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Cas clinique

Une jeune fille de 13 ans est amenée par ses parents aux urgences en raison d’une asthénie importante qui persiste
depuis plusieurs semaines, associée a une paleur et un essoufflement. A I'interrogatoire, la patiente rapporte gu’elle
a commencé a avoir ses regles quelques mois auparavant, et qu’elles lui semblent étre tres abondantes.

En interrogeant la mere de la patiente, celle-ci rapporte qu’elle a également souffert de régles tres abondantes, et
que le frere de la patiente présente régulierement des épistaxis ainsi que des ecchymoses.

Les investigations menées mettent en évidence une anémie par carence martiale (carence en fer). Des explorations
complémentaires permettent de diagnostiquer a cette patiente une maladie hémorragique.

Quel est le diagnostic le plus probable?

La maladie de Willebrand
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Introduction : définition de ’lhémostase

HEMOSTASE
Ensemble des différents mécanismes assurant :

= |a prévention des saignements spontanés o | o | e

= J'arrét des hémorragies en cas de Iésion vasculaire

= |e maintien de la fluidité sanguine

= une participation dans les phénomeéenes de
cicatrisation

Ce processus nécessite la coopération entre : Hémorragie Thrombose

= |3 paroi des vaisseaux sanguins

= |es protéines plasmatiques : facteurs de la coagulation et de la
fibrinolyse

= |es cellules sanguines : en particulier les plaquettes




Introduction : étapes de ’lhémostase

Hémostase = 3 étapes inter-dépendantes qui se déroulent de fagcon concomitante

= Hémostase primaire Bréche vasculaire
= Formation d’un agrégat plaquettaire
= Arrét des saignements dans les capillaires les plus fins Hémostase

Coagulation

primaire

= Coagulation plasmatique
= Formation d’un réseau de fibrine . Y
Clou plaquettaire Fibrine

= Consolidation de I'agrégat plaquettaire \ /
Caillot fibrino-plaquettaire

* Fibrinolyse e S

= Lyse du caillot fibrino-érythroplaquettaire
= Maintien de la perméabilité vasculaire, une fois la
cicatrisation du vaisseau achevée

Reperméabilisation du vaisseau




Introduction : étapes de ’lhémostase

[ Plaquettes } ”Inhibiteurs
physiologiques
Facteurs de la de Ia
[ coagulation J . coagulation

A

Hémostase

— processus localisé et rapide

— équilibre physiologique entre processus coagulant et fibrinolyse, régulés eux-mémes par des
inhibiteurs et des activateurs



Introduction : étapes de ’lhémostase

[ Plaquettes ]/ Inhibiteurs | 4 (" Inhibiteurs
physiologiques L physiologiques

Facteurs de la de la FISTEIEE de la
coagulation || fibrinolyse N | coagulation

A

Hémostase

— processus localisé et rapide

— équilibre physiologique entre processus coagulant et fibrinolyse, régulés eux-mémes par des
inhibiteurs et des activateurs



L’hémostase primaire : les acteurs

Le vaisseau

Monocouche de cellules endothéliales
= Cellule endothéliale : cellule polarisée
= surface luminale a thromborésistante

Le sous-endothélium
= Tissu conjonctif fortement thrombogene

Endothélium
Limitante ,
élastique ~= Intima
interne Media
Adventice
Limitante
élastique
externe

Les plaquettes

La plus petite des cellules sanguines

Anucléée

Contiennent des granules : alpha, denses et
lysosomes

Lors de l'activation : changement de forme,
dégranulation

Capacité a agréger ensemble lorsqu’elles sont
activées
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...Et le facteur Willebrand!



