enzymes permettant ces réactions sont encadrées.
La nécessité de ces deux enzymes permet d’expliquer qu’un déficit congénital de I’une ou de 1’autre

entraine une déficience en VKD.
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c. Mutations

Les mutations surviennent soit sur le géne codant pour la y-carboxylase soit sur le géne codant pour

la vitamine K 2,3-époxyde réductase.

a. y-Carboxylase

Chez I’'Homme, le géne codant pour la y-carboxylase est situé sur le chromosome 2 en position
2p12. 11 s’étend sur environ 15 kilobases et contient 15 exons [155]. Des mutations sur ce géne ont
¢été rapportées notamment par Spronk et collaborateurs en 2000 ou Darghouth et collaborateurs en
2006 [59, 199]. Littlewood et collaborateurs, en 1995, ont mesuré 1’activité¢ de la vitamine K 2,3-
époxyde réductase et de la y-carboxylase chez des chats atteints et ont montré que 1’activité de la y-
carboxylase était réduite a 16 % de D’activité normale ce qui serait fortement en faveur d’un
probléme sur le gene codant pour cette enzyme [140].

Soute et collaborateurs avaient confirmé le déficit en y-carboxylase dés 1992 [198].

p. Vitamine K 2,3-époxyde réductase

Le geéne codant pour la vitamine K 2,3 époxyde réductase est situ¢ sur le chromosome 16 en
position 16p11.2. Chez I’Homme, il comprend environ 5 kilobases et contient 3 exons.
Des mutations ont été décrites chez ’Homme dans ce geéne et ont été rapportés dans la base de

données de ’OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) [175].

2. Symptomes

L’¢tude de Madison portant sur 3 Rex Devons en Australie a révelé [146] :
- Le premier chat était une femelle de 20 semaines présentant un hématome sur la face
médiale du coude gauche ainsi qu’une hémorragie de la conjonctive droite. Un de ses fréres
de portée était mort 3 semaines apres un €pisode hémorragique ; son autopsie a révélé des

hémorragies de la vessie, de 1’aire sous lombaire, du canal pelvien et du périnée,
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- Le deuxiéme animal était un chat male de 13 mois présentant une 1éthargie et une anorexie.
Les examens sanguins ont montré une anémie mineure. Sa santé s’est détériorée en 24
heures et les radiographies du thorax ont révél¢ la présence de liquide intrathoracique. Cent
millilitres de sang en nature ont alors été ponctionné. Une de ses demi-sceurs était morte
brutalement quelques mois plus tot; son autopsie a révélé la présence massive de sang
intrathoracique non coagulé 6 heures apres la mort sans trace de traumatisme,

- Le troisiéme chat était une sceur de portée du premier chat dont les résultats d’analyse ont
montré des valeurs identiques a celles des chats atteints mais cette chatte n’a jamais présenté
de signes cliniques.

Chez les chats atteints, des hématomes au niveau des sites de ponction veineuse peuvent se former
aussi suite aux divers prélévements sanguins.

Littlewood et collaborateurs, en 1995, ont rapporté le cas d’un chat male Rex Devon de 4 ans
présentant une hémorragie persistante suite a une castration 48 heures auparavant : le scrotum était
distendu et du sang s’écoulait par la plaie. Des boiteries occasionnelles de ’antérieur gauche ont
alors ét¢ décrites par les propriétaires. Un autre chat ayant la méme grand-mere est décédé des

suites de complications hémorragiques aprés une chirurgie de I’abdomen [140].

Chez le Chien, Mason et collaborateurs, en 2002, ont décrit une chienne Labrador Retriever de 1 an
présentant des saignements intermittents depuis la naissance. A 1’age de 7 mois un hématome est
apparu spontanément sur la ligne du dos et s’est résolu de lui-méme en 2 semaines. Le second
¢épisode a eu lieu suite a la stérilisation de la chienne, et des saignements ont persisté sur le site
opératoire. Une laparotomie a permis de déterminer que le sang provenait du foie et non pas du site
d’ovariohystérectomie [152].

Chez I’Homme, des hémorragies intracraniennes parfois fatales sont décrites dans les premieres
semaines de vie, en plus des diathéses hémorragiques rencontrées comme dans tout trouble de la

coagulation [100].

