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Historie

Minot, Lee (USA) 1920

Erik Adolf von Willebrand

*1870
1896 ukoncil studium mediciny
1899 obhajoba disertaCni prace
Zmeény koagulace po zavazném krvaceni
1908 -1935 prednosta interni kliniky
Deaconess Institute, Helsinki

hereditarni pseudohemofilie
+ 1949
Jurgens , 1930 — Willebrand-Jiirgensova trombocytopatie

Blombackovi ( Stokholm) - 50. |éta - antihemofilicky faktor
70. léta izolovan VWF
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1926 publikovan rodokmen rodiny Zijici na ostrové Fogld, souostrovi Aland, Baltské mote

5-letd divka Hjordis S

oba rodice (bratranec se sestrenici) zatizeni krvacivou diatézou, 3 sestry +
7 z 11 déti mélo krvacivé projevy

ve 3 letech krvacela az témér do bezvédomi z poranéného horniho rtu
opakované tézké epistaxe, krvaceni po extrakcich zub(, krvaceni do kycle
+ ve 14 letech, vykrvacela béhem svého 4. menstruacniho cyklu

23 osob z 66 Clenné rodiny - epistaxe, Urazy a poranéni, modfiny, GIT, menses, porody



vonWillebranduv faktor (VWF)

* Velka multimerni adhezivni plazmaticka
glykoproteinova molekula syntetizovana v

— megakaryocytech
— endotelovych bunkach

* Snizena plazmaticka c nebo porusena funkce
vWF — von Willebrandova choroba



vonWillebrandova choroba (VWD)

Definice
* vrozena krvaciva choroba s poruchou
koncentrace nebo funkce vWF v plazmeé

BJH,2014: krvdciva choroba predominantné
attributable redukovanou aktivitou vWE,
s castou, ale ne vzdy pritomnou poruchou

genu vVWEF.



Funkce VWF

* Primarni hemostaza — adhese
— vazba na kolagen v misté poranéni cévy
— mediator vazby GPIlb — vWF- kolagen
— podpora agregace desticek vazbou na GP llb/lIlla
pri | fbg (platelet-platelet interakce)

* Plazmaticka hemostaza

— nosi¢ FVIII:C brani proteolytické degradaci FVIII a
prodluzuje polocas FVIII:C na 12-15 h (2-3 h)



VWEF v primarni hemostaze

= tvorba primarni destiCkové zatky

Adhese
destickovy GPlb — HMW multimery vVWF - kolagen cévni stény




VWEF v plazmeé

Subendothelial vWF Endothelial defect



Molekularni biologie vVWF

* 1985
e Chromozom 12 ( ¢asteéné i chromozom 22)
* Protomer VWF je syntetizovan jako
pre - pro - VWF
SP (22amk) - propeptid (7a1amk) - VWF (2050 amk)
* Syntéza v Mgc a v endotelovych bb. probiha stejnym zpUlsobem

e Zasoba a-granula Mgc a Weibel- Paladeho inkluze v endotelu
* Plazma



Struktura vWF
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ADAMTS13

furin cleavage site ADAMTS13 cleavage site
(aa 763—764) (aa 1605—1606)
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vWEF je uvolnovan do plazmy jako vysoce trombogenni
UL- VWF multimer

metaloproteinazou ADAMTS13 je stépen na mensi a
méne trombogenni multimery

rizena proteolyza vdoméné A2 (Tyr 1605-Met 1606 )
Deficit ADAMTS13 — TTP



Maturovany vVWF

ADAMTS13
v B
DO CENIOEIS
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FVIII, GPlb, Collagen RGDS

GPIlb/llla

Doména D’ - D3 — multimerizace v Golgi a vazba vVWF/FVIIl v plazme
Doména A1 - GPIb, kolagen

A2 - proteolyza metaloproteinazou ADAMTS13

A3 - vazba na kolagen

Doména C1 (Arg, Gly, Asp, Ser) - vazba GP lib/llla
Doména CK - dimerizace v ER
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Epidemiologie

* NejcCastejsi dedicna krvaciva choroba
s odhadovanou prevalenci 1%

* Dle odhadu ISTH 1500 - 3000 os/milion populace

* Symptomatické krvacivé projevy 100 os/ milion
populace



Klinicky obraz

sliznicni krvaceni (epistaxe, gingivorhagie, menorhagie,
krvaceni do GIT)

podkozni hematomy

¢asné a protrahované pourazové /perioperacni
krvaceni

krvaceni do kloubl a mékkych tkani
vrozena Ci ziskana hemofilie x typ 3 vWD, 2N vWD



Revize 2006

* Typ1
e 1vp 2

* Typ 3

Klasifikace vWD

parcialni deficit vWF

kvalitativni defekt vWF

2A chybéni HMW multimera vWF

2B Tafinita VWF ke GPIb

2M | afinita vVWF ke GPIb pfi dostatku
HMW multimert vWF

2N | afinity vVWF k FVIII

uplny deficit vWF



MOLECULAR DIAGNOSIS OF VWD: THE GENOTYPE
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Diagnostika vWD

 Anamnestické udaje
* Klinicky obraz
e Laboratorni testy



Diferencialni diagnostika

* Obtizna u typu 2vWD

e vWD vs.