Les forces de cisaillement

Sang = fluide newtonien

— débit proportionnel a la force appliquée pour mettre en mouvement le fluide

- Infinité de couches cylindriques concentriques glissant les unes sur les autres a une vitesse croissante de
la paroi au centre du vaisseau

velocity - la viscosité: résistance au glissement d’une couche de fluide sur une autre
profile in

axial cross
section - taux de cisaillement (shear rate) en s : refléte les mouvements du fluide,

....... dépend du débit et du diametre du vaisseaux

ey,
oo,

- forces de cisaillement (shear stress) en dyn/cm? : force par unité de surface
appliquée par le fluide sur le vaisseaux dans la direction du flux.
shear stress = shear rate x viscosité

Shear rate=

Wentzel et al, Cardiovascular research 2012
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Papaioannou et al, Hellenic J. Cardiol 2005
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Le facteur Willebrand : synthese

Chromosome 12
52 exons

Cellules :
= Mégacaryocytes (précurseur plaquettes)
= Cellules endothéliales

v () CHNE OEICIEEBED ¢ | =) = o)« o Ele
\ J | }
! v
Peptide - Propeptide Sous-unité fonctionnelle
signal



Facteur Willebrand : maturation (1)

() EED OGS - | = @) o) ) s G
RETICULUM ENDOPLASMIQUE
/ Clivage du peptide signal
N (ENED BDEEDEEED o | 2 | o ) o) o5 ) o = \ / Dimérisation

APPAREIL GOLGI |
N N s N N
N oo [a o w s ] o [CHEREREIEIEN < K . . Multimérisation
c Cc c c

TRANS GOLGI

Clivage du
v ENEDEMENEIED ¢ | 2 ) o | B < \ / \ / propeptide




Facteur Willebrand : maturation (2)
Dimeéere
'\/ 0.5 x 10° Da
Tetramere
W 1.0 x 106 Da
Hexameére
N N N 5% 10 Da
T — Multimere
V V >7.5x 106 Da
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Facteur Willebrand : sécrétion

Régulée = stockage

&

Constitutive

= Plasma
= Sous-endothélium

N

Plaquette Cellule endothéliale
Granules a Corps de Weibel Palade

Granules en forme de batonnets
Contiennent des multiméres de FW de tres haut poids moléculaire
Contiennent d’autres protéines
Exocytose
= Divers agonistes: thrombine, contraintes de cisaillement...
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Facteur Willebrand : relations structure-fonction

m c1 | c2 | ca | ca | c5 ) co ]

Facteur VIII  GPlba Collagene | allbB3 (GPlibllla)
Collagene Il

Hémostase primaire
= Capacité de liaison au collagene sous endothélial et a la GPIb-IX-V plaquettaire
= Capacité de liaison a l'intégrine allbB3 formation de ponts intermoléculaires entre les plaguettes

Coagulation enzymatique
Protéine chaperonne pour le FVIII plasmatique
- En cas de déficit sévere en FW, il y a aura aussi un déficit en facteur VIII = défaut de coagulation
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Etat physiologique
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Breche vasculaire
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Collagene, VWF, fibronectine...
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Etape 1

Vasoconstriction quasi-immédiate

Breche vasculaire
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Etape 2 : adhésion des plaquettes

Forces de cisaillement élevées
= Phase de contact ou rolling plaquettaire par liaison du FW a
'N son récepteur plaquettaire GPlb-IX-V

y
//

o oo e oo EEEIECIENCS o

GPV

GPIb-IX-V

FW

] IL 1(
4 20
s

Collagéene



Etape 2 : adhésion des plaquettes

Forces de cisaillement élevées

—

— Adhésion via d’autres récepteurs adhésions
plaquettaires au sous endothélium

Rble important du collagene dans I'adhésion
plaquettaire par fixation :

- du FW (indirect)
- a des récepteurs plaquettaires (direct)

. 21
Collagene



Etape 3 : activation plaquettaire/amplification

sChangement de forme : émission de

pseudopodes
= Flip-flop des PL : PL anioniques membrane
externe - surface procoagulante /' Th"°mb'"e
= Dégranulation
Coagulation
* 2 TXA2
@2008 PO ( PAR1/PAR4

A
@e20e

Buts :
=auto activation de la plaguette
srecrutement et activation des plaquettes voisines 29



Etape 4 : agrégation plaquettaire

ADP
TXA;

Thrombine /M
\ T P2Y./P2Y,,

P

ide out
PAR1/PAR4 N Activation s
'H

plaquette

Changement de conformation de l'allb33

GPIb-IX-V — a2p1 => Peut fixer le fibrinogéne
GPVI =» Agrégation plaquettaire

23



Fonction du facteur Willebrand : hémostase primaire

FW globulaire

O

&34

Cellules endothéliales

Plagquette

Complexe Gplb-IX-V

@ FW actif

Clou plaquettaire
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Facteur Willebrand : Régulation

