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von Willebrandova choroba

e je krvaciva choroba zpusobena vrozenym
defektem koncentrace, struktury nebo funkce
von Willebrandova faktoru



von Willebranduv faktor

je adhezivni glykoprotein o 2050 AMK
tvoren v endotelu a megakaryocytech

uvolnovan
— do subendotelu
— intraluminalné

stéepen metaloproteazou ADAMTS13
— Tyr 1605 — Met 1606

hraje klicovou roli v primarni hemostaze i koagulaci

usporadan do multimert od 500 kDa az po 20 000 kDa
— délka az 1,3 um (primeér trombocytu)
cirkulujici VWF se vaze s FVIII



Multimerni struktura VWF — korelace s elektroforézou

Normal Human Binding Affinity for
Plasma VWF VWF multimeric Size Collagen and Platelet GPlba
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1 x VWF-Dimer 540 kDa
*Reininger AJ. Haemophilia 2008;14 (Suppl.5):11-26




Schéma funkce VWF v primarni hemostaze

Unfolding and conformational
change of coiled HMW-VWF
Blood stream >

> Shear stress >
Coiled plasma HMW-VWF

Immobilized HMW-VWF
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*Sledleckl ChA Blood 1996; 88 2239 50



| VWF -deficit |

® vrozené defekty - von Willebrandova choroba

e ziskané defekty — ziskany von Willebrandiv syndrom
— imunitné podminéné
— v dusledku zvySené adherence na desticky, tumordzni buriky
— hyposyntéza
— zvysena proteolyza



Prevalence VWCH

e VWF<50% 1%
e klinicky krvacivé projevy 125/1 milion
e 7ivot ohrozujici krvaceni 0.5-3/1milion

e ohrozenych krvacenim 1000/1 milion



Klasifikace VWCH — 1994

- pritomnost defektu v genu pro vWF
Sadler JE, Thromb Haemost 1994, 71: 520-525

- defekt v fenu pro VWF neni podminkou
Sadler JE, ] Thromb Haemost 2006; 4: 2103-2114.

e typ 1- parcialni kvantitativni defekt, AD, 75%

e typ 2 kvalitativni defekt VWF, AD i AR, 20%

2A - pokles na VWF zavislé adheze trombocytu, chybéni
HMW multimert, 10-15%

2B - zvysSena afinita ke GPlb

NI e

patologickou skladbou HMW multimeru
2N - pokles afinity k FVIII, AR

e typ 3 Uplny nedostatek VWF (<5%), FVIII <10%, AR, <5%



Rozlozeni tize defektu vVWF

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

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

typ 1 (VWF < 30%)

\ (VWF 30-50%)



Diagnoza VWCH typ 1

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

e mozna (possible): - nesplnéno a) nebo c)

e nutno ze dvou odbeéru



Diagndza VWCH typ 1 (problémy)

Ne zcela jasna hranice normy, hladina VWF zavisi na:

e krevni skupineé 0 a non-0:
— KSOVWF { 025% oproti non-0
— MCMDM-1vWD cut off pro percentil 2,5 (n=1166):
e KS O:
— VWF:RCo 43%
— VWE:Ag 44,4%
e KS non-0:
— VWF:RCo 54%
— VWE:Ag 54%



Diagnoza VWCH typ 1 (problémy)

Nejsou hormy, protoze je vliv:
e veku

—od 40 let ™ VWFo 1%/ rok
e pohlavi- 1 Zeny
e rasy - I cernosi
e \/WF je reaktant akutni faze

— menstruacniho cyklu:
e bez HAK nejnizsi VWF den 9 - 10
e HAK nejnizsi VWF den 5 -6



Signifikantni sliznicné-kozni krvaceni dle ISTH

Epistaxe:

— 2x spontanné nebo 1x vyZadujici transfuzi | ® 2 2 symptomy
Tvorba hematom: * 1 symptom:
— spontanné nebo po minim. traumatu * vyzadujici transfuzi
ProdlouZené krvaceni po poranéni: * recidivujici za minimalne 3
— >15 min nebo recidiva do 7 dnd raznych okolnosti