3. Diagnostic
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Les temps de prothrombine et de thromboplastine partiellement activés sont modérément a
fortement prolongés. L’étude de D’activité des divers facteurs de la coagulation montre une
diminution marquée des facteurs II, VII, IX et X. Lors d’épisodes hémorragiques aigiis, une anémie
peut se mettre en place. L’age n’est pas un critére diagnostique fiable puisque les signes cliniques
peuvent survenir tardivement dans la vie de I’animal.

Avant de parvenir a suspecter un trouble héréditaire, il convient de vérifier toutes les causes de
réduction de D’activité des facteurs de coagulation dépendant de la vitamine K telles que les
maladies hépatiques, la malassimilation des graisses (la vitamine K étant liposoluble, il faut une
bonne assimilation des graisses pour permettre une absorption de vitamine K) ou les poisons
(rodenticides, certains antibiotiques, salicylates).

Afin de déterminer si la maladie provenait d’un défaut de la y-carboxylase ou de la vitamine K 2,3-
époxyde réductase, Littlewood et collaborateurs ont rapporté que des biopsies hépatiques sur des
chats atteints ont été réalisées et n’ont montré aucune élévation de la quantité de vitamine K
époxyde ce qui signifiait que 1’activité de la vitamine K 2,3-époxyde réductase était normale [140].
La mesure de I’activité de la y-glutamyl carboxylase a montré une valeur égale a 16 % de la valeur
normale. Les taux d’ARN,, des deux enzymes pouvaient aussi étre des marqueurs de I’atteinte chez
le Labrador Retriever étudié [152].

Une autre méthode permet de différencier les deux atteintes. La complémentation en vitamine K,
sur le long terme permet de compenser le déficit de la vitamine K 2,3-époxyde réductase. En effet
lorsque cette enzyme est inhibée, la réductase dépendante du NADP permet la génération de KH2 a
partir de la vitamine K provenant de l’alimentation. Aussi des temps de coagulation toujours
prolongé malgré un apport chronique de vitamine K permettait de suspecter fortement un déficit en
y-carboxylase [140].

Enfin un défaut de la vitamine K 2,3-époxyde réductase est confirmable par des mesures des

quantités plasmatiques de vitamine K et de KO avant et apres traitement par la vitamine K.

4. Traitement
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Une transfusion de sang ou plasma est souvent nécessaire pour juguler I’hémorragie en urgence. Un
traitement oral avec de la vitamine K1 a la dose de 2 a 10 mg quotidiennement a permis de stopper
les saignements chez les 3 chats de I’étude de Maddison et collaborateurs en 1990 [152].
L’administration intramusculaire ou sous-cutanée de vitamine K est a éviter afin d’éviter la
formation d’hématomes ; une dose initiale en intraveineux peut néanmoins s’avérer intéressante
[140].

En médecine humaine, ’utilisation de PPSB (riche en facteurs II, VII, IX et X) remplace les

transfusions de sang ou de plasma [59].

I. DEFICIENCES HEREDITAIRES NON DECRITES CHEZ LES CARNIVORES
DOMESTIQUES

1. Parahémophilie

La parahémophilie, ou déficience en facteur V ou maladie d’Orwen, est une maladie héréditaire
identifiée pour la premiére fois en 1943 en Norveége par Orwen et qui présente aujourd’hui une
incidence d’un cas pour 10° chez ’'Homme. La maladie se transmet de maniére autosomique
récessive [224]. Les bases moléculaires de la déficience n’ont pas étre déterminées que dans
quelques cas [2]. A ce jour, aucun cas de parahémophilie n’a été décrit chez I’animal.

Les diathéses hémorragiques causées par la parahémophilie sont de gravité moyenne a trés

importante [5].

2. Déficit en facteur XIII

a. Définition et mode de transmission

Le déficit congénital en facteur XIII a été découvert par Duckert et collaborateurs, en 1960 [156].
C’est une affection héréditaire a transmission autosomique récessive. A I’heure actuelle, aucun cas

de déficit congénital en facteur XIII n’a ét¢ décrit chez les carnivores domestiques.