L'activité du facteur Willebrand est régulée par sa conformation

Les principaux éléments qui jouent sur la conformation du FW sont
= Les forces de cisaillement
= Le clivage par ADAMTS13

‘

No Shear——o

Globular
vWE

Shear Apphed 35 Dyn/cm- Apphied
by AFM Probe by Rotating Disk

Short Extended Extended
Chain Chain

Forme globulaire (inactive) Forme étirée (active)
Domaine Al non exposé Domaine Al exposé
Pas de liaison a GPIb plaquettaire Liaison a GPlba plaquettaire possible

Siedlecki et al., Blood, 1996
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Facteur Willebrand : Régulation

La conformation des multimeres du facteur Willebrand(FW) est sensible aux conditions de flux sanguin
= Aux forces de cisaillement
= A la nature du flux

Breche vasculaire - flux est modifié - élongation du FW
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Maller JP et al, Proc Natl Acad Sci U S A. 2016 26




Facteur Willebrand : Régulation

Multiméres Liaison a la GPIb
, - THPM Spontanée/la longueur compense
Adhesion la trés faible affinité
HPM Nécessite I augmentation de
BPM I’ affinité par un changement de
11T T 1T 17T 1717711 I conformation

Collagene 27
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Facteur Willebrand : Régulation

ADAMTS13

FW
endothélial

‘ Régulation par ADAMTS13

Collagene

FW
plasmatique

28



Facteur Willebrand : Régulation

ADAMTS13 : A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin type 1 repeats, 13th member”

= Métalloprotéase
=Synthese : cellules endothéliales, hépatocytes, mégacaryocytes.

=Réle : régule la taille des multimeres de FW dans le plasma

Forme étirée (active)

Exposition du domaine Al
Interaction avec la GPlb

Forme globulaire (inactive)
Pas d’exposition du domaine Al
Pas d’interaction avec la GPIb plaquettaire

[ TsaiHM et al., Blood, 1994
Résistance 3 ADAMTS13 plaquettaire saiHM et al., Bloo

. N Siedleckiet al., Blood, 1996 29
SenSIble a ADAMTS13 Springer et al., Blood, 2014
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Maladie de Willebrand : épidémiologie

= Décrite en 1926 par le Dr. E von Willebrand

= Pathologie hémorragique: anomalie du FW
- Concentration

- Structure

- Fonction

= Pathologie congénitale :
-Défaut génétique situé sur le gene du FW
-Défaut sur d’autres genes dits « modulateurs »

= Epidémiologie : maladie de I’'hémostase primaire la plus fréquente

Erik von Willebrand

-Anomalies biologiques isolées : ~1/100 18701949
-Prévalence des sujets symptomatiques : ~1/10 000
-Prévalence des sujets avec déficit complet (VWD type 3) : 0,5 a 5/1 000 000

31
PNDS Maladie de Willebrand, Susen, HAS, 2018



Trouble de I’hémostase primaire : clinique

Ecchymoses Gingivorragies , i Epistaxis
Menorragies

Métrorragies

= syndrome hémorragiques cutanéo-muqueux
- D’intensité variable en fonction du type et de la sévérité du déficit

- Autres symptomes : saignements digestifs, hémorragies du post partum, saignement apres
des gestes invasifs (extraction dentaire, amygdalectomie...)

32



Maladie de Willebrand : diagnostic

Facteur Willebrand

Déficit quantitatif Déficit qualitatif
Anomalie de Anomalie de liaison HPM : haut poids
liaison au FVIII aux plaquettes moléculaire
///\
Absence des Affinité anormale
Partiel Complet multimeres de HPM pour la GPIb
/\
Augmentée Diminuée
N/ A4 ‘l’ ‘l’

v v 2N 2A 2B 2M
Type 2 3




Maladie de Willebrand : diagnostic

Type 1 , Type 2 | Type 3
Quantitatif partiel Qualitatif Quantitatif total
Antigéne = Activité Antigéne >>> Activité Antigene = Activité <1%
50 a 75% des patients 20 a 45% des patients < 5% des patients
Autosomique dominant Autosomique dominant Autosomique récessif

