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Von Willebranduv faktor

B syntetizovan v:
Eendotelu
Emegakaryocytech

m vytvari dimery a ty pak multimery

m funkce: - v primarni hemostaze
- koagulaci



Von WillebrandUv faktor

- funkce v primarni hemostaze
(multimery o vysoke molekulovée hmotnosti)

m adheze trombocyti k subendotelovym
strukturam prostrednictvim GP Ib

agregace vazbou na aktivovany GP
IIb/I1I1a

GP lIb/llla




Von Willebrandulv faktor

- funkce v koagulaci
(multimery vsech molekulovych hmotnosti)

vaze a stabilizuje FVIII (ochrana FVIII pred
proteolytickou degradaci)

lokalizuje FVIII v misté poruchy cévni stény
uvolnuje FVIII do obehu

efekt kofaktoru pri aktivaci FVIII trombinem



Schéma zakladniho retezce VWF
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ultimerni struktura VWF - korelace s elektroforézo
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1 x VWF-Dimer 540 kDa
*Reininaer AJ. Haemophilia 20081




Schéma funkce VWF v primarni hemostaze

Unfolding and conformational

- change of coiled HMW-VWF
Blood stream

Coiled plasma HMW-VWF
Immobilized HMW-VWF Endothalii

*Reininger AJ.
Haemophilia 2008, 14
(Suppl.5):11-26

Klidovy stav 35 Dyn/cm?2 = 875s1

r Apphed 35 Dyn/em- Applied
> by AFM Probe by Rotating Disk

*Siedlecki ChA.

Blood
1996,88:2239-

50

Globular Short Extended Extended
vWI Chain Chain



Von Willebrandova choroba

s vrozené defekty - porucha i mimo gen pro VWF
- von Willebrandova choroba - VWCH
m ziskané defekty - ziskany VWsy
= imunitné podminéné
= v dusledku zvy$ené adherence na desticky,
tumorozni bunky

s hyposyntéza
m zvysena proteolyza
m zvysene smykove napeti

s pseudo-VWCH - destickovy typ
- 1 afinita GPIb k VWF



Prevalence VWCH

Celkova az 1%

klinicky krvacivé projevy 100-200/ 1 milion
zivot ohrozujici krvaceni  0,5-3/ 1 milion
ohrozenych krvacenim 1000/ 1 milion

minimalne jako hemofilie A+B



Klasifikace VWCH (Sadler 1994)

m typ 1 - parcialni kvantitativni defekt

- pripusteny i odchylky struktury multlmeru
a relativni snizeni HMW multimeru, neni-li
postizena funkce VWF (2006)

- autosomalné dominantne
- 70 - 80%

m typ 2 - kvalitativni defekt VWF
- autosomalneé dominantneé (recesivne 2N)
- 20 - 25%

m typ 3 - uplny nedostatek VWF
- autosomalné recesivné
- VWF<5%, FVIII<10%



VWCH typ 2 - podtypy

2A - | adheze trombocytl zprostredkované VWF (AD)
- chybéni HMW multimert

- 15% (3/4 typu 2)

2M - | adheze trombocytt zprostredkované VWF (AD)
- bez chybéni HMW multimert

2B - 1 afinita ke GPIb (AD)

ON - | afinita k FVIII (AR)



Diagndza VWCH typ 1

m jista: a) krvacivé projevy
b) VWCH v rodiné
c) laboratorni nalez:
VWF:RCo a VWF:Ag < 2 SD
(KS 0, non-0)

m mozna (possible): - nesplnéno a) nebo b)

= nutno ze dvou odbéruy



Diagnoza VWCH typ 1 (problémy)

Nejsou presne normy, protoze jsou vlivy:
m krevni skupiny 0 a non-0

m veku

m pohlavi

m menstruacniho cyklu:

sV v/

m U nékterych zen je nizsi hladina
koncem menstruace

= VWF je reaktant akutni faze




Diagnoza VWCH typ 1 (problemy)

