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RESUME

La maladie de Willebrand de type 2B (MW2B) est une maladie hémorragique rare, de
transmission autosomique dominante. Elle se caractérise par une affinité augmentée de facteur
von Willebrand (VWF) vis-a-vis du récepteur plaquettaire, la GPIb-a, qui est a ’origine d’une
thrombopénie variable, majorant le risque hémorragique. Le diagnostic biologique de cette

affection est difficile et la thrombopénie est le seul point d’appel.

Nous avons collecté toutes les observations néonatales des enfants nés dans les 10 dernieres
années diagnostiqués pour une MW2B dans un Centre du Réseau Francais de prise en charge
des Maladies Hémorragiques. Le phénotype clinico-biologique néonatal et la caractérisation
moléculaire ont été décrits chez 52 enfants, dont 18 avec thrombopénie. Le diagnostic de
thrombopénie néonatale a été posé chez 18 nouveau-nés. Parmi ces 18 cas, 12 avaient un
antécédent familial de MW et 9 ont présenté un saignement cutané ou muqueux. Le taux
médian de plaquettes était 10.5 x 10°/L (range, 4-127 x 10°/L). Onze nouveau-nés ont regu
des transfusions plaquettaires ou des perfusions d’immunoglobulines. Seulement un patient a
regu du concentré de facteur Willebrand. Le délai diagnostic était trés hétérogene allant de un

jour a 36 mois, souvent retardé¢, méme en cas d’antécédent familial.

Les mutations hétérozygotes du domaine Al dans notre cohorte étaient : R/341Q (n=4),
Vi316M (n=3), M1304insM (n=3), 11309V (n=2), LI1460P (n=2) et RI306W (n=2). Un
patient avait une mutation homozygote (P/337L). La cinétique du taux de plaquettes semble

étre liée au profil mutationnel dans le 1¥ mois de vie.

La MW2B est une cause rare de thrombopénie néonatale et son diagnostic doit étre envisagé

afin d’éviter un retard diagnostic et une prise en charge inadaptée.
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1. INTRODUCTION

Le facteur Willebrand (VWF) est une glycoprotéine multimérique synthétisée par les cellules
endothéliales (80%) et les mégacaryocytes (20%). Il posséde deux grands roles dans
I’hémostase : ’adhésion des plaquettes au vaisseau 1€sé et le transport du facteur VIIL

La maladie de Willebrand (MW), de transmission autosomique, est la maladie hémorragique
constitutionnelle la plus fréquente dans le monde. Elle touche 1% de la population, sans
différence selon le sexe. Cette maladie est la conséquence d’un défaut de quantité, de la
structure ou de la fonction du VWF 2. Son expression clinico-biologique est trés hétérogéne,
conséquence de la longueur du géne codant pour le VWF qui est la source d’une grande
variété¢ de type et de localisations des mutations. De plus, ces défauts moléculaires peuvent
survenir sur plus d’un site fonctionnel de la glycoprotéine. Ainsi, on distingue trois grands
groupes dans cette maladie : le déficit partiel quantitatif (type 1), les variantes qualitatives
(type 2) et le défaut complet quantitatif en VWF (type 3) 3,

Un panel d’examens biologiques spécifiques permet de caractériser le défaut du VWF ainsi
que de classifier le sous-type de MW : le dosage antigénique du VWF (VWF:Ag), Dactivité
cofacteur de la ristocétine du VWF (VWF:RCo) qui explore I’interaction entre le VWF et le
complexe Gplb/IX/V ; le dosage de I’activité¢ du FVIII (FVIIL:C) et I’étude des multimeres
selon leur poids moléculaire. La classification de la MW peut étre confirmée par 1’analyse
moléculaire du géne codant pour le VWF.

La maladie de Willebrand de type 2B (MW2B) est un sous-type rare et de transmission
autosomique dominante (5 & 8% des MW) . Elle est caractérisée par une hyperaffinité du
VWF pour le récepteur plaquettaire, la Gplba, qui se traduit par une agrégation plaquettaire
spontanée ou a de faibles doses de ristocétine (RIPA< 0.8mg/ml) *. Elle peut s’associer a une
thrombopénie modérée voire sévére . Un défaut de multiméres de haut poids moléculaires
(MHPM), qui ont un pouvoir hémostatique élevé, participe a la survenue de saignements.

Quatre mutations spécifiques (RI1306W, R1341Q, RI1308C et V1316M) représentent environ
80% a 90% des MW2B. Elles résultent de la substitution d’un acide aminé au niveau du
domaine A1 du géne codant pour le VWF °.

La thrombopénie dans la MW2B peut étre modérée, sévere ou absente. Elle est accompagnée
parfois d’agrégats plaquettaires et autres anomalies morphologiques (plaquettes géantes) sur
le frottis sanguin qui peuvent rendre le compte plaquettaire difficile, mais orientent le
diagnostic "*. Dans les situations de stress, tels qu’une chirurgie, une grossesse ou la période
néonatale, la thrombopénie peut s’aggraver du fait de l’augmentation du taux de VWF
circulant. Federici et al. ° ont rapporté une cohorte de 67 patients avec une MW2B et 30%
avaient une thrombopénie a 1’état basal. La thrombopénie et le risque hémorragique étaient
associés lors de situations de stress telles que la grossesse, les infections ou une chirurgie °.

La gestion de la grossesse et de 1’accouchement chez les femmes ayant une MW2B a été
décrite '*'® mais peu de données sont disponibles sur la prévalence et I’impact de la
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thrombopénie chez les nouveau-nés ayant une MW2B. Seulement 7 cas ont été rapportés dans
la littérature et I’attitude thérapeutique n’est pas établie 21717,

Cette ¢tude observationnelle et rétrospective concerne les enfants nés durant la dernicre
décade et ayant une MW2B. Les cas ont été collectés a travers le réseau national Francais des
centres pour les maladies hémorragiques. L’objectif était de décrire I'impact de la
thrombopénie dans le diagnostic et la gestion de la MW2B dans la période néonatale. De plus,
nous souhaitions comparer le phénotype clinique et moléculaire des enfants avec ou sans
thrombopénie néonatale diagnostiqués pour une MW2B.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Collecte des données

Nous avons envoy¢ un questionnaire a tous médecins en charge des enfants ayant une maladie
hémorragique héréditaire dans tous les centres faisant parti du réseau francais pour les
maladies hémorragiques rares.

Les enfants ayant un diagnostic de MW2B et nés dans les 10 derniéres années (entre le ler
Janvier 2006 et le 31 Décembre 2015), étaient inclus dans 1’étude. Les parents ou tuteurs
légaux de ces derniers ont été informés sur les objectifs et les modalités de 1I’étude et ont
approuvé I’inclusion de leurs enfants et ce, en accord avec la Déclaration d’Helsinki. L’étude
a été approuvée par le Comité d’Ethique de la Société Francaise de Pédiatrie.