— Trombocytopenie
— Trombocytopatie

* Vvrozeneé
e ziskané

— Hemofilie A
— Ziskany vWS



Dif. dg. trombocytopatii

GPlb — HMW multimery vWF — kolagen cévni

* Bernard —Soulier sy (BSS)
— chybi GPIb
* PT-vWD
— 1GPlb k VWF
e 2BVWD
— TVWF k GPIb

e 2M VWD T
— rezistence VWF ke GPIb




Koncentrace vWF

Zdravé osoby s KS 0 ¢ VWF o0 25 - 30 % | (kratsi
polocas )

A

"s véekem ( od 40 let, kaZzdou dekddu Tccao 6 % )

A

" pri stresu - protein akutni faze

A

" v prubéhu téhotenstvi, mestruacniho cyklu

N

" pri nadorovém stonani
Zdravi jako bleeders X bleeders jako zdravi

— opakovane vysetrit



Laboratorni diagnostika

* Screening
— KO (pocet desticek)

— BT/ PFA-100
— aPTT
e Zakladni testy prodg vwD -typ1,2a3vWD
— VWF:Ag BJH IX/2014 vWF:Ag
— VWE-RCo vWF:RCo
— RVIILC FVIII:C
vWF:CB
» VWF:RCo/ VWF:Ag VWE:CB/VWF:Ag
» FVIII:C/ vWF:Ag
e Specifické dg testy - subtypy 2A, 2B, 2M, 2N
— vVWF:CB
— RIPA
— multimery multimery?
— vVWF:FVIIIB vWEF:FVIIIB???
- VWFpp dg vWS

* Genetické vysetreni



Screeningoveé laboratorni testy

« KO
— Trombocytopenie typicka pro 2B vWD a PT- vWD
* APTT

— neni dg test pro vWD zejména pro lehké formy
— Prodlouzen pfi || FVIII:C — 2N a tézké formy vWD

— Pri prodlouzeném aPTT je nutno proveést kompletni dif.
dg ( FVIII, 1X, XIl, HMWK, LA)

* Krvacivost (Simplate®/ PFA 100)



Krvacivost (BT)

Globalni test primarni hemostazy

Prodlouzen u trombocytopenii
trombocytopatii

vWD

vaskulopatii
40% senzitivita pro zachyt vWD
Existuji citlivejsi a méné traumatickeé in vitro
metody nezavislé na provadeéjici osobée



A0mbar l

von Willehrand
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PFA 100
Platelet Function Analyzer

In vitro simulovan proces adhese a agregace
ve vzorku nesrazlivé krve pacienta

Testovaci modul
Col/ Epi
Col/ ADP

Closure time (CT)
Col/lEPlI 94 -193 s
Col/ADP 71-118s

Apeetupe
150ul

- Membrane

In VITRO




PFA-100

Testovaci systém vyuzivajici princip high shear stress
Citlivy na pritomnost, absenci Ci dysfunkci vVWF v plazmé
Detekce cca 80 % nemocnych s vVWD
Senzitivita 90 %
100 % pro typ 2A, 2B, 2M, typ 3

u typu 2N je v norme

u typu 1 zalezi na hladiné vWF

Stejné jako krvacivost se do vysledku promitaji i dalsi
komponenty hemostazy ( pocet a fce desticek)

Monitorace |éCby desmopresinem



Zakladni dg laboratorni testy vWD

o« VWF:Ag
* VWF:RCo
o FVIII:C

.« VWF:CB

* VWF:RCo/VWF:Ag
o FVIII:C/VWF:Ag



VWF:Ag

antigen = protein

ELISA

zasadni pro dg vWD

redukce a/nebo dysfunkce vVWF

80 % pacientu s vVWD ma | vVWF:Ag
odlisit vWD od vWS, hemofilie

vzdy doplnit funkénim vysetreni vWF



vWF:RCo

* Ristocetin urychluje reakci mezi propranymi
destickami a VWF

* Desticky + ristocetin 1mg/ml + standard/PP—
rychlost agregace
e Cerstvé, fixované, lyofilizované, zmrazené

e Botrocetin jako nahrada ristocetinu



FVIII:C

* FVIII:C | u pacientu s vWD
— deficit vVWF — | VWF/FVIIl — FVIII zkrdceny polocas
— u typu 2N porusena vazba VWF/FVIII

e Koagulacni metoda, princip aPTT s pouzitim
specifické deficientni plazmy, odecet z kalibracni
krivky