Ne zcela jasna hranice normy, hladina VWF
zavisi na:
m krevni skupineé 0 a non-0:
= KS 0 VWF { 0 25% oproti non-0
» MCMDM-1vWD cut off pro percentil 2,5 (n=1166):
e KS 0:
e VWF:RCo 43%
e VWF:Ag 44,4%
e KS non-0:
e VWF:RCo 54%
e VWF:Ag 54%



Rozlozeni tize defektu VWF

typ 3, tézsi forma typu 2A, M
(VWF:RCo, VWF:Ag <10%)

typ 2 A, B, M (VWF:RCo <30%)

typ 1 (VWF <30%)

typ 1 (VWF 30-50%)




Diagnostika VWCH - screening:

senzitivita
trombocyty (Jtyp 2B)
aPTT 30%
doba krvaceni < 40%
PFA-100 79-100%

osobni anamnéza krvacivych projevu :

= sliznicéni krvaceni a hematomy
= potraupatickeé a perioperacni (zubni
extrakce)

rodinna anamneéza




PFA-100®
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PFA-100

screeningovy test primarni hemostazy
citratova krev

otvor 150 pm

Kolagen + ADP nebo epinefrin

cas k vytvoreni koagula ,closure time" - CT
m ADP <118 (127) s - kolagen <193 (193) s

sensitivita i u typu 1 VWCH 75-100%
hereditarnich trombocytopatii nepredci DK?



Laboratorni diagnostika VWCH
- specifické testy:

VWF:RCo (ristocetin kofaktor)
FVIII:C (koagulacni aktivita)
VWF:Ag (antigen)

VWF:CB (vazeba na kolagen)



Laboratorni diagnostika VWCH
- diskriminacni testy:

s RIPA (ristocetinem indukovana
destickova agregace)
= analyza multimertd vWF

= Vazba VWF pro FVIII

m vySetreni trombocytarniho vWF



VWF:RCo

m ristocetin po navazani na GPI umozni
vazbu VWF

s HMW + IMW multimery = 50%
m standard

m k monitoraci lecby koncentraty
VWF/FVIII

m agregacni a aglutinacni metoda
= VWF:RCo / VWF:Ag
< 0,7utypu2A, B, M



Stanoveni VWF:RCo

m promytée desticky + Atb. ristocetin +

plazma pacienta chuda na desticky
(zdroj VWF)

m imunoturbidimetricka metoda

O [ M| > == D

. : kyveta detektor
zdroj svetla monochromator -

vzorkem



VWF:RCo - automatizace metody

m protilatka k vazebnému mistu VWF na GP Iba:
m ELISA: VWF:Ab
e nespolehliveé odliseni typu 1 a 2 VWCH

= vazba VWF na rf-GP Iba fixovany protilatkou v
prltomnOSti ristocetinu - ELISA, LIA: VWF:GPIbR

e dobra korelace v klasickou metoaou
VWF:Rco

= vazba VWF na gain of function rf-GP Iba
fixovany protilatkou bez nutnosti prida VWF:GPIbM
ristocetin (VWF:Ac) - ELISA, LIA:

e dobra korelace v klasickou metodou
VWF:RCo



Princip testu
INNOVANCE®
VWF:Ac

7

The INNOVANCE VWF Ac Assay principle

]

Reagent |:
Latex particles coated
with mouse anti-GPIb

Reagent II:
Buffer and
blocking reagent

Reagent IlI:
Recombinant GPIb,
carrying the
gain-of-function
mutations G233V
and M239V