Afin de s’assurer de 1’exhaustivité des données collectées a partir des centres, nous avons
comparé notre cohorte a la base de données du Centre de Reference pour la Maladie de
Willebrand (CRMW) et du Réseau FranceCoag.

2.2. Données Cliniques et biologiques

Toutes les données clinico-biologiques de la période néonatale ont été¢ collectées (de la
naissance jusqu’au 28¢me jour de vie). Les données cliniques étaient : les antécédents
familiaux de maladie hémorragique, les modalités d’accouchement, les complications
obstétricales, la présence ou non de manifestations hémorragiques a la naissance et ses
caractéristiques.

Les numérations plaquettaires ainsi que la morphologie des plaquettes au frottis sanguin
(présence ou non d’agrégats par exemple) ont été collectées lors de période néonatale. La
thrombopénie était définie comme un taux plaquettaire < 150 x 10°/L. Si le taux de plaquettes
sur tube EDTA n’était pas disponible, le compte sur tube citraté était considére.

L’age au diagnostic de MW2B et les hypotheses diagnostiques évoquées étaient notés. Etaient
également collecté : les thérapeutiques administrées ainsi que leur fréquence et délai
(transfusions  plaquettaires (CPA) ou de globules rouges (CGR), perfusions
d’immunoglobulines (IglV) ou de concentrés de VWF).

Les données biologiques comprenaient: les données relatives au VWF (VWF :Ag,
VWF RCo, le ratio VWF :RCo/VWF :Ag, étude des multimeres, test RIPA et analyse
moléculaire du domaine Al) et a I’hémostase. Enfin, le délai écoulé entre I’exploration de la
MW et la découverte de la thrombopénie a été noté.
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2.3. Analyse statistique

Les variables continues étaient exprimées en moyenne, médiane et écart type. La comparaison
entre les groupes était réalisée a partir du test de Mann et Whitney, lorsque nécessaire. Le
logiciel SPSS a permis de réaliser les analyses statistiques.

3. RESULTATS

3.1. Caractéristiques des patients

Parmi les 31 centres : 13 ont rapportés au moins un cas et 18 ont déclarés ne pas en avoir.
Ainsi, une cohorte de 52 enfants diagnostiqués pour une MW2B et nés dans les 10 derniéres
années a pu €tre constituée.

Parmi eux, 2 cas avaient déja était décrits avec un diagnostic de thrombopénie néonatale avec
une double mutation hétérozygote de type New-York de MW2B et de pseudo-Willebrand *°.
Etant donné que la thrombopénie n’était pas liée a la mW2B, ces deux cas seront décrits
séparément des 2 groupes avec ou non thrombopénie néonatale.

Dix-huit cas (35%) avaient une thrombopénie néonatale avérée (8 garcons et 10 filles). Les
caractéristiques des patients classés selon la présence ou non d’une thrombopénie néonatale
sont montrées dans la table 1. Seulement 12 (67%) des nouveau-nés thrombopéniques versus
28 (88%) des enfants sans thrombopénie néonatale avaient des antécédents familiaux de
MW?2B. La cause diagnostique ¢tait les saignements cutanés ou muqueux (pétéchies,
ecchymoses) chez 50% les enfants thrombopéniques et les antécédents familiaux chez 66%
des enfants non-thrombopéniques. Les saignements cutanéo-muqueux (ecchymoses et
pétéchies) étaient les manifestations hémorragiques les plus fréquentes dans les 2 groupes
(respectivement 50% et 19% des enfants avec et sans thrombopénie néonatale).

Parmi les 18 nouveau-nés thrombopéniques, le taux médian de plaquettes était de 10.5 x 10°/L
(range, 4-127) associé a des agrégats plaquettaires chez 56% (10/18) sur le frottis sanguin.
Seulement 3 nouveau-nés sur 15 avaient une anomalie sur le bilan d’hémostase (TCA
allongé). Le délai médian diagnostique de MW2B pour la cohorte entiere était de 36 mois
[range : 1 jour ; 60 mois] et avec une différence entre les enfants avec thrombopénie néonatale
par rapport a ceux qui n’en avaient pas (respectivement, 4.8 mois [range : 1 jour ; 36 mois]
versus 24 mois [range: 0-60 mois] ; p<0.01).

Le premier diagnostic évoqué devant la thrombopénie néonatale était I’alloimmunisation
materno-feetale. Malgré des arguments en faveur de ce diagnostic (incompatibilité entre les
parents), aucune confirmation n’était retrouvée. Le 2°™ diagnostic évoqué était 1’existence
d’un terrain auto-immun chez la meére qui serait responsable de la transmission d’anticorps
IgG anti-plaquettes transmis par voie trans-placentaire. Egalement, une cause centrale était
parfois évoquée et infirmée par un myélogramme. En conséquence, les nouveau-nés
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bénéficiaient de perfusions d’IglV et de transfusions plaquettaires (85% d’entre eux). Une
seule patiente (cas n°l, supplemental data) a bénéfici¢ d’un traitement adéquat basé sur la
perfusion de concentré de VWF a J12 de vie.

3.2.  Corrélation phénotype et génotype pour la cohorte entiere

L’analyse du geéne codant pour le domaine A1 du VWF au niveau de I’exon 28 a été réalisée
chez tous les enfants sauf pour deux. Quinze differentes mutations hétérozygotes au niveau du
domaine A1 du VWF ont été retrouvées.

La table n°2 montre toutes les mutations retrouvées selon la présence ou non d’une
thrombopénie néonatale. Parmi les enfants ayant une thrombopénie néonatale, 7 mutations
connues 2% avaient 6té identifices: RI341Q (n=4), VI316M (n=3), M1304insM (n=3),
11309V (n=2), L1460P (n=2), R1306W (n=2) and P1337L (n=1) (Table n° 2).

La mutation R7/341Q était la plus fréquente dans les 2 groupes et concernait 17 enfants dont 4
avec une thrombopénie néonatale.

Les mutations R/306W et P1337L étaient observées dans les deux groupes mais un enfant
ave thrombopénie néonatale avait une mutation homozygote de PI/337L. Les mutations
Vi31oM, L1460P, 11309V et M1304insM étaient observées exclusivement chez les enfants
avec thrombopénie néonatale. Une grande variété de mutations étaient retrouvées chez les
patients non thrombopéniques telles que : RI341W, P1266L, C1272Y, R1306Q, HI268G,
V12791 et R1308C.