213



L’hémorragie ombilicale a la naissance est la manifestation la plus précoce, la plus fréquente (87 %
des cas recensés) et la plus caractéristique de la maladie. En plus des diathéses hémorragiques, la

maladie est caractérisée par une anomalie de la cicatrisation des plaies [156].

3. Flaujeac trait

La déficience en kininogeéne de haut poids moléculaire ou Flaujeac trait (appelé encore Fitzgerald
trait ou Williams trait) a été décrite pour la premiére fois par Lacombe en 1975 sur une femme
frangaise asymptomatique née d’un mariage consanguin. Des observations ont permis de suspecter
une transmission autosomique récessive de la maladie est suspecté [225].

Les patients sont asymptomatiques et la découverte de la déficience est toujours fortuite.

Les tableaux 16 et 17 résument les caractéristiques cliniques et génétiques des troubles héréditaires

de la coagulation décrits précédemment.

I1 est a noter qu’a ce jour aucun cas de thrombophilies héréditaires n’a été décrit chez un carnivore

domestique alors qu’elles sont systématiquement recherchées en cas de thrombose chez I’Homme.
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Tableau 16. Bilan d'hémostase standard en fonction du trouble héréditaire de la coagulation

Temps de .
Maladie T.e mps de thromboplastine Temps d‘e Temps de thrombine Terr}p‘s de venin de
saignement . ., prothrombine vipére Russell
partiellement activée
Déficit en fibrinogéne Normal Augmenté Augmenté
Déficit en prothrombine Normal Augmenté Normal Augmenté
Parahémophilie Augmenté Augmenté Augmenté
Déficit en facteur VII Normal Augmenté Normal Normal
Hémophilie A Normal Augmenté Normal Normal
Hémophilie B Normal Augmenté Normal Normal
Déficit en facteur X Augmenté Augmenté Normal Augmenté
Déficit en facteur XI Augmenté Normal Normal
Déficit en facteur XII Augmenté Normal Normal
Déficit en facteur XIII Normal Normal Normal
Déficit en prékallikréine Augmenté Normal Normal
Déficit en HWK Augmenté Normal Normal
Coagulopathie
dépendante de la Augmenté Augmenté
vitamine K

Tableau 17. Troubles héréditaires de la coagulation (1€ére partie)
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. Especes (races) Mode de Mutations A .
Mala . .. mptom Traitement
die atteintes® transmission | CN/CT Symptomes tteme
. Autosomique . .,
, . . \ B ) , . r . JEY T f D) S ’
Déficit en fibrinogéne CN (Saint eI.‘.nard récessif/ ? Hémorragies sévéres ranstusion, cryopreet pites
Colley, Barzof), H . concentré de fibrinogéne
dominant ?
y e - . : épistaxis, sai t . ,
Déficit en Autosomique Jeun;s cpIstaxis, salgnements Transfusion, concentrés de
. CN (Boxer), H . . ? ombilicaux )
prothrombine récessif ) . prothrombine
Adulte : contusions
Parahémophilic H Aut(’)som.ique S:aignements modérés a rarement Transfusion
récessif séveres
CN (Beagle, Alaskan Autosomique | Substitution Transfusion, rVIla,
Déficit en facteur VII | malamute, Alaskan dominarcllt exon 5 Saignements modérés surnageant de
Klee Kai, croisé), H cryoprécipités, PPSB
Inversion Transfusion, cryoprécipités
CN (nombreuses v US1on, Cryoprecipuies,
, Cr1is intron 22 . i N s (concentrés de facteur VIII),
. - races), CT Récessif li¢ a Saignements modérés a séveres
Hémophilie A \ (Setter - . . rVIla, (danazol), DDAVP
(nombreuses races), I'X dont hématomes, hémarthroses . .
Schnauzer) Génothérapie
H .
? Transplantations
Epistaxis, hémorragies sous- . s
\ .S Transfusion, cryoprécipités,
CN (nombreuses . U cutanées et articulaires, .
. - Récessif lié a . . . concentrés de facteur IX,
Hémophilie B races), CT (quelques nombreuses | manifestations modérés dans les