/ ou récessif /

© non muté
@ mutation type 3

© non muté
@ mutation type 1

N O -Q
OSSN, Vo
DR E

non atteint  porteurs sains  VWD-type 3

non atteints VWD-type 1
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Maladie de Willebrand : diagnostic

Bilan biologique Temps d’occlusion plaquettaire

Facteur Willebrand antigénique
- Mesure de la concentration plasmatique de ouverture
la protéine
membrane
Activité du facteur Willebrand . Activateur
> Mesure de la capacité du facteur Willebrand a Collagene + plaquettaire
se lier a son récepteur plaquettaire (GPIb)
vWF
Mesure de I'activité procoagulante du facteur VIII
- Peut mettre en évidence un défaut de plaquette
protection du FVIII par le facteur Willebrand (mais
non spécifique) /
~ capillaire
Antécédents personnels et familiaux de

saignement

Sang total

Symptémes hémorragiques cutanéomuqueux
Histoire familiale /

35




Cas clinique

Une jeune fille de 13 ans est amenée par ses parents aux urgences en raison d’'une asthénie importante qui persiste
depuis plusieurs semaines, associée a une paleur et un essoufflement. A I'interrogatoire, la patiente rapporte
gu’elle a commencé a avoir ses regles quelques mois auparavant, et qu’elles lui semblent étre trés abondantes.

En interrogeant la meére de la patiente, celle-ci rapporte qu’elle a également souffert de regles trés abondantes, et
que le frere de la patiente présente régulierement des épistaxis ainsi que des ecchymoses.

Asthénie + paleur + essoufflement : signes clinique d’'une anémie

Regles tres abondantes : ménorragies = saignement cutanéo-mugqueux

Mere (regles abondantes) et frere (epistaxis + ecchymoses) atteints : origine congénitale
Hommes et femmes atteints dans la famille : transmission autosomique

Toutes les générations sont touchées : transmission dominante

- Maladie de Willebrand trés probable +++
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Maladie de Willebrand : mécanismes physiopathologiques

Maladie de Willebrand de type 3 : déficit quantitatif total en FW
Mécanismes impliqués
1- Alleles silencieux = absence de synthese du FW (facteur Willebrand)
2- Mutations entrainant une synthese de FW tronquée

- rétention intracellulaire

Conséquences :
<1% de FW mais aussi diminution du taux de facteur VIII (1-10%)

Clinique beaucoup plus sévere que les autres types :

- saignements cutanéomuqueux séveres
- hémophilie modérée (saighements profonds hématomes, hémarthrose...)
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Maladie de Willebrand : mécanismes physiopathologiques

Maladie de Willebrand de type 1 : déficit quantitatif partiel en FW

Mécanismes impliqués

1- Diminution de la syntheése ou de |la
sécrétion

Cellule endothéliale . Y
2- Augmentation de la clairance
Propeptide o g
Sous-unité du VWF
(Pp) \
D1 D2 D’ D3 Al A2 A3 D4 C1-6 CK
[ T 1
sécrétion équimolaire synthése diminuée clairance augmentée
- Az = -
pp - — VWF —
N— - N—

ratio pp/VWF =~ 1 =1 ratio > 2
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Maladie de Willebrand : mécanismes physiopathologiques

Maladie de Willebrand de type 2 : déficit qualitatif en FW
Mécanismes impliqués

1- Interaction anormale avec les plaquettes anormale
2- Interaction anormale avec le FVIII anormal

Exemple du type 2A : perte des multimeres de haut poids moléculaire
- Sensibilité accrue a ADAMTS13

- Perte des multiméres de haut poids moléculaires (HPM)

- Les HPM sont les plus affins pour la GPlb plaquettaires

- Diminution de 'affinité du FW pour les plaquettes

39



Maladie de Willebrand : traitements

*DDAVP (desmopressine)
- Libération des stocks endothéliaux de FW
- Utilisation chez les bons répondeurs (test de réponse