* Chromogenni metoda neni bézné pouzivana
ELISA pro stanoveni antigenu FVIII



Porovnavaci testy (fce : Ag)

* odliseni kvantitativni a kvalitativni poruchy
* Typ 1vWD
VWEF:RCo a VWF:CB konkordantni vVWF:RAg

>0,6
* Typ 2 VWD
VWEF:RCo a vVWF:CB diskordantni vWF:Ag

<0,6

e Diskriminac¢ni rozmezi = 0,6



vVWF:RCo/VWF:Ag < 0,6
 Typ 2 VWD — dg. subtypu

— VWF:CB (2A x 2M)
— RIPA (2B x PT- vWD)
— multimery (2A, 2M)
— vWF:FVIIIB (2N)



Collagen-binding capacity (VWF:CB)
ELISA (podobné vVWF:Ag)
fce HMW multimeru

sensitivnéjsi nez metoda vWF:RCo, nelze
zamenovat, doplnuje funkcni test

rozliSeni subtypu 2A a 2M vWD

uskali se standardizaci

monoklonalni Ab je zamérena primo na funkéni doménu vWEF,
umoznuji detekci HMW multimerd vWF



Ristocetin-induced platelets agglutination

PRP (RIPA)

Ristocetin usnadnuje vWF — GPIb

Rozlisit subtyp 2B vWD a PT-vWD

Proprané desticky + ristocetin 1Img/ml a PP/ NP

Vysetreni indikovano vWF:RCo/vVWF:Ag
avWF:CB/vWF:Ag < 0,6 a zdaroven
trombocytopenie

*  Reakce chybi

— uBSS (chybi GPIb)
— typ 3 vWD (chybi vVWF)

* PT-vWD - 11 agregace desticek v pacientské PRP uz po pridani kryoprecipitatu/plazmy i bez

pritomnosti ristocetinu



Dg subtypu vVWD

vWF:CB rozlisi typ 2A x 2M
RIPA potvrdi 2B

Typ 1 - test RIPA neni doporucovan

Typ 2A-vWF:Ag N/ |, vVWF:RCo |, VWF:CB |
2B —vWF:Ag N/ |, vWF:RCo |, VWF:CB |, RIPA
2M - vWF:Ag N/ |, vVWF:RCo |, VWF:CB N,
2N - FVII.C/vWF:Ag <0,6

(hemofilie A- FVIIl |, vWF:Ag N)



Dif. dg.VWD

Typ
1. vWF:RCo, VWF:CB /VWF:Ag > 0,6

2. VWF:RCo, VWF:CB /VWF:Ag < 0,6
2A VWF:CB |
2B — RIPA

2M — vVWF:CB N
2N - FVIII:C/ VWF:Ag < 0,6
3. VWF:Ag = 0



VWF multimery

* UcCelem analyzy je
— primy prukaz multimerd (2A x 2M)
— odlisit vrozenou vWD od ziskaného vWS

— dg. TTP, HUS, sepse — struktura vVWF poda cennou
informaci

» zkrizena elektroforéza na agarézovéem SDS gelu
* [ze nahradit vWF:CB/VWF:Ag

SDS- sodium dodecylsulfat



VWEF electrophoresis

Multimeric analysis

Crossed

immunoelectrophoresis
(CIE)

Er;d dimension

1st dimension



vVWEF:FVIIIB

schopnost pacientova VWF vazat exogenni
normalni FVIlI

2NVWD - vazba vWF/ FVIII je dysfunkéni —
polocas FVIII v plazmé je zkracen a
c FVII |

ELISA, technicky narocny

preference genetického vysetreni

FVIII /VWF:Ag < 0,6 = 2N vWD

* stanovit u vSech pacientl s projevy hemofilie

kde nesedi typ dédi¢nosti (2N neni vazana na pohlavi)



MANAGEMENT OF AVWS

VonWillebranduv syndrom

Collagen Matrix Endothelial Extracellular
fibrils VWF cell matrix



vWF propeptid (VWF:Agll)

* do plazmy uvolnovan zaroven s maturovanym
VWEF, ale eliminace vVWFpp z plazmy nezavisla na
vWEF

* pfi Teliminaci YWWF pomér vWFpp/vWF:Ag 1
* vrozend VWD x avW$



Heydeho syndrom

* R.H., 1937, KS 0 Rh+

vrozené angiodysplasie GIT

tésna Ao stenosa — destrukce multimeru vVWF
— krvaceni z teleangiectasii v GIT — Hb 41 g/I

— opakované TU EBR

nahrada Ao chlopné v VI/2014
koncentrat vVWF

aktualni stav snad dobry
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Jakym typem vWD trpéla Hjordis?

Typ 3 VWD

-

Dekuji za pozornost.