Krvaceni z dasni, rtu, jazyka:
— vyzadujici oSetreni
Spontanni krvaceni z GIT:
— vyzaduijici |é€bu ¢i vedouci k anemii bez ulcerace ¢i portalni hypertenze
Krvaceni po zubni extrakci, TE, ADE
— vyzadujici medikaci
Menoragie:
— zpUsobujici anemii nebo vyZadujici |é¢bu bez leze na uteru
KoZni nebo slizniéni krvaceni jiného plvodu: oci, usi, moc€. a dych. cesty
— vyzadujici medikaci

*Sadler JE, J Thromb Haemost 2005; 3: 775-777



Nezavazné krvacivé projevy v normalni populaci

Every ‘normal’ adult person has a 5 — 8% annual probability of
minor bleeding

Bleeding rate (% pt/vear
Study Participants
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Adult and Pediatric Vincenza VWD Bleeding Questionnaire and Scoring System

Patient identification number:

Syvmptom

0 | 1

2

| 3

| 4

Epistaxis

Cutaneous

Bleeding from

minor wounds

Oral Cavity

GI Bleeding

Tooth

extraction

Surgery

Menorrhagia

Post-partum
hemorrhage

No or trivial | =5 OR more
(<9) than 10

= lem AND
no traunma
= 5 OR more
than 5

No or trrvial
(=lcm)
No or trrvial
=5)

No Reported at

least one

Identified

cause

No

No bleeding
in at least 2
extractions

No bleeding

None done  Reported, no
No bleeding consultation
mn |
None done  Reported, no
m 2 No bleeding consultation
surgeries i 1

- No Reported or

consultation lytics or Pill use

only
No bleeding No deliveries Reported or

in at least 2 | No bleeding = consultation
deliveries |1 1 delivery only

Consultation
only

Consultation
only

Consultation
only or steri-
sStrps
Consultation
only

Packing or
cauterization or
antifibninolytics

Surgical hemostasis
or anfifibrinolytics

Surgical hemostasis
or antifibrinolytics

Consultation or Surgical hemostasis,

Spontaneous

Consultation
only

Consultation
only

Antifibrino-

D&C, Iron
therapy.,
Antifibrino-
Lytics

antifibrin__ blood
transfusion

Resutuning,
repacking or
antifibrinolytics
Surgical hemostasis
or antifibrinolytic

D&C, Iron therapy

Blood transfusion or
replacement therapy

' Blood transfusion or
replacement therapy

Blood transfusion or
replacement therapy

Blood transfusion or
replacement therapy

Eeplacement therapy

Blood transfusion or
Replacement therapy

Blood transfusion or
Replacement therapy

Blood transfusion or
replacement therapy
or hysterectomy

Hysterectomy




*Bowman M. et al. J Thromb Haemost 2008:; 6: 2062-6

Muscle Never Post trauma | Spontaneous. Spontaneous or Spontaneous or
hematomas no therapy no therapy | traumatic, requiring = traumatic, requiring

replacement therapy surgical intervention

or blood transfusion
Hemarthrosis Never Post trauma | Spontaneous. Spontaneous or Spontaneous or
no therapy no therapy | traumatic, requiring = traumatic, requiring
replacement therapy surgical intervention
or blood transfusion
CNS Bleeding Never - - Subdural. any Intracerebral, any
mMtervention INteTVention
Adult Score:
Total
Childhood -1 0 1 2 3 4 Score
hleeding - No Reportad Consultation | Surgical hemostasis, | Blood transfusion or
For each bleeding: only antifibrinolytics, wron | replacement therapy
therapy
Umbailical stump
Cerebral |
At circumcision |
At venpuncture |
Suction bleeding |
Hematuria |
Menarche |
Child Score:
Total




Navrzena dg. kriteria vyuzivajici krvaciveé skore

e Krvacivé skore:
— > 3 pro muze
— > 5 pro zeny
— problém u déti

* mensi duraz na pritomnost krv. projev

*Rodeghiero F.2009;515t Congress of ASH,New Orleans




Laboratorni diagnostika VWCH

screening: senzitivita

— trombocyty (Ytyp 2B)

— aPTT < 30%

— doba krvaceni <40%

— PFA100 79-100%
specifické testy:

— VWF:Ag, VWF:RCo +/- VWF:CBA, FVIII:C
diskriminacni testy:

— elfo multimertd VWF, RIPA, VWF:FVIIIB (vazebna
kapacita VWF pro FVIII)

genetické vysetreni



PFA-100®

Senzitivita v dg VWCH:
- typ 2A, B, M: 100 %
-typ 1: 90 %

Membrane

Epinephnin/
ADP

Mcmbrane

Aperture

m - 150ul
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Cag&;nlr Membranc
Collagen-

von Willcbrand coating

tactor
Erythrocytes Flow
Platelets Capillary
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VWF:RCo

ristocetin po navazani na GPl umozni vazbu VWF
HMW + IMW multimery = 50%

standard

k monitoraci lécby koncentraty VWF/FVIII
metoda aglutinacni, agregacni

e VWF:RCo / VWEF:Ag

—<0,7utypu2 A, B, M



VWF:RCo - automatizace metody

e vazba VWF na rf-GP Iba fixovany protilatkou — ELISA, LIA:

— za pritomnosti ristocetinu

e vazba VWF na

gain of function rf-GP Iba

fixovany protilatkou
— ELISA, LIA:
— bez ristocetinu
e VWF:Ac

7

The INNOVANCE VWF Ac Assay principle

Reagent I:
Latex particles coated
with mouse anti-GPlb

Reagent II: \ /
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Stanoveni VWF:CB

e collagen binding assay
e HMW multimery = 30%
e sensitivnéjsi pro typ 2A, 2B:
VWEF:CB / VWF:Ag <0,7 (0,5)

o ELISA:

prazdna jamka navazani kolagenu piidani Ag pridani konjugatu
(VWEF)
promyti @ .*. promyti ® o0
x| %
sl bY SNl ol QY
inkubace oo inkubace ® *

pridani substratu konec reakce



Collagen binding assay - VWF:CB

e Citlivéjsi k deficitu HMW multimert
— typ 2A, 2B: VWF:CB / VWF:Ag< 0,5-0,7
e Zavisi na typu kolagenu:

— smés type I/1ll (koriské &i hovézi Slachy) preferovany

— typ lll se vaze na VWF az pfrilis snadno:
e nejen k HMW multimerim

— typ | se vaze na vVWF velmi malo:

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

R ol
—
| —

RCo 50%

CBA

1 30%

*Favaloro EJ.Semin Thromb Hemost 2006:32:456-71
*Favaloro EJ.Semin Thromb Hemost 2006:32:566-76

*Favaloro EJ. Thromb Haemost 2010;104...... -



RIPA
(,ristocetin-induced platelet aggregation®)

e ristocetin1-1,5mg/ml
— 4 utypu 3, 2A (2™, 1)

e ristocetin 0,5-0,8 mg /ml
— pozitivita agregace:
e typ 2B
e destickovy typ



Dif. dg. VWD 2B a destickovy typ VWCH

e GPIb ma zvysenou afinitu k VWF

e popsany jen 4 mutace:
— Gly233Val
— Met239Val
— Gly233Ser
— Delece 27 paru bazi
e 1:4 kryoprecipitat : pacientova PRP
— agreguje destickovy typ VWCH
e 1:1 PPP pacienta : PRP normalu + ristocetin
— agreguje typ 2B




Diagnostika typu VWCH

typ | RIPA |RCo| Ag | FVIIl | RCo/Ag | CB |CBA/Ag
1 | N | 3| 3] N N \X N
2A | VW I NL | N 1<0,7 W | <07
2B | NT | ¢ [N | N 1<0,7 W | I<07
2M | Ny | 4 [ NS | NY 1<0,7 N N
2N | N [NV [N | N N N
3 | $4 [ d NV Il N




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




Role poméru VWFpp / Ag

* VWFpp je uvolnen az po sekreci VWF
* plazmaticky polocas:

* VWFpp: 2-3 h

« VWF:Ag 8-12 h
 dg. zvyseni clearence:

* nektere typy VWD

« ziskany deficit VWF
VWF domain Multimers  Mutation FVIlI:C  VWF:Ag VWF:RCe VWFRCo/ VWF:pp/
B VWF:Ag VWF:Ag
) [ L i }ll_ WT fe8-135  71-119 82-113 0.93 1.0
<{|BWmm C13R 135 122 73 N/ 2-4
-
“o) 8w MM W114G 24 31 12 N/ 2-4
<} 4 A R0N RizosH 719 5-10 3-10 £1 =10