races), H

I'X

petites races et séveres dans les
grandes races

PPSB
Génothérapie

Tableau 18. Troubles héréditaires de la coagulation (2€me partie)
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. Especes (races) Mode de Mutations A .
Maladie atteintes® transmission CN/CT Symptomes Traitement
Autosomique
s N k k dominant a . h N o .
Déficit en facteur X CN (Cocker, Jac ominant a ? Saignements modérés a séveres | Transfusion, PPSB
Russell), CT, H pénétrance
incompléte
CN (Springer spaniel, . e
. . t t .
s Kerry Blue terrier, Autosomique SINE dans C(?n USIONS, CPIStaxis, Transfusion, surnageant de
Déficit en facteur XI . . , ménorragies, saignements s
Montagne des récessif I’exon 7 importants en post-chirureical cryoprécipité
Pyrénées), CT, H P P &
Déficit en facteur XII CN (Caniche nain), Aut(,)som}que ? Aucun symptome Aucun traitement nécessaire
CT, H récessif
Déficit en facteur Autosomique Hémorragie ombilicale Transfusion, concentré de
XIII récessif Saignements modérés a séveres | facteur XIII
Déficit en . Autosomique o . \ .
e en | CN (Caniche), H ute qu ? Aucun symptome Aucun traitement nécessaire
prékallikréine récessif
o Aut i A . , .
Déficit en HWK H urzzggslilgue Aucun symptome Aucun traitement nécessaire
lopathi . i ts i tant .
Cf)agu opathie CN (Labrador), Autosomique Sa} ghements Tmportans Transfusion, PPSB
dépendante de la . . ? (hémorragies intracraniennes o
. CT(Devon Rex), H récessif ? - Vitamine K1
vitamine K parfois létales)

* CN = chien, CT = chat, H = Homme

217




CONCLUSION

Les troubles héréditaires de 1I’hémostase sont des maladies dont les conséquences mettent
fréquemment en jeu la vie de I’animal. Il convient donc a la médecine vétérinaire de proposer des
méthodes de diagnostic plus faciles et plus accessibles mais aussi des traitements de plus en plus
efficaces. Chez les carnivores domestiques, la prévalence des signes cliniques évocateurs d’un état
d’hypocoagulabilité est trés éloignée de la prévalence réelle ; de la méme maniére la recherche de
causes génétiques suite a des épisodes de thrombose, ne se fait pas encore chez I’animal. Ainsi il est
trés délicat, a I’heure actuelle, en médecine vétérinaire, de mettre en place des programmes de lutte
vis-a-vis des troubles héréditaires de 1’hémostase devant la difficulté de mise en évidence de ces
maladies et surtout la difficulté d’accés aux méthodes de diagnostic. En effet les études de
I’hémostase en médecine humaine montrent qu’une multitude de maladies sont possibles pour
expliquer ces désordres hémostatiques et les méthodes de diagnostic restent des méthodes délicates

et trés couteuses.

Pour autant, le contréle de ces maladies évolue de maniére importante et la gestion notamment des
animaux hémophiles, est devenue plus facile. L’étude des génes canins et félins laissent augurer de
nombreuses possibilités de traitement pour ces maladies d’autant plus que le chien est devenu un
modele d’étude trés prisé pour la compréhension des maladies humaines. A 1’avenir il faut
s’attendre trés certainement a la description de nouvelles maladies génétiques chez les carnivores
domestiques suite a I’étude de leur génome mais surtout a des avancées significatives voir a la
démocratisation des thérapies géniques. Toutes ces ¢évolutions dans la compréhension de
I’hémostase animale serviront surement a mieux aborder et traiter les maladies similaires chez

’Homme.
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ANNEXE 1

REALISATION PRATIQUE D’UNE TRANSFUSION SANGUINE CHEZ LE CHIEN D’APRES
107

I. Le donneur

- Choix du donneur :
= Animal de grand taille (supérieur a 30 kg), calme et docile, en parfaite santé (un suivi
régulier par un vétérinaire est nécessaire) et correctement vermifugé
- Réalisation d’un test rapide d’agglutination sur lame qui doit s’avérer négatif

II. Le prélévement

Sang prélevé sur animal vigile ou légérement tranquillisé (acépromazine)