Sample:
von Willebrand
factor multimers

@;‘2—
%o

Latex particle
aggregation
dependent on
VWEF activity

Assay Principle

i

14

GP1b Anti-rGP1b

INNOVANCE VWF AC Reagent

Aggregation with VWF



Stanoveni VWF:CB

m collagen binding assay

m HMW multimery = 30%

m sensitivnejsi pro typ 2A, 2B:
VWF:Ag / CB > 2

*\,
promyu * promytl S~ . T

— X x
1n1<ubace ’ ’ 1nkubace % i £

prazdna jamka navazani kolagenu piidani Ag pridani konjugatu
(VWF)

promytl promytl
mkubace .$ £. mkubace /L J\

pridani substratu konec reakce




Collagen binding assay - VWF:CB
m Citlivéjsi k deficitu HMW multimeri
m typ 2A, 2B: VWF:CB / VWF:Ag < 0,5

m Zavisi na typu kolagenu:
m smes type I/III (konské Ci hovezi Slachy) preferovany

m typ III se vaze na VWF az prilis snadno:
e nejen k HMW multimerdm

m typ I se vaze na VWF velmi malo:

o T sensitivita k deficitu HMW multimerd, ale velka variabilita
m 2006: pouzivano laboratoremi: 50% Australie, 25% EU, 10% UK, <
5% USA

RCo | 50% CBA‘1 30%
: Ag 100%

*Favaloro EJ.Semin Thromb Hemost 2006;32:456

*Favaloro EJ.Semin Thromb Hemost 2006,;32:566
*Favaloro EJ. Thromb Haemost 2010;104...... -



VWF:Ag
m EID: - méneé citlivé: - na typ 2 VWCH
- VWF <10%
- zkrizena EID

m ELISA: - standard

m LIA: - falesna pozitivita pri RF
- méneé citlivé vVWF <10%



Stanoveni VWF:Ag

m Castice s navazanym Ag absorbuji

svetlo vice

‘ %0%*

latexové
s navazanou
protilatkou l

aglutinace

540 nm),




RIPA

(ristocetinem indukovana destiCkova agregace)

ristocetin = 1,0 mg /ml
- | u typu 3, 2A (2M, tézsiho 1)

ristocetin 0,2 - 0,8 mg /ml
- pozitivita agregace: - typ 2B
- destickovy typ



Dif. dg. VWCH 2B a destickovy typ

m 1 : 4 kryoprecipitat : pacientova PRP +
ristocetin

m 1:1PPP pacienta : PRP normalu +
ristocetin

m Destickovy typ jen 4 mutace:
m Gly233Val
m Met239Val
m Gly233Ser
m Delece 27 paru bazi



Analyza multimeru VWF

m ELFO na agarozovém gelu

m Vvizualizace:
- radiograficky
- luminiscencnée
- enzymaticky



Struktura multimertd VWF u kvalitativniho defektu
( U. Budde, Hamburg, ISTH vWF SSC Information Homepage)
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Normal 2A(IB) 2A 2B 2A(ITC) 2AID) 2A(ITE) 2A(sm)
plasma




Densitometrie multimerti vWF u VWCH typu 2A (IIE)
(R. Schneppenhe/m Semin Hematol 2004, 42.: 15-28)




Vazba FVIII na VWE:

s vyset¥it pfi VWF:Ag / FVIII:C > 1,4

m ELISA set:
- fixace VWF pacienta
- odstranéni endogenniho FVIII pacienta

- pridani znameho mnozstvi exogenniho rFVIIIa
- detekuje se:
- VWF

- FVIII navazany na VWF:

m vazba FVIII/VWF < 0,6 » typ 2N



Crucial step:

« Wash away endogenous FVIII

« Addition of a known concentration of FVIII

+ The VWF Ag must be measured simultaneously




Geneticka diagnostika

s VWCH vsechny typy 2:
- missense mutace

= VWCH typ 1:

- dosud neznamé mutace
- heterogenni

= VWCH typ 3:
- delece, nonsense, frameshift, missense



Diagnostika VWCH

typ | RIPA | RCo | Ag |FVIII | RCo/Ag | CBA | CBA/Ag
1 | N \ V| N N \ N
2A | W | W [N N | I<07 | W | I<05
2B | NT ! INN| N | I<0,7 | Il | {<05
2M | NJ ! INN| N | I<0,7 | NI
2N | N NJY [N | N N
3 | 41 | (L] 4 NJ 4 N
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von Willebrandova choroba - lécba