3.3. Corrélation phénotype et génotype chez les nouveau-nés avec thrombopénie

neonatale

Des manifestations hémorragiques ont ¢ét€é observées chez tous les nouveau-nés
thrombopéniques ayant une mutation V/3/6M et LI1460P. Seulement la moiti€¢ des enfants
mutés pour R1341Q et R1306W étaient symptomatiques (table n°3). Les nouveau-nés mutés
R1341Q qui ont eu des saignements avaient eu des complications obstétricales nécessitant le
recours a des manipulations traumatiques (voir annexe Sl). Les nouveau-nés
asymptomatiques avaient été explorés soit suite a ’histoire familiale soit de maniére fortuite
(voir supplemental data).

Des taux de VWF:RCo ¢levés étaient observé dans les 15 premiers jours de vie chez deux sur
six nouveau-nés (mutés //309V). L’analyse des multimeres du VWF montrait I’absence de
PHPM (10 cas). Le test RIPA montrait une agrégation plaquettaire a faibles doses de
ristocétine chez 12 enfants parmi les 18 qui ont bénéficié¢ de ce test. La biologie moléculaire a
confirmé le diagnostic de MW2B chez tous les enfants thrombopéniques excepté un cas (le
diagnostic a été posé sur le test RIPA et du fait de I’histoire familiale de MW2B pour le cas
n°7).
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Les données clinico-biologiques a la naissance sont détaillées pour chaque cas selon
I’anomalie moléculaire détectée dans la table n°3 (présence d’hémorragie cutanéo-muqueuse
ou non ; taux de plaquettes ainsi que la présence ou non sur le frottis sanguin d’agrégats ; le
taux de VWF :RCo et le ratio VWF :RCo/VWF :Ag ; le test RIPA et le profil multimérique)

3.4.  Evolution de la thrombopénie au cours de la période néonatale

Parmi les 18 patients thrombopéniques, 12 avaient eu une numération sanguine a la naissance
et six avant J4, révélatrice de la thrombopénie (figure 1): 13 avaient en dessous de 20 x 10”/L,
un entre 20 et 50 x 10°/L, trois entre 50 et 100 x 10°/L, et un avait plus de 100 x 10°/L. En ce
qui concerne le cas n°4 (voir annexe), les explorations ont débuté vers le J40. Entre J10 et
J15, les données étaient disponibles pour 11 patients. Six avaient un taux de plaquettes au-
dessus de 50 x 10°/L. Parmi les cinq patients restants : seul le cas n°4 avait atteint le seuil de
50 x 10°/L dans le 1 mois de vie (muté RI3410) et les quatre autres restaient
thrombopéniques et avaient soit une mutation V13/6M (case n°6 et n°10) soit L/460P (case
n°3 et n°5, voir annexe).

La figure 1 montre 1’évolution de la thrombopénie au cours du ler mois de vie selon le statut
mutationnel. Les patients mutés R/34/Q et R1306W avaient une thrombopénie moins sévére
avec un taux médian de plaquettes qui atteignait rapidement le seuil de 100 x 10°/L (figure
S1A). Les patients mutés //309V atteignaient le seuil de 60 x 10°/L entre J10 et J15 et le seuil
de 50 x 10°/L a J30 (figure S1B). Les nouveau-nés mutés VI316M, L1460P, P1337L et
M1304insM restaient en dessous du seuil de 50 x 10°/L pendant le 1 mois de vie (figure
S1C).
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4. DISCUSSION

Le gain de fonction acquis par le VWF dans la MW2B lui confeére une hyperaffinité pour le
récepteur & la surface des plaquettes, la GPIb-o *2*’. Le stress physiologique provoqué lors
de la période néonatale risqué de majorer le risque de thrombopénie dans la MW2B suite au
relargage massif de VWF circulant dans le sang. Sept cas de thrombopénie néonatale
secondaire 4 une MW2B ont été rapportés dans la littérature '>'*'""'_ Notre étude de 52
nouveau-n¢s, qui avait pour objet d’évaluer I’incidence de la thrombopénie néonatale liée a la
MW?2B, est la premiére et la plus conséquente cohorte chez le petit enfant rapportée dans la
littérature a notre connaissance.

Nous avons observé 36% de nouveau-nés avec thrombopénie néonatale. Federici a rapporté
une fréquence de la thrombopénie comparable a notre cohorte, entre 30% et 40%, chez 67
patients (4ge moyen de 42 ans; [6-87]) ?_ Suite 4 un stress tel qu’une infection, une chirurgie
ou une grossesse, la fréquence était multipliée par deux et était associée a un sur-risque
hémorragique. Notre étude sous-estime peut-Etre la fréquence de la thrombopénie chez ces
enfants nés avec une MW2B étant donné que peu d’enfants non-thrombopéniques (n=32)
avaient bénéfici¢ d’'une numération sanguine a la naissance. En effet, la moiti¢ des enfants
avec une thrombopénie documentée €taient asymptomatiques a la naissance ce qui renforce
cette hypotheése.

Le profil clinique et biologique peut étre trés hétérogeéne selon les cas et ce, au sein méme
d’une famille ****. Les signes cliniques les plus fréquents chez les enfants thrombopéniques
dans notre cohorte €taient les saignements spontanés cutanés ou muqueux (62%), mais parfois
aussi traumatiques comme les bosses séro-hématique. Malgré des accouchements
traumatiques, aucun saignement intra-cérébral sévere n’a été rapporté. Cela suggererait que
les conditions hémostatiques sont différentes par rapport aux nouveau-nés hémophiles *°. Un
seul cas grave a été observé (choc hémorragique chez le cas n°10).

Les enfants non-thrombopéniques ont été diagnostiqués vers 1’age de 2 ans. Au diagnostic, ils
avaient tous un taux de plaquettes normal et aucune thrombopénie n’a été rapportée suite a un
stress telle qu’une chirurgie ou autre. Aucun événement au cours de la période néonatale n’a
¢€té noté dans ce groupe.

De facon intéressante, les antécédents familiaux de MW chez les enfants thrombopéniques
(13 cas, 72%) n’étaient pris en compte dans la stratégie diagnostique que chez 7 cas (54%)
parmi 13. Malheureusement, les 6 autres cas ont eu des saignements, des examens
diagnostiques inappropriés et des thérapeutiques inefficaces. Le diagnostic de MW2B devrait
étre évoqué en ler lieu chez les nouveau-nés thrombopéniques avec une histoire familiale de
MW2B. Cela permettrait d’obtenir un diagnostic rapide et d’adapter au mieux la prise en
charge thérapeutique.

Le délai diagnostic de la MW2B était treés hétérogene allant du ler jour de vie a 1’age de 36
mois. Le retard diagnostic peut étre délétere et générer une perte de chance réelle pour
bénéficier d’un traitement optimal comme pour le cas n°10. De plus, les thrombopénies
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“chroniques” d’étiologie indéterminée peuvent conduire a des examens inutiles voir invasifs
tel qu’un myélogramme.