- Pose d’un cathéter jugulaire dans des conditions d’asepsie

Quantité a prélever : environ 500 mL pour un chien de 30 kg — plus généralement seule la
quantité nécessaire sera prélevée selon le calcul :

Q (Quantité a prélever) = Poids X 88 X (Hct voulu — Hct receveur) / Het donneur

[Hct = hématocrite]

Recueil du sang sur une poche en plastique contenant un anticoagulant (citrate phosphate a
raison de 63 mL pour 450 mL de sang)
- Conservation a 4°C possible pendant 21 jours et moins de 9 heures a température ambiante

III. Injection au receveur

1) Pose d’un cathéter intraveineux de gros calibre

2) Administration de 5 a 10 mL/kg/heure et jusqu’a 20 mL/kg/heure chez un animal
hypovolémique

3) Nécessité d’un monitoring pendant la transfusion (ECG, température rectale, mesure de
la quantité d’urine émise)

4) Probléme de compatibilité¢ sanguine uniquement chez les animaux polytransfusés

5) Ralentir la vitesse de perfusion en cas de vomissements

IV. Risques transfusionnels

- Immédiat : prurit, érythéme, urticaire = choc anaphylactique / fiévre / choc endotoxinique /
tachycardie / cedéme pulmonaire
- En cas d’accidents arréter la transfusion et traiter les symptomes
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ANNEXE 2

Tableau 19. LISTE DES TESTS GENETIQUES DISPONIBLES CHEZ LES CARNIVORES

DOMESTIQUES POUR LES MALADIES DE L’HEMOSTASE (DECEMBRE 2008)

Maladie Races concernées Laboratoire
) Animal Health Trust
Setter Irlandais feu et blanc (Grande Bretagne)

Terrier Australien, Berger Shetland, Scottish
Terrier, Caniche, Epagneul Papillon,

Genetic Technologies

Manchester Terrier, Doberman, Bouvier Limited (Australie)
: Bernois
M@?ﬁfbfaen\éon Caniche, Pinscher, Scotti'sh Terrier, Laboklin (Allemagne)
(tous types) Shetland, Manchester Terr%er, Drahtgar
Pinscher, Kerry Blue Terrier, Bouvier
Bernois, Welsh Corgi, Epagneul Papillon,
Bouvier Bernois, Coton de Tuléar, Caniche,
Drahtaar, Pointer, Kooiker Hollandais, VetGen (USA)
Scottish Terrier, Berger Shetland, Epagneul
a Perdrix de Drente, Chien d’ Arrét Frison
e Alaskan Klee Kai, Beagle, Lévrier Ecossais PennGen (USA)
Déficit en facteur . . .
VII Airedale Terrier, Alaskan Klee Kai, B.eagle, VetGen (USA)
Schnauzer Géant, Lévrier Ecossais
Deéficit )e(ri facteur Kerry Blue Terrier PennGen (USA)
Bull Terrier, Lhagsa Apso, Labrador Healthgene (Canada)
Hémophilie B . Retriever : . .
Bull Terrier, Lhassa Apso, Airedale Terrier Progenus (Belgique)
Bull Terrier, Lhassa Apso VetGen (USA)
Healthgene (Canada)
Laboklin (Allemagne)
Hématopoiese Colley Progenus (Belgique)
cyclique VetGen (USA)
Genetic Technologies
Limited (Australie)

Animal Health Trust

Healthgene : www.healthgene.com ; Laboklin : www.laboklin.de ; Progenus : www.progenus.be ;

. www.aht.org.uk ; Genetic Technologies Limited : www.gtg.com.au ;

PennGen : http://research.vet.upenn.edu/penngen ; VetGen : www.vetgen.com
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Résumé

Apres un rappel des mécanismes de 1’hémostase et de son exploration, cette étude bibliographique
dresse un bilan des connaissances actuelles, des traitements et des futures orientations de la
recherche pour les troubles héréditaires de 1’hémostase chez les carnivores domestiques. Sont
étudiés dans un premier temps, les thrombopathies constitutionnelles et la maladie de von
Willebrand, troubles de I’hémostase primaire. Enfin, les troubles héréditaires de la coagulation

notamment les hémophilies A et B sont décrits dans une derniére partie.
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