VWD type

|/2E
|/2E

|Vicenza

*Gadisseur A.Acta Haematol 2009:121:128-38



Geneticka diagnostika

e VWCH vsechny typy 2:
- missense mutace, casto exon 28
e VWCH typ 11typ 3:
- heterogenni profil mutaci
® vyznam Vv praxi:
— prenatalni a preimplantacni dg typu 3
— dif. dg. typ 2B a destickovy typ VWCH



Prenatalni a preimplantacni diagnostika

e Amniocentéza:
— 15.-17. tyden

e Odbér choriovych klku:
— 11.-14. tyden

e Fetalni DNA z krve matky:
— od 7.-9. tydne
— 4% nejednoznacné vysledky

e Preimplantacni diagnostika:
— IVF, odbér 1/8 bunék




VWCH - terapeutické moznosti

e uvolnéni endogennich zasob vVWF:
— DDAVP

e podani exogenniho vVWF:
— koncentraty VWF/FVIII
— trombokoncentrat



DDAVP 1-desamino-8-D-arginin vasopresin

e vzestup VWF:
— primé plsobeni na endotel
— monocyty » sekrece PAF » VWF z endotelu

e vzestup FVIII:
— primé uvolnéni z mista syntezy
— sekundarni zvySeni pri vzestupu plazmat. hladiny VWF:
e delsi polocas
e stimulace uvolnéni FVIII



DDAVP v lécbée VWCH

e 0,3 pug/kgi.v., s.c., 300 pg i. nasalné
— a 12 - 24 hod.
— nejdéle 5 dnll
— efekt tachyfylaxe
— nutna restrikce tekutin na 1/2

e VWF/FVIII:

— vzestup 3-5x
— max. za 45 min. i.v., 120 min. s.c., 90 min. i.n.

e t2(typ 1 VWCH):
— VWF 8 - 10 hod.
— FVIII 5 - 8 hod.



Uéinnost DDAVP v léébé VWCH

nutny terapeuticky pokus
typ 1: v 90% (normalni trombocytarni VWF)
typ 2: asi v 50% a kratkodoby efekt
— 2A (u zvysené proteolyzy, t1/2: 2-4 hod.)
— 2M (Vicenza, t1/2: 1- 1,5 hod.)
— 2N (t1/2:2-4 hod.)
— 2B (relativni kontraindikace pro prohloubeni trombocytopenie)

typ 3 a tézky typ 1:
— nedostatecny vzestup VWF/FVIII na 10 - 30%



Lécba koncentraty VWF/FVIII

e kryoprotein (FVIII/VWF 80-100j./1 TU)
e koncentraty FVIII/VWF
(ve vSech jsou proti plazmé HMW multimery VWF redukovany)
— Haemate P” (stf. ¢iStény, pasterizovany)
— vysoce Cisténé koncentraty FVIII/VWF
— HP VWF
e oznaceni:
— VWF:RCo
— FVIII:C



Porovnani v CR k l1é¢bé VWCH doporuéenych
koncentratu FVIII / VWF

t1/2
Recovery /IU [/ k -
.| VWE:RCo y J (hod.) | FvIII IU St
preparat RCo U
/ EVIII / 1 mg
Davkovani | Farmakokinetika /1 mg
Haemate P® 2.4 2% 1,9% 7 2-6 3-17
Fanhdi® 1,2 2% 1,9% 14 2.5-10 3-12
Wilate® 0,9 15-2% | 1,5% |18-34 > 60 > 53
Willfact® >10 2% 2.1% | 8-14 > 50




Davkovani substituce u VWCH

druh krvaceni

cilova hladina

délka substituce

VWFE:RCo FVIII.C
) 80-100% kolem 100% béhem zakroku
velké operace — -
> 50% > 50% do zhojeni (7-10 dnu)
) > 50% > 50% béhem zakroku
malé operace — -
> 30-50% > 30-50% do zhojeni (5-7 dnu)
> 50% > 50% béhem zakroku
zubni extrakce > 30% > 30% dalSich 6-12 hod.