Le diagnostic clinique et biologique de la MW n’est pas aisé. Etant donné le défaut de
sensibilit¢ du dosage de VWF:RCo a la naissance, les examens biologiques doivent d’étre
répétés. En effet, le relargage massif de VWF lors de la période néonatale peut fausser
certains paramétres biologiques et rendre le diagnostic difficile. Ainsi, un taux normal de
VWF :RCo et VWF :Ag n’exclut pas le diagnostic.

L’analyse du frottis sanguin doit étre minutieuse étant donné que nous avons observé des
agrégats plaquettaires chez 6% des cas. Les résultats biologiques sont probablement plus
facile d’interprétation entre le ler et 3éme mois de vie, lorsque le taux de plaquettes dépasse
le seuil de 50 x 10°/L. En I’absence d’antécédent familial de maladie hémorragique, la
numération a la naissance doit systématiquement étre accompagnée d’un bilan d’hémostase,
voir dans les cas les plus difficiles, ’exploration des parametres du VWF. En effet, on
propose de réaliser dans un ler temps le dosage du PFA-100 si le taux de plaquettes est au
moins au-dessus de 50 x 10°/L ; puis, le test RIPA si ce taux se maintient au-dela 50 x 10°/L.
Dans les situations difficiles avec un taux inférieur a 50 x 10°/L, la biologie moléculaire et/ou
le bilan d’hémostase peuvent étre réalisés chez les parents afin de documenter le diagnostic de
MW2B. Evidemment, les autres diagnostiques plus courant (allo ou auto-immunisation). En
présence d’antécédent familial de MW2B, une numération sanguine avec analyse du frotti
sanguin doit étre systématique chez le nouveau-né afin de s’assurer de la présence ou non
d’une thrombopénie néonatale.

Tous les enfants thrombopéniques ont été diagnostiqués pour une MW2B par biologie
moléculaire lorsqu’elle était demandée (17/18). Ainsi, nous avons pu comparer le phénotype
clinique et biologique en fonction du statut mutationnel. Il a déja été rapporté que le profil
hémorragique et la thrombopénie variaient selon le statut mutationnel 101416 Deux enfants
avec une MW2B de type New York (P1266L) et thrombopéniques ont été exclus de 1’analyse
étant donné la présence concomitante d’un pseudo-Willebrand, a I’origine de la thrombopénie
(T1034del) *°.

Federici a montré que le score hémorragique était inversement corrélé au taux de plaquettes
et ce, & 1’état basal et suite & un stress °. Les patients mutés V/3/6M avaient un score
hémorragique élevé et une thrombopénie profonde aprés un stress (< 50 x 10°/L). Ceux qui
avaient une mutation [/309V, RI306W ou RI1341Q avaient un score hémorragique
intermédiaire ainsi qu’une thrombopénie modérée entre 50 et 100 x 10°/L et parfois au-dela
aprés un stress. Nos résultats sont concordants et élargissent ces observations jusqu’a la
période néonatale. En effet, les patients mutés V'/3/6M étaient les cas les plus séveres dans
notre cohorte, particulierement pour le cas n°10. Les cas les plus transfusés pendant la période
néonatale étaient ceux mutés VI316M et LI460P. Les nouveau-nés mutés RI341Q
présentaient des saignements suite a des manipulations traumatiques. Aucun saignement
spontan¢ n’avait été observé chez les nouveau-nés mutés pour RI341Q, 11309V et
M1304insM.



Page |15

Dans notre cohorte, nous avons observé trois groupes avec un profil d’évolution de la
thrombopénie différent dans le ler mois de vie relatif a leur statut mutationnel : les enfants
mutés VI316M, L1460P, P1337L et M1304insM avaient une thrombopénie trés sévere en
dessous de 50 x 10°/L; les enfants mutés 77309V avaient une thrombopénie sévére entre 50 et
100 x 10°/L et ceux mutés R13410 et R1306W qui avaient une thrombopénie modérée au-dela
de 100 x 10°/L. Ces observations sont limitées par le faible effectif de patients. Mais, notre
cohorte reste représentative de la population nationale diagnostiquée pour une MW2B dans
les 10 dernic¢res années. Ainsi, cela confirme 1’existence d’un lien entre le phénotype et le
profil moléculaire chez les patients exposés a un stress. De plus, une corrélation entre la
génétique et la cinétique du taux de plaquettes suite a un stress est fortement suggérée par ces
observations.

En conclusion, cette série est la premiere a rapporter une cohorte de 52 cas pédiatriques de
MW2B dont 18 avec thrombopénie néonatale & notre connaissance. Nous avons essayé de
collecter tous les cas pédiatriques dans la derni¢re décade en France. Etant donné 1’absence de
déclaration du sous-type de MW auprés du réseau FranceCoag, le registre national des
maladies hémorragiques héréditaires n’a pas permis d’utiliser cette base de données comme
source d’information *'. Les informations transmises par les centres sont concordantes avec
les bases de données nationales ce qui confirme 1’exhaustivité de notre recueil malgré le fait
que seulement 13 centres aient déclaré des cas.

Parfois, malgré les complications hémorragiques et la thrombopénie, le diagnostic de MW2B
n’est pas établi. De plus, on ne peut pas exclure le fait que des thrombopénies néonatales
soient passés inapergues. Notre étude peut €tre un €élément de réflexion afin d’élaborer une
stratégie diagnostique et thérapeutique de la MW2B en période néonatale. Le caractere
héréditaire et dominant doit faire partie de cette stratégie. Puisque la thrombopénie dans la
MW2B est un facteur de risque hémorragique indépendant, on propose de réaliser
systématiquement une numeération plaquettaire avec analyse du frottis sanguin chez les
enfants issus d’un parent porteur de la MW2B.

Le diagnostic biologique et les tests spécifiques sont difficiles d’interprétation mais doivent
tout de méme étre évoqué et réalisés. Un diagnostic méconnu peut conduire a des
investigations voir des traitements inappropriés et représenter une perte de change pour le
patient en cas d’hémorragie. Il faut noter que les antécédents familiaux ne sont pas toujours
pris en compte dans cette étude. Enfin, étant donné que I’interprétation des résultats
biologiques peut étre parfois difficile, la biologie moléculaire doit étre envisage tot, au moins
lorsqu’il existe une histoire familiale.
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5. CONCLUSION

La MW2B est rare et sa transmission est autosomique dominante. Sa particularité est liée a
une hyperaffinité du Facteur Willebrand vis-a-vis du récepteur plaquettaire GPIb-a, qui est a
I’origine d’une thrombopénie variable, majorant le risque hémorragique. La variabilité inter et
intra-individuelle et méme au sein d’une famille peut étre un piége diagnostique. En effet, lors
de situations de stress telles que la grossesse, un épisode infectieux ou une chirurgie, la
gestion du patient atteint reste mal codifiée mais ce sont des situations attendues et
«connues ». La période néonatale est également une période a risque, pour le nouveau-né
atteint, car le diagnostic n’est pas posé et la thrombopénie néonatale peut étre le seul point
d’appel.