. r\ Synthése diminuée

21 P —
[N ——

VWF:Ag (U/dL)
W
-]
]

préalable)
20 - Clairance accélérée
"Traitement substitutif Vicenza)
- Concentrés de FW d’origine plasmatique ou recombinante 10 (') 1' 2' :'3 Alf ;3

t+concentrés de FVIII
.... selon les taux du patient, du contexte et du type de geste /
hémorragie

Temps aprés DDAVP (heures)

*Traitements non spécifiques
- Anti-fibrinolytique
- Contraception cestro-progestative

40
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Maladie de Willebrand : en 2023

4 N 4 N 4 ® )

(= A

Faible éventail thérapeutique ~ Pergue comme . Corriger le saignement mais
Depuis plus de 30 ans Moins séveére que I'hnémophilie pas que
(Concentré de facteurs, Desmopressine, Acide Pathologie des femmes

Importance de la qualité de vie

\ tranexamique) / \ (Ménométrorragies) / /

- Nécessité de nouveaux traitements plus ciblés!
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Maladie de Willebrand : du fondamental a I'appliqué

Comment augmenter les taux de FW? Demi-vie
- Sinspirer de la protéine la plus abondante dans le plasma : I'albumine - Albumine : 20 jours
-FW :12h

Comment prolonger la demi-vie du FW endogene?
—> Utiliser le systeme de recyclage de I'albumine : une des protéines les plus abondantes dans le plasma

Serum
protein

B
Albumin

43



Maladie de Willebrand : du fondamental a I'appliqué

Comment permettre au FW de profiter du systeme de recyclage de I'albumine?

Les nanobodies )
Nanobody anti- Nanobody anti-FW

Alpaca Conventional antibody Alpaca heavy- Nanobody albumine non inhibiteur
chain antibody

—

KB-V13A12

Avantages : facilité de production, petite taille,
formats multivalents

Bivalent VHH /

Unité INSERM 1176 Ivan Peyron
Présenté congres ISTH 2023 44




Maladie de Willebrand : du fondamental a I'appliqué

' Molécule de fusion liant
' A A Fw & albumine

FW
Complexe FW - albumine
Recyclage complexe FW-albumine
Recyclage albumine

’\Q‘ via FcRn
via FcRn

> @ i
%
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Maladie de Willebrand : du fondamental a I'appliqué

Tests de pharmacocinétique in vivo

Modéle murin
KB-V13A12 Expression 10 % hVWF ;

5 mg/kg Type 1 VWD
injection
sous-cutanée

T
O

J-1 Jo J1 3 J7 J10

Injection de KB-V13A12 par voie sous-cutanée

- Augmentation des taux circulants de facteur Willebrand : X2

- Maintenue pendant 10 jours

§ 25 -

o

g 20 ‘

o

c

=

ﬁ 15 4

s

5 10 + *

&

w

ol

@ 5 - KB-V13A12

L)

:‘:” -l Contréle

< o-
I I I I I 1
0 1 3 7 10 14

Temps (jours)

VWEF : pourcentage par rapporta un pool de plasmanormal = % plasma normal
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Maladie de Willebrand : du fondamental a I'appliqué

Modele de saignement in vivo 07113
Amputation du bout terminal de la
- 450 4 I
:':_,__ ]
E 0
u 300 -
- I
Veine dorsale g
p =
150 -
: o s S
-
3 o O
Veine latérale > .
e N 1 S 0.
Artére ventrale 1 1 -
Toutes les veines ou artéres sont blessés Wild-type VWD-type 1 VWD-type 1
+ KB-V13A12

Injection de KB-V13A12 par voie sous-cutanée

- Diminution du volume de sang perdu
- Devient comparable a celui de souris n’ayant pas la maladie de Willebrand (Wild type) .



L'hémostase
primaire

Facteur Willebrand

Le vaisseau

Maladie de Willebrand

Protéine multimérique

Maladie hémorragique
congénitale la plus
fréquente

Les plaquettes

Deux fonctions :
Adhésion plaquettaire
Protection FVIII

Le facteur Willebrand

Saignement cutanéo-
mugueux

Régulation
Forces de cisaillement
ADAMTS13

Déficit quantitatif (partiel
ou total) ou qualitatif

Traitements
Desmopressine, concentrés
FW
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