+ antifibrinolytikum

7-10 dnu

krvaceni (spont. 0 0 jednorazove Ci az do
i traumatickeé) > 30% > 30% zhojeni (2-4 dny)
vaginalni porod | > 40-50% > 40-50% 3 -4 dny




VWEF v gravidite

Od Il. trimestru fyziologicky vzestup VWF i FVIII:
e VWFaz3xT

e FVII2xT

e U typu 2 je uvolnén defektni VWF:
— J trombocytd u typu 2B

*James AH. Am J Obstet Gynecol 2009: 1el1-e8
*Szecsi PB. Thromh Haemost 2010: 718-727

e Doporuceni kontroly plazmat. hladiny VWF:Ag, VWF:Rco a FVIII:
— Tyden 28 a 34 *Lee CA. Haemophilia 2006: 301-306



VWEF po porodu

e Navrat k puvodni hladiné béhem 1-3 tydn

*Nichols WL. Haemophilia 2008: 171-232

e Utypu 2Aido 24 hodin

*Kujovich JL. ] Thromb Haemost 2005: 246-53
*Ramsahoye BH. Haemophilia 1995: 140-144

e Doporuceni kontroly hladiny VWF a FVIII:

— 3.-5.den po porodu
*Pasi KJ. Haemophilia 2004: 218-231



Co u von Willebrandovy choroby realné ocekavat?

e vyvoj klasifikace:
— €O jiz je a jeSté neni choroba?
— €0 jiz je a jesté neni kvalitativni defekt?
— noveé priciny onemocneéni, mutace mimo gen pro VWF?
e diagnostika:
— automatizace a standardizace vysetreni vVWF:RCo (Ac)
e Statim pouziti

— Ustup vyznamu PFA-100 jako screeningového vysetreni
e Jen jako negativni prediktivni hodnota

— rozsireni VWF:CB
e terapie (moznostiv CR):
— Uhrada vhodné formy DDAVP (Octostim inj)
— Uhrada vysoce cisténych koncentratt (Wilate a Willfact)
— uvedeni rVWF




Ziskany von Willebrandtiv syndrom

ympho-Myelo Proliferative Disorders
. Cardiovasculg.plsorders
B -




4 ) i logické
imunologické MGUS
choroby
auto- 9 -
protilatky solidni tumory adsorpce
\ y na povrch
lymfoproliferace é bunék
g J
, . myeloproliferace
e ~N urémie
oroteolyza 9 aortalni degrada,ce
ciprofloxacin stenoza smyki)v,ym
\_ J napetim

Patofyziologie ziskaného VWS ‘

?-l h té
hypotyreoza yposynteza ]

*Veyradier A. Thromb Haemost 2000; 84: 172-82
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‘ Mechanismus ziskaného VWS u aortalni stendzy

Heyde s” syndrom:
*Heyde EC, NEJM 1958; 259: 196

N e Aortalni stendza
von Willebrand V4 7
gl [ - G krvacen

e 4 HMW multimera VWF
e 4 VWEF v endotelu
 neovaskularizace

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

/‘ / \ : “‘ K ' u ~ \ [ y — < b i
| . — \\;\« \ ( R }Large multimers
V ) R Aortic stenosis
< - ;

Aortic stenosis

von Willebrand factor

von Willebrand
disease

*Makris M. Thrombosis research 2006;118,51:13-17

Gastrointestinal
bleeding



Diagnostika ziskaného VWS

Anamnéza:
e Krvacivé projevy az ve ,vyssim“ véku

e Negativni RA

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

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

e PFA-100

e FVIII, VWF:Ag, VWF:RCo, VWF:CB:
— | VWF:RCo/VWF:Ag, | VWF:CB/VWF:Ag

e Multimery VWF

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

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



Lécba ziskaného VWS

Lécba zakladniho onemocnéni:

— Efekt u autoimunitnich onemocnéni
— Neucinné pri MGUS

DDAVP:
— U solidnich tumort efekt v 75%

Koncentrat VWF/FVIII:
— Kratky polocas

rFVlila:
— Ekonomicka narocnost

HD-IVIG:
— Pouze u IgG MGUS

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



Dékuji za pozornost