Nous nous sommes intéressés a ces nouveau-nés et nous avons pu constater que le diagnostic
est souvent difficile mais aussi peu évoqué. En effet, des néomutations ont pu étre rapportées
et la raret¢é de cette maladie est source d’erreurs diagnostiques et thérapeutiques.
Malheureusement, le relargage physiologique massif de VWF rend la thrombopénie profonde
et le risque hémorragique accru. On insistera sur I’importance de I’interrogatoire a la
recherche d’antécédents familiaux de maladie hémorragique et I’intérét, lors des situations
diagnostiques difficiles, d’avoir recours a I’exploration des parameétres de 1’hémostase et du
VWEF. Enfin, lorsque I’histoire familiale est connue, la réalisation d’une numération
plaquettaire a la naissance peut s’avérer utile et permettrait aussi de mieux documenter la
fréquence de la thrombopénie néonatale secondaire a la MW2B.

Notre étude nationale portant sur 52 enfants nés sur une période dix ans dont 18 avec
thrombopénie néonatale documentée apporte des informations non rapportées jusque-la. Elle
suggere I’existence d’un lien entre phénotype et génotype chez les patients atteints de MW2B
mais aussi un lien entre la cinétique de disparition de la thrombopénie et le génotype
lorsqu’on s’¢loigne de la période de stress. Ces observations ont déja été rapportées chez
I’adulte dans la littérature et notre étude les met en évidence chez les nouveau-nés. Certaines
mutations « hémorragiques » telle que VI316M sont associées a des saignements parfois
graves et a une reconstitution plaquettaire lente aprés 1’accouchement. D’autres, comme
RI13410Q, moins séveres phénotypiquement, associées a des saignements traumatiques, se
caractérisent par une hyperaffinité plaquettaire moindre. Ces observations pourront servir a
établir des recommandations quant a la gestion diagnostique et thérapeutique dans la MW2B
lors de situations de stress physiologiques selon le génotype.

En conclusion, la MW2B est une cause rare de thrombopénie néonatale dont le diagnostic
peut étre facile en cas d’antécédents familiaux. La réalisation d’une analyse moléculaire dans
ces cas pourrait optimiser la prise en charge de ces nouveau-nés. Devant une thrombopénie
inexpliquée sans histoire familiale, la recherche attentive d’une maladie de Willebrand 2B
chez le nouveau-né ou les parents est nécessaire.
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6. TABLES ET FIGURES

Table 1. Caractéristiques des patients issus de I'ensemble de la cohorte.

Patients avec thrombopénie Patients sans thrombopénie

néonatale néonatale *
Nombre 18 32
Sexe (Masculin/Feminin) 8/10 17/15
Antécédents familiaux 60% 88%
de MW2B
Age au diagnostic (mois) 4.8 months 24 months
Médiane (range) 0-36 months 0-60 months
Causes diagnostiques
- Antecedent familial 7 21
- Fortuit 2 5
- Saignement cutanée 9 6
(Hemorragie sévére) (1) (1)

*Parmi les 32 patients sans thrombopénie néonatale documentée, ils avaient tous au moins un bilan sanguin
avec un taux de plaquettes normal.

Deux nouveau-nés ont été exclus : ils avaient une thrombopénie néonatale et diagnostiqués pour une MW2B
de type New-York et un pseudo-Willebrand

Table 2. Profil mutationnel pour tous les patients

Patients avec thrombopénie Patients sans thrombopénie Tous
néonatale (N) néonatale (N) (N)
R1341Q 4 13 17
R1306W 2 2 4
11309V 2 0 22
Vi3iem 3 0 3
L1460P 2 0 2
P1337L 1 2 3
M1304insM 3 0 3
Non réalisé 1 1 2
Autres 0 16* 16*
Total 18 34 52

* p1266L (n=4); P1266L and T1034del (n=3); R1341W (n=3); C1272Y (n=2); R1306Q (n=2);
V12791 (n=2); H1268G (n=2); R1308C (n=1)
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Figure S1. Evolution du taux plaquettaire médian (x 10 °/L) au cours du lere mois de vie des enfants
mutés R1341Q et R1306W (A); mutés V1316M, L1460P, P1337L et M104insM (B) et les enfants

mutés pour 11309V (C).
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ABSTRACT

Type 2B von Willebrand disease is a rare, autosomal-dominant inherited bleeding disorder.
Increased affinity of von Willebrand Factor for the platelet receptor GPIb-a leads to variable
thrombocytopenia, increasing the risk of bleeding. Biological diagnosis of this disease may be
challenging and thrombocytopenia may be a warning sign.

We collected all the cases of children born in a 10-year period diagnosed with type 2B von
Willebrand disease and managed in a center for bleeding disorders of the French network, to
focus on neonatal thrombocytopenia. The bleeding phenotype and molecular profile were
described in 52 newborns, 18 suffering of thrombocytopenia. Among these 18 cases, 12 had a
family history of von Willebrand disease and 9 were symptomatic with mucosal or cutaneous
bleedings. Median platelet count was 10.5 x 10°/L (range, 4-127). Eleven newborns received
platelet transfusions or intravenous immunoglobulin infusions; only one received von
Willebrand Factor concentrates. Time from birth to diagnosis of VWD was heterogeneous
(one day to 36 months) with frequent delayed diagnosis, even in cases with family history.

Various heterozygous mutations in the A1 domain were identified: R1341Q (n=4), VI316M
(n=3), M1304insM (n=3), 11309V (n=2), L1460P (n=2) and RI306W (n=2). One patient had
homozygous mutation (P/337L). The comparison of recovery of platelets count during the
first month of life suggests an impact of the genetic profile.

Type 2B VWD is a rare cause of neonatal thrombocytopenia that has to be considered to
avoid delayed diagnosis and inadequate treatments. Molecular diagnosis may be helpful for
early diagnosis in cases with family history.
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INTRODUCTION

VWEF is a multimeric glycoprotein (GP) synthesized by endothelial cells and megakaryocytes.
Its two main functions consist in primary hemostasis and transport of factor VIII (FVIII) in
plasma. Von Willebrand disease (VWD), that is caused by defects in concentration, structure,
or function of von Willebrand factor (VWF), stands for the most frequent inherited bleeding
disorder '*. The prevalence is almost 1% worldwide. VWD is heterogeneous because of the
very large size of the gene that implies huge variety of type and location of mutations,
resulting in various consequences for the synthesis, the clearance and the function of the
protein. Moreover, molecular defects can occur in more than one of the functional domains of
the multimeric GP. As a consequence, VWD is classified in three primary types: partial (type
1) or complete (type 3) quantitative deficiencies and qualitative variants (type 2) 3,

The characterization of VWF defect and classification of VWD subtypes use a panel of
biological assays including antigenic level of VWF (VWF:Ag); VWF-platelet GPIb
interaction (VWF:RCo); factor VIII procoagulant activity (FVII:C) and detection of high-
and intermediate molecular weight multimers (HMWMs). The classification of VWD may be
confirmed by genomic analysis.

