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Ziekte van VVon Willebrand (VWD)

= Meest voorkomende erfelijke bloedingsziekte
= Prevalentie 0,01% (patiéntenstudies) tot 1% (populatiestudies)

= Symptomen
= epistaxis, tandvleesbloedingen, hematomen, petechién,
overvloedige menstruatie, Gl-bloedingen, nabloedingen bij operaties

= Deficiéntie van VWF of abnormaal functionerend VWF


Presenter
Presentation Notes
Symptomen sterk wisselend in ernst, zelf binnen één familie.
Type 1 & meeste vormen van 2 autosomaal dominant, type 3 ernstigste vorm  recessief
0,01% : aantal patiënten die worden opgevolgd met VWD in een gespecialiseerd centra / aantal inwoners in gebieden die verzorgd worden door dit centra, hierbij krijg je een prevalentie van patiënten die significant bloedingen hebben/ernstig genoeg om naar arts te gaan // 1% wordt bekomen via populatiescreeningen waarbij men een hele groep personen neemt en deze test, ondervraagd en familiehistoriek nagaat! 
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Presenter
Presentation Notes
Beschadiging van een bloedvat zorgt ervoor dat VWF en BP in contact komen met collageenvezels, door de binding aan collageen verandert de structuur van VWF en kan het binden aan GpIb alfa van de BP, de BP worden zo afgeremd en komen tot stilstand, ze kunnen vervolgens ook vaste verbindingen vormen met collageen, na deze bloedplaatjesadhesie ontstaat en bloedplaatjesactivatie en aggregatie. In een volgende stap moet deze bloedplaatjesprop een stevige hemostatische prop vormen mbv  stollingscascade waardoor fibrine kan worden ingebouwd en de prop verstevigen, zo wordt er een hemostatische prop gevormd en is de vaatwand/wond gedicht en wordt verder bloedverlies tegengegaan.
1. beschadeging van de vaatwand, collageen komt in contact met bloed, VWF bindt aan collageen en verandert van structuur, BP binden aan VWF en collageen, BP worden geactiveerd en er ontstaat BP aggregatie, bloedstolling leidt ondertussen tot de vroming van trombine en trombine kan fibrinogeen omzetten in fibrine zodat de trombocytenprop samentrekt en er een dichting van wonde ontstaat!  Fibrinogeen wordt omgezet naar fibrine en zo ontstaat er een stolsel!
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INLEIDING

Structuur van Von Willebrand factor

FVIl.-— GP1ba  Collagen
Collagen

Ng et al. (2015)
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Classificatie VWD

= Type 1 VWD: partiéle kwantitatieve VWF deficiéntie

= Type 2 VWD: kwalitatieve VWF deficiéntie
= 2A
= 2B
= 2M
= 2N

= Type 3 VWD: totale kwantitatieve VWF deficiéntie
UKHCDO guideline on diagnosis and management of VWD (2014)

VWD guideline from the NHLBI Expert panel (2008)
Guideline from the VWF Subcommittee of the ISTH (2006)



INLEIDING

Subtypering VWD type 2

- Type 2A: HMWM <<<
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Subtypering VWD type 2
= Type 2A: HMWM <<<

= Type 2B: verhoogde affiniteit voor Gplba HMWM <<<


Presenter
Presentation Notes
2B: verhoogde affiniteit, HMWM (actiefste vorm) gaan daarom spontaan binden aan BP zonder dat dit echt nodig is, er ontstaand VWF;BP complexen die vervolgens worden afgebroken waardoor en een selectief verlies is van HMWM en vaak ook trombopenie! 


INLEIDING

Subtypering VWD type 2
= Type 2A: HMWM <<<
= Type 2B: verhoogde affiniteit voor Gplba HMWM <<<
= Type 2M: verminderde binding aan Gplba HMWM nl.

verminderde binding aan collageen HMWM nl.



INLEIDING

Subtypering VWD type 2
= Type 2A: HMWM <<<
= Type 2B: verhoogde affiniteit voor Gplba HMWM <<<
= Type 2M: verminderde binding aan Gplba HMWM nl.

verminderde binding aan collageen HMWM nl.

= Type 2N: verminderde bindingsaffiniteit voor FVIIl HMWM nl.