Substitucni terapie <40 % VWF:RCo
<50 % FVIII:C

= Haemate P (2,4 j. VWF:RCo / 1. FVIII:C)
= Fanhdi, Wilate (1 j. VWF:RCo / 1. FVIII:C)
= Willfact (10 j. VWF:RCo / 1 j. FVIII:C)

ml)]. VWF.RCo/kg=2%

m 1] FVIIC/kg =2 %



von Willebrandova choroba - lécba

m DDAVP -0,3ug/kgi.v.a 12 - 24 hod., max. 5 dnu
(150 - 300 pg i. n.)

- elevace: - VWF 2-4x t25-10 hod.
- FVIII 2-6X t2 6 - 12 hod.
m podpurna - antifibrinolytika
- venofarmaka

- ethamsylat (Dicynone)
- HAK



e
3

(“Bethesda-like” procedures)

Patient sample

Mixing studies

Control sample

(:" Buffer
| (w%Bsa)

—

50/ 50 g
mix N
Incubate &
1h3I7TC
VWF antigen and/or activity

(VWF Ag, VWF RCo, VWF CBA, RIPA)




of microplate wells with VWF (=5 pg/mL)

2. Blocking

with bovine serum albumin

3. Sample
(source for antibodies)

4. Enzyme-conj. anti-human Ig
(anti-IgG and/or anti-IgM [IgA])

5. Substrate

"2 it
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Lecba pri inhibitoru VWF

vyskyt inhibitoru
mv5-10% typu 3 VWCH

= ziskana forma VWCH (lécba zakl.
onem.: lymfoproliferace)

rFVIIL (kratky t, ;)
rFVIIa

imunoglobuliny
DDAVP



Patofyziologie ziskaného VWS ‘

4’{ hyposyntéza }

<
\_

adsorpce
na povrch
bunék

hypotyreoza
imunologické
s h | ghoro?:)ly HEUs
auto- EN
protilatky solidni tumory
\_ _/ :
lymfoproliferace
- myeloproliferace
' ~ urémie
proteolyza = aortalni
ciprofloxacin Senoze
\_ W,

*VVeyradier A. Thromb Haemost 2000; 84: 172-82

degradace
smykovym
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Aortic stenosis

Mechanismus ziskaného VWS u aortalni stenézy

von Willebrand

von Willebrand factor

N

jl Large multimers

*Makris M. Thrombosis research 2006;118,S1:13-17

« 1 VWEF v endotelu
 neovaskularizace

*Starke RD, Blood 2011;117:1071-80

Aortic stenosis

von Willebrand
disease

Gastrointestina
bleeding



Diagnostika ziskaného VWS

Anamnéza:
« Krvaciveé projevy az ve ,vysSSim“ véku

* Negativni RA

« Onemocnéni spojené se ziskanym VWS:
— Lymfoproliferace 7% (8/113)
— Myeloproliferace 11% (14/125)

*Tiede A et al. Blood 2011:117:6777-6785
Laboratorni vySetreni:

 PFA-100

- FVIII, VWF:Ag, VWF:RCo, VWF:CB:
— 4 VWF:RCo/VWF:Ag, ¥ VWF:CB/VWF:Ag

* Multimery VWF

* Propeptid VWF:
— T VWFpp/VWF:Ag pfi T clearance VWF

» Inhibitor non-neutralizujici, T clearance VWF:
— Nelze prokazat Bethesda metodou



Lécba ziskaného VWS

Lécba zakladniho onemocnéni:
— Efekt u autoimunitnich onemocnéni
— Neucinné prfi MGUS
DDAVP:
— U solidnich tumort efekt v 75%, neni registrovan

Koncentrat VWF/FVIII:
— Kratky poloCas

rEVlla:
— Ekonomicka naro¢nost

HD-IVIG:
— Pouze u IgG MGUS

Plazmaferéza:
— U IgM MGUS *Tiede A et al. Blood 2011;117:6777-6785