Type 2B VWD is a rare autosomal-dominant inherited subtype (5-8% of VWD) *. 1t is
characterized by an increased affinity for the platelet receptor GPIb-a that is usually be
revealed by aggregation either spontaneously or occurring at low concentrations of ristocetin
during a RIPA test (ristocetin-induced platelet aggregation) *. Type 2B VWD may be
associated to moderate or severe thrombocytopenia °. A lack of HMWMs which are the most
hemostatic forms may participate to bleeding symptoms.

Four specific mutations (R/306W, R1308C, VI316M and R1341Q) represent almost 80% to
90% of type 2B VWD. They result from substitution of amino acids in the Al domain of
VWEF gene 6,

Thrombocytopenia in type 2B VWD can be moderate, severe or absent. It is characterized by
morphologic abnormalities on blood smears like the presence of giant platelets and platelets
clumps that can make the interpretation of platelets count critical . Thrombocytopenia can
be more severe in stressful situations like pregnancy or neonatal period because of the
physiological increase of plasmatic VWF level. Federeci et al. reported a cohort of 67 patients
with type 2B VWD and 30% of them with thrombocytopenia at baseline. Thrombocytopenia
and risk of bleeding were associated with stressful situations such as pregnancy, infection or
surgery *.

Management of pregnancy and delivery of women with type 2B VWD has been described '*
' but very few information are available about the prevalence and the impact of
thrombocytopenia in newborns. Only seven cases have been reported in the literature and the
therapeutic attitude is consequently undefined "-'*'>""1.
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The present observational and retrospective study focused on children born through the last
decade and presenting type 2B VWD. Cases were recruited through the French network of
centers for bleeding disorders. Our aim was to describe the impact of thrombocytopenia as
regards diagnosis and management of type 2B VWD in neonatal period. Moreover, we
attempted to compare the phenotypical and molecular profile of children with and without
neonatal thrombocytopenia diagnosed for type 2B VWD.

MATERIAL AND METHODS

Clinical assessment

We sent a request to the physicians treating children with hereditary bleeding disorders in all
the centers identified through the dedicated French network of centers for rare bleeding
disorders.

All the children with type 2B VWD diagnosis and born over the last 10 years (i.e. between
January Ist, 2006 and December 31st, 2015), were eligible for the study. Parents or legal
guardians of children included in the study were informed about its objectives and modalities
and approved their child’s enrolment in accordance with the Declaration of Helsinki. The
study was approved by the Ethics Committee of the French Society of Pediatrics.

In order to check for the exhaustiveness of the data collection from participating centers, we
compared our cohort to data from both the French Reference Center for VWD (CRMW) and
FranceCoag databases.

Clinical and biological measures

We collected all available comprehensive clinical and biological data during the neonatal
period (from birth to day 28 of life). Clinical data included: family history of bleeding
disorders, conditions of delivery, obstetrical complications, presence and description of
hemorrhagic manifestation at birth, if any. All the platelet counts and platelets morphology
analysis on blood smears (presence or absence of aggregates for example) were recorded if
assessed during the neonatal period. The patients with platelet count below 150 x 10°/L were
considered as thrombocytopenic. If platelet count was not possible on EDTA tube, the count
on citrate tube was also taken into account. The age at diagnosis of type 2B VWD and main
reasons for diagnosis were recorded. Were collected the timing and frequency of therapeutics
undertaken to treat thrombocytopenia, including platelet transfusions, intravenous
immunoglobulin (IVIg) infusions and Willebrand factor infusions. We recorded standard
hemostatic measures and all the specific investigations for VWD i.e. VWF:Ag (U/dL),
VWF:RCo (U/dL), FVIIL:C (U/dL), plasma VWF multimeric distribution, RIPA test and
genomic analysis of the VWF A1 domain in the exon 28. The period between documentation
of the thrombocytopenia and the first exploration of VWF leading to the diagnosis was also
collected.
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Statistical analysis

Continuous variables were expressed as mean, median and range. Comparison between
groups was made by Mann-Whitney U test, where appropriate. Statistical analysis was
performed using SPSS software package.

RESULTS

Characteristics of the patients

Among 31 centers, 13 reported at least one patient and 18 declared the absence of followed
patient, providing a cohort 52 patients diagnosed with type 2B VWD and born during the 10-
year study period.

Two cases of this series have already been reported as thrombocytopenic newborns with a
combined diagnosis of platelet-type VWD and New-York type 2B VWD *°. As
thrombocytopenia was not related to VWD in these two cases, they were presented separately
from the groups according to the existence of neonatal thrombocytopenia or not.

Eighteen cases (36%) were diagnosed as thrombocytopenic newborns (8 boys and 10 girls).
The phenotypic data according to the presence or absence of thrombocytopenia are shown in
table 1. Only 12 (67%) of thrombocytopenic newborns had a family history of VWD as
compared to 28 (88%) of those without. Bleeding was the most frequent cause of diagnosis in
patients with neonatal thrombocytopenia (50%) whereas non thrombocytopenic were
diagnosed due to family history in the majority of cases (66%). Cutaneous or mucous signs
(petechia or ecchymoses) were the most frequent revealing bleedings (50% and 19% of
newborns with and without thrombocytopenia respectively).

Among the 18 thrombocytopenic newborns, the median platelet count was 10.5 x 10°/L
(range, 4-127) with aggregates on blood smears in 10/18 (56%). Only 3 newborn among the
fifteen with thrombocytopenia tested for standard hemostasis parameters had abnormal
results. The median time for diagnosis of VWD was 36 months (range 1 day; 60 months) with
a significant difference between thrombocytopenic and non-thrombocytopenic groups (4.8 vs
24 months; p<0.01)

In almost all cases with neonatal thrombocytopenia, the first diagnosis considered was
materno-fetal allo-immunization. Even in cases with arguments in favor of this hypothesis due
to incompatibility situation among parental platelet groups, no confirmation was observed.
The other more frequently evocated causes were maternal autoimmunity with trans-placental
transmission of antiplatelet IgG and central etiology. These hypotheses leaded to IVIg
infusion and/or platelet transfusion in 12 (67%) of the patients (Table 3). Only one patient
(case n°l1, supplementary data) received VWF concentrates during the first month of life to
treat thrombocytopenia.
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Phenotypic feature according to genotype for the entire cohort

Nucleotide sequence analysis of DNA fragments of VWF exon 28 was performed in all but
two patients. It revealed 15 different heterozygous mutations in the A1 domain.