UKHCDO guideline on diagnosis and management of VWD (2014)
VWD guideline from the NHLBI Expert panel (2008)
Guideline from the VWF Subcommittee of the ISTH (2006)
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1. Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?
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Algemene aanpak VWD diagnostiek

1. Initiéle screening bij verhoogde bloedingsneiging:
= Complet (met trombocytenaantal)
= PT
= aPTT
= (fibrinogeen), (T7), ...
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VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Algemene aanpak VWD diagnostiek

1. Initiéle screening bij verhoogde bloedingsneiging:
= Complet (met trombocytenaantal)
= PT
- aPTT: type 2N en 3 VWD - FViil level \
= (fibrinogeen), (T1), ...

2. Screening panel

3. Confirmatie panel

UKHCDO guideline on diagnosis and management of VWD (2014)
VWD guideline from the NHLBI Expert panel (2008)
Guideline from the VWF Subcommittee of the ISTH (2006)



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Screening panel

1. VWF.Ag assay

2. Minimum eén VWF activiteit assay
= Ristocetine-cofactor activiteit (VWF.:RCo0)

= Collageen binding (VWF.CB)

3. FVIIl assay

UKHCDO guideline on diagnosis and management of VWD (2014)
VWD guideline from the NHLBI Expert panel (2008)
Guideline from the VWF Subcommittee of the ISTH (2006)



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

VWF activiteit assay

Gplba binding ) v w VWEF

Collageen binding

VWF.RCo VWF:.CB
= Aanwezigheid van HMWM = Aanwezigheid van HMWM
(actiefste vorm) (actiefste vorm)

= [ntacte Gplba binding = |ntacte collageen binding
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Screening panel

VWF:Ag < 5% - VWD type 3



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Screening panel

VWF:Ag < 5% = VWD type 3

VWEF activiteit
VWEF:Ag
> 0.7 < 0.7
Kwantitatieve deficiéntie Kwalitatieve deficiéntie

type 1 VWD type 2 VWD



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Screening panel

VWF:Ag < 5% - VWD type 3

VWEF activiteit
VWEF:Ag
> 0.7 < 0.7
Kwantitatieve deficiéntie Kwalitatieve deficiéntie
type 1 VWD type 2 VWD

FVIIl level 2> vermoeden van type 2N



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Algemene aanpak VWD diagnostiek

1. Initiéle screening bij verhoogde bloedingsneiging:
= Complet (met trombocytenaantal)
= PT
- aPTT: type 2N en 3 VWD - FViil level \
= (fibrinogeen), (T1), ...

2. Screening panel

3. Confirmatie panel: subtypering type 2 VWD

UKHCDO guideline on diagnosis and management of VWD (2014)
VWD guideline from the NHLBI Expert panel (2008)
Guideline from the VWF Subcommittee of the ISTH (2006)



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Aanpak VWD diagnostiek UZ Leuven

1. Screening panel:
= VWF.Ag assay

- factoren die VWF:Ag level beinvioeden



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Aanpak VWD diagnostiek UZ Leuven

1. Screening panel:
= VWF.Ag assay

- factoren die VWF:.Ag level beinvioeden

acute stress (angst, operatie, inspanning)
= acute en chronische inflammatie

= hormonaal (zwangerschap, menstruatie)
= bloedgroep

. ras



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Aanpak VWD diagnostiek UZ Leuven

Acute stress 10 juli 6 augustus 17 augustus

VWF:Ag 48% 100% 50%

|

na psychologische stress
Wieland et al. (2008)



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Aanpak VWD diagnostiek UZ Leuven

Bloedgroep O AB
Gemiddelde VWF:.Ag 75 % 125 %

Interpretatie patiént met 45 % VWF.Ag ?



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Aanpak VWD diagnostiek UZ Leuven

Bloedgroep O AB
Gemiddelde VWF:.Ag 75 % 125 %
Normale range* 36-157% 64-238%

Interpretatie patiént met 45 % VWF.Ag ?