Table 2 reported the different mutations of the VWF A1 domain according to the presence or
absence of thrombocytopenia. Among patients with thrombocytopenia, 7 known mutations '~
2% were found in 17 tested patients: R13410 (n=4), V1316M (n=3), M1304insM (n=3), 11309V
(n=2), L1460P (n=2), RI1306W (n=2) and P1337L (n=1) (Table 2).

R1341Q mutation was the most frequent in both groups and observed in 17 patients, 4 (8%)
and 13 (26%) in the group with or without thrombocytopenia respectively. RI/306W and
P1337L mutations were also found in both groups. In one case, thrombocytopenia was
associated with a homozygous P/337L mutation. VI316M, L1460P, 11309V and M1304insM
mutation were exclusively observed in patients with neonatal thrombocytopenia. Some
mutations were found in patients without neonatal thrombocytopenia only: R1341W, P1266L,
C1272Y, R13060Q, HI1268G, V12791 and R1308C.

Phenotypic feature according to genotype for thrombocytopenic patients

All newborns with V1316M and L1460P had cutaneous manifestations of thrombocytopenia.
Half of cases with R1341Q or R1306W were symptomatic with varying feature, as shown on
Table 3. Of note, newborns with bleedings and R7/34/Q had instrumental delivery (see Table
S1). The asymptomatic newborns were explored because of family history or incidentally (see
supplementary data).

When performed before day 15 after birth, high VWF:RCo level was observed in 2/6
newborns (//309V mutated newborn). Multimeric pattern of VWF showed the absence of
HMWM in all patients when performed (10 children). RIPA test was performed in 12 of the
18 children and revealed agglutination of platelets at low dose of ristocetin in 11. Diagnosis
was confirmed by molecular analysis in all but one thrombocytopenic children (case n°7 in
which the diagnosis was assessed after RIPA).

The detailed clinical and biological features at birth are detailed for each case according to the
genetic mutation in table 3 (presence of cutaneo-mucous bleedings or not; platelet count with
or without aggregates on blood smears; VWF:RCo level and VWF: RCo/VWF:Ag ratio;
RIPA test; FW multimeric pattern).

Evolution of thrombocytopenia during the neonatal period

Among the 18 patients with thrombocytopenia, 12 had a blood count cells (BCC) at birth and
six more before day 4, demonstrating the thrombocytopenia (figure 1): 13 below 20 x 10°/L,
one between 20 and 50 x 10%/L, three between 50 and 100 x 10°/L, and one had more than 100
x 10°/L. Explorations of the last case (n°4, see supplementary data) started over day 40.
Around days 10 to 15, 11 patients had available data. Six had a platelet count over 50 x 10°/L.
Among the five others who presented sustained thrombocytopenia, only case n°14 reached the
threshold of 50 x 10°/L during the first month after birth (supplementary data). This patient
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had R1341Q mutation. The four other patients had V'1316M mutation (case n°6 and n°10) and
L1460P mutation (case n°3 and n°5, supplementary data).

Figure 1 shows the evolution of thrombocytopenia through the first month according to the
mutational status. Thrombocytopenia appeared as less severe in cases with R/34/Q and
RI1306W mutations, with a median platelet count quickly reaching the threshold of 100 x
10°/L (figure S1A). The patients with 773097 mutation reached a median platelet count over
60 x 10°/L around day 10 to 15 and over 50 x 10°/L at day 30 (figure S1B). Newborns with
Vi316M, L1460P, P1337L and M1304insM did not reach the threshold of 50 x 10°/L during
the 30 first days (figure S1C).

DISCUSSION

The gain-of-function of VWF type 2B VWD confers an increased affinity for platelet surface
GPIb-o ***?". The neonatal period, which is stressful and critical for newborns, may facilitate
thrombocytopenia in 2B VWD due to enhanced amount of circulating VWF. Only seven
cases of thrombocytopenia in neonates with 2B VWD were published until now "'*"*7'% To
our knowledge, the present study of 52 neonates that aimed to evaluate the incidence of
neonatal thrombocytopenia due to type 2B VWD, is the first national cohort and the largest
series of very young children with 2B VWD reported in the literature.

We observed 36% of newborns with neonatal thrombocytopenia. This result appears
comparable to the frequency observed at baseline (30 to 40%) in a cohort of 67 older patients
(mean age 42 years; [6-87]) reported by Federici °. After stressful situations such as infection,
surgery or pregnancy, thrombocytopenia almost doubled and was associated with a higher risk
of bleeding. It can be argued that our study underestimates the frequency of neonatal
thrombocytopenia since most of the 32 non thrombocytopenic children did not beneficiate of
a BCC at birth. This hypothesis is reinforced by the fact that some patients may be totally
asymptomatic as it was observed in half thrombocytopenic cases in our series.

A wide degree of heterogeneity can be observed in the phenotype and the biological profile
among the cases, even within a family ***°. As expected, in the present cohort of patients
with neonatal thrombocytopenia, the most frequent clinical signs were cutaneous or mucous
bleedings (62% of cases), but also cephalhematoma that characterizes bleedings due to the
obstetrical trauma. No serious intracranial hemorrhage was reported, even in instrumental
vaginal delivery, which may suggest different hemostatic conditions by comparison with
newborns with hemophilia *°. Serious bleeding occurred in one newborn (hemorrhagic shock
in case n°10).

Patients without documented neonatal thrombocytopenia were diagnosed for type 2B VWD
around the age of 2 years. They all had a normal platelet count at diagnosis and they did not
experience further thrombocytopenia during surgery or any other stressful situation. No
warning event at birth was reported in this group.
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Surprisingly, even in cases with neonatal thrombocytopenia, the family history of VWD (13
cases; 72%) was taken into account at birth only in 7 cases (54%). Unfortunately, the
remaining 6 cases suffered from bleeding symptoms, underwent inappropriate investigations,
inefficient and potentially damaging therapeutics. In cases with family history and
thrombocytopenia, type 2B VWD should be considered as the most probable diagnosis,
requiring urgent diagnosis assessment for appropriate treatment.

The time for diagnosis of bleeding disorder is heterogeneous between 1 day and 36 months.
The delayed diagnoses may represent a real loss of chance for adequate treatment as observed
in case n°10. Moreover, chronic thrombocytopenia without established diagnosis leaded to
unnecessary and invasive investigations like bone marrow aspiration.