*Gill et al. (1987)



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Aanpak VWD diagnostiek UZ Leuven

1. Screening panel:
= VWF.Ag assay

- factoren die VWF.Ag level beinvioeden

= acute stress (angst, operatie, inspanning) symptomen

= acute en chronische inflammatie persoonlijk +

familiaal

= hormonaal (zwangerschap, menstruatie) bloedingsrisico

= bloedgroep herhalen
VWF:Ag assay

= ras




VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Aanpak VWD diagnostiek UZ Leuven

1. Screening panel:
* VWF.Ag assay
= VWF.RCo (Gplba binding)
= FVIII assay
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Aanpak VWD diagnostiek UZ Leuven

1. Screening panel:
* VWF.Ag assay
= VWF.RCo (Gplba binding)
= FVIII assay

2. Confirmatie panel.



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Aanpak VWD diagnostiek UZ Leuven

1. Screening panel:
* VWF.Ag assay
= VWF.RCo (Gplba binding)
= FVIII assay

2. Confirmatie panel.
= Trombocytenaggregatie (2B)



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Ristocetine hoge dosis

/
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Type 2B: verhoogde alffiniteit voor Gplba



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Aanpak VWD diagnostiek UZ Leuven

1. Screening panel:
* VWF.Ag assay
= VWF.RCo (Gplba binding)
= FVIII assay

2. Confirmatie panel.

* Trombocytenaggregatie (2B)
= Multimeren analyse (2A/2B <> 2M)



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

jI‘ HMWM

intermediaire

MWM
Type 2A: HMWM <<<
Type 2B: HMWM <<<

NPP 2A 2B



VRAAG 1 Hoe wordt VWD gediagnosticeerd?

Aanpak VWD diagnostiek UZ Leuven

1. Screening panel:
* VWF.Ag assay
= VWF.RCo (Gplba binding)
= FVIII assay

2. Confirmatie panel.
* Trombocytenaggregatie (2B)
= Multimeren analyse (2A/2B <> 2M)
= VWF:FVIIB assay (2N)



VRAAG 2

2. Toegevoegde waarde van de
collageen binding analyse?



VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

Collageen binding analyse

. . VWF
= Aanwezigheid HMWM

(meest actieve vorm)
= |ntacte collageen

binding U
Collageen binding
Gelabeld
@ anti-VWF
antilichaam
= ELISA

collageen



VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

VWEF structuur: collageenbindingsplaatsen

GP1ba  Collagen

Collagen
Al domein: A3 domein:
= Collageen type | = Collageen type |
= Collageen type Il = Collageen type lll

= Collageen type VI

= Gplba



VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

1. Opsporen HMWM deficiénte stalen

VWEF activiteit
> 0.7/ VWF:Ag \ < 0.7
Kwantitatieve deficiéntie Kwalitatieve deficiéntie
type 1 VWD type 2A en 2B

= HMWM
deficiénte stalen


Presenter
Presentation Notes
Collageen binding analyse is zeer goed in het opsporen van HMWM defecte stalen, je kan dit doen door de ratio van je activiteit assay tov antigen te bereken, voor patiënten met een HMWM defecientie (type 2A en 2B) ga je een ratio lager dan 7 krijgen. Er zijn verschillende studies uitgevoerd om te onderzoeken welke activeit assay je nu best gebruikt voor je ratio te bereken. Je kan dit doen adhv je ristocetine cofactor activeit assay ofwel op basis van je collageenbinding analyse. Ik heb één studie gekozen om te bespreken met jullie


®  VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?
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Favaloro et al. (2014): 29 stalen tussen 2006-2013 opgestuurd naar
verschillende laboratoria (n: 52-59)


Presenter
Presentation Notes
Favoloro et al verstuurden in een tijdsperiode van 7 jaar een groot aantal VWZ stalen op naar verschillende laboratoria, als een soort externe kwaliteitscontrole. De verzamelde data werden gebundeld en geanalyseerd! Van deze laboratoria waren er die beide activiteitsassays uitvoerden of één van beide alle ratio’s werden berekend en uitgezet in deze grafiek! Voor normale en type 1 stalen zou je een ratio hoger dan 7 moeten krijgen! We zien hier dat de ratio op basis van de collageen binding analyse een betere manier is om de stalen zonder HMWM defect op te sporen. 


®  VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

Dotk ek ok oh ke
P — T R R T
u |1 |1 [ ] 1 1 1 1 1 a |}

Ratio

L e e e I T = e A e
R LR O i Bl Gl e B G = R
I I I I I 1 1 T |

Ratio

C. type 2A VWD (n=2) D. type 2B VWD (n=3)

Favaloro et al. (2014): 29 stalen tussen 2006-2013 opgestuurd naar
verschillende laboratoria (n: 52-59)


Presenter
Presentation Notes
Als we nu kijken naar de resultaten van de stalen met een HMWM defect zien we hier dat de collageen binding analyse beter is om deze op te sporen! 


VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

1. Opsporen HMWM deficiénte stalen

VWEF activiteit
> 0.7/ VWF:Ag \ < 0.7
Kwantitatieve deficiéntie Kwalitatieve deficiéntie
type 1 VWD type 2A en 2B

= VWF:CB beter dan VWF:RCo

Favaloro et al. (2014), Favaloro et al. (2007), Adcock et al. (2006), Favaloro et al. (2006), Favaloro et
al. (2002), Favaloro et al. (1999)

= VWF.CB met collageen type | (95%) type Il (5%)

Favaloro (2000), Baronciani et al. (2006)


Presenter
Presentation Notes
Collageen binding analyse is zeer goed in het opsporen van HMWM defecte stalen, je kan dit doen door de ratio van je activiteit assay tov antigen te bereken, voor patiënten met een HMWM defecientie (type 2A en 2B) ga je een ratio lager dan 7 krijgen. Er zijn verschillende studies uitgevoerd om te onderzoeken welke activeit assay je nu best gebruikt voor je ratio te bereken. Je kan dit doen adhv je ristocetine cofactor activeit assay ofwel op basis van je collageenbinding analyse. Ik heb één studie gekozen om te bespreken met jullie


VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

2. Opsporen type 2M VWD met geisoleerd collageen
binding defect

Type 2M VWD

— ~.

Gplba binding defect Collageen binding defect
Meest voorkomend Zeldzaam

Opgespoord met VWF.RCo Opgespoord met VWF.CB



VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

2. Opsporen type 2M VWD met geisoleerd collageen
binding defect

Type 2M VWD

— ~.

Gplba binding defect Collageen binding defect
Meest voorkomend ??Zeldzaam??

Opgespoord met VWF.RCo Opgespoord met VWF.CB



VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

2. Opsporen type 2M VWD met geisoleerd collageen
binding defect

GP1ba  Collagen
Collagen

A3 domein:
= Collageen type |
= Collageen type Il

» 5 mutaties



VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

2. Opsporen type 2M VWD met geisoleerd collageen

binding defect
A3 domein Collageen Collageen VWF.RCo
mutaties type | type lli
S1731T \ \ ?? nl.
W1745C \ \ nl.
S1783A \ \ nl.
M1761K XXXXXXXXXXX \ nl.
H1786D \ \ nl.

Riddel et al. (2016), Keeling et al. (2012), Flood et al. (2010), Ribba et al. (2001).




VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

2. Opsporen type 2M VWD met geisoleerd collageen
binding defect

B C1C2 CK

GP1ba  Collagen
Collagen

A3 domein:
= Collageen type |
= Collageen type Il

!

Normale VWF.Ag, normale VWF:RCo,
normale multimeer distributie

Bewezen nut van VWF:CB met
collageen type | of |l



VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

2. Opsporen type 2M VWD met geisoleerd collageen
binding defect

GP1ba  Collagen
Collagen

Al domein:
= Collageen type |
= Collageen type Il
= Collageen type VI

= Gplba

» 4 mutaties



VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

2. Opsporen type 2M VWD met geisoleerd collageen

binding defect
Al domein Collageen | Collageen Collageen VWF.RCo
mutaties type | type lli type VI
$13871 \ nl. \ \
R1399H nl. nl. \ nl.
Q1402P nl. nl. \ \
11 AZ deletie
1392-1402 \ i \ \

Flood et al. (2012), Larsen et al. (2013).




VRAAG 2 Toegevoegde waarde van de collageen binding analyse?

2. Opsporen type 2M VWD met geisoleerd collageen
binding defect

GP1ba  Collagen
Collagen

Al domein:
Collageen type |
Collageen type Il
Collageen type VI

Gplba

!

Belang VWF.CB met type VI nog
onduidelijk



Conclusie

1. Diagnose VWD complex

2. VWF.CB heeft toegevoegde waarde:
1. Opsporen HMWM deficiéntie (type 2A en 2B)

= VWF.CB met type | (95%)/ type Il (95%)

‘ 2. Opsporen subtype 2M met geisoleerd collageen
binding defect (A3 domein)

= VWF.CB mettype | of type |l



Todo

1. VWF.CB met humaan collageen type |, lll en VI evalueren

2. Stalen verzamelen van patiénten met verhoogde
bloedingsneiging

3. HemoslL®PAcustar VWF:CB assay valideren

4. Incidentie subtype 2M met geisoleerd collageen binding
defect



Bedankt voor jullie aandacht!
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