The clinical and biological diagnosis assessment of VWD is not easy. Due to the lack of
sensitivity of VWF:RCo that stands for the first line screening test for VWD, laboratory tests
deserves to be repeated in the neonatal period. Indeed, the biological diagnosis in neonates is
challenging due to the enhanced concentration of circulating VWF. So far, a normal rate of
VWF:Ag and VWF:RCo at this period cannot exclude the diagnosis.

The presence of aggregates observed in 56% of cases, underlines that careful examination of
the blood smears may be very useful for the diagnosis. The observation of platelet counts over
50 x 10°/L between the first and third month suggests that easier interpretation of biological
results after the first trimester of life deserve to repeat laboratory tests at this moment.
Management of the diagnosis of thrombocytopenia in the absence of known family history of
bleeding disorder should systematically include hemostasis and maybe for the most critical
cases, specific VWF exploration. In fact, we propose to test PFA-100 first if platelet count is
over 50 x 10°/L and then, to test RIPA if platelet count remains over 50 x 10°/L. In critical
situations with platelets below 50 x 10°/L, genetic analysis and/or parental hemostatic
analyses may be helpful to reinforce the hypothesis of type 2B VWD. Of course, some other
diagnoses should be first explored like allo- or auto-immune thrombocytopenia that stands for
the more frequent one. In case of family history of type 2B VWD, a platelet count with blood
smear analysis should be systematically performed for the newborn in order to check the
presence or not of thrombocytopenia and for aggregates.

It is noteworthy that a mutation was identified in all the investigated cases (17/18). These
results allowed a comparison of clinical phenotype and platelet count outcome according to
the genetic status. It has already been reported that some mutational status may carry
differential risks for hemorrhagic status and thrombocytopenia '*'*'°. Two children with type
2B VWD New York (P/266L) and thrombocytopenia were excluded from the analyses and
comparisons due to their status of double heterozygosis with a combined mutation for
platelet-type VWD (T7034del) *°. Due to this status, we did not observe the normal platelet
count that could have been expected in type 2B VWD New York.

Federici et al showed that bleeding severity score was inversely related to platelet count at
baseline and even more during stress °. Patients with V/3/6M mutation had very high
bleeding score and the lowest platelet count after stress (< 50 x 10°/L). Whereas those with
11309V, R1306W or R1341Q mutations had a moderate bleeding score but presented moderate
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thrombocytopenia between 50 and 100 x 10°/L and over 100 x 10°/L after stress-induced.
Our results correlate with these findings and expend them to a specific cohort of newborns.
Indeed patients with V'/316M mutation were the most severe cases in our series, particularly
for case n°10. Patients with V/316M and L1460P mutations were the most transfused during
neonatal period, assessing severe and recurrent thrombocytopenia. Patients with R/3410Q
mutation seemed to be revealed after traumatic manipulation. Even if thrombocytopenia was
profound for neonates with R1341Q, 11309V and M1304insM, they did not experienced any
spontaneous hemorrhage.

We defined three groups in our cohort with different evolution of thrombocytopenia during
the first month after birth according to their mutational status: very severe thrombocytopenia
below 50 x 10°/L for Vi3ioM, L1460P, PI1337L and MI1304insM mutations; severe
thrombocytopenia between 50 and 100 x 10°/L for /7309 mutation and moderate
thrombocytopenia over 100 x 10°/L for patients with R/34/Q and RI1306W mutations. These
observations are limited by the little number of patients. But, a strength of our cohort is that it
is representative of a whole national population born in a 10 year period and diagnosed for
type 2B VWD. This description confirms the existence of a correlation between the
phenotype and molecular profile in patients investigated at birth that stands for a stressful
situation. Moreover the comparison of the outcome within these groups suggests a correlation
of the genetic status with the capacity and kinetic of recovery of platelet count.

In conclusion, our study of 52 pediatric cases with type 2B VWD, including 18 cases with
neonatal thrombocytopenia, represents the unique series reported to our knowledge. We tried
to collect all the cases of children born in a 10-year period in France. The absence of request
in the whole period as regards the subtype of VWD in FranceCoag, the national registry for
hereditary bleeding disorders, did not permit to use this database as the main source of
information *'. The number of 52 declared cases suggests a high informative level of this
series. It could be argued that few centers declared cases (13 out of 31), but the information
transmitted by centers fits with the expected data from the national databases, assessing a
suitable representativeness of our series.

In some cases serious hemorrhagic complications are observed but diagnosis of 2B VWD may
be delayed despite of neonatal thrombocytopenia. The frequency of neonatal cases with
documented thrombocytopenia (35%) stresses the relevance of this issue. Moreover we
cannot exclude that some children without neonatal thrombocytopenia were not detected at
birth. Our study may be helpful to elaborate recommendation for the management of the
neonatal period of type 2B VWD patients. Autosomal dominant transmission should be taken
into account with a neonatal screening. As it has been reported that thrombocytopenia in type
2B VWD is an independent risk factor for bleeding, we propose a systematic neonatal platelet
count and careful analysis of blood smears in case of parental history, in order to check the
existence and to treat the thrombocytopenia, if appropriate.

The biological diagnosis with specific analysis of hemostasis may be critical, but it should
always be at least evocated and investigated. Misdiagnosis may induce unnecessary invasive
investigations and/or inappropriate treatments, and carry a loss of chance of treatment in case
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of threatening hemorrhages. The lack of consideration of family history has to be stressed in
our series. Due to the technical difficulties and lack of sensitivity of usual diagnosis tests for
VWD 2B (VWF:RCo and RIPA test), molecular analysis should be considered early, at least
for screening in cases with family history.
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9. TABLES AND FIGURES

Table 1. Characteristics of the patients for the entire cohort.

Patients with

Patients without

neonatal neonatal
thrombocytopenia thrombocytopenia*
Number 18 32
Gender (Male/Female) 8/10 17/15
2B VWD Family history 60% 88%
Age at diagnosis (months) 4.8 24
Median (Range) (0-36) (0-60)
Cause of diagnosis
- Family history 7 21
- Fortuitous 2 5
- Cutaneous bleeding J 6
(serious bleeding) 1) @)

*Among the 32 patients without documented thrombocytopenia, all had at least one BCC
with normal platelets. Two newborns were excluded: they had neonatal thrombocytopenia
and were diagnosed for New York type 2B VWD and platelet-type VWD.

Table 2. Mutational status for the entire cohort

Patients with neonatal
thrombocytopenia (N)

Patients without neonatal All (N)
thrombocytopenia (N)

R1341Q 4 13 17
R1306W 2 2 4
11309V 2 0 2
V1316M 3 0 3
L1460P 2 0 2
P1337L 1 2 3
M1304insM 3 0 3
Not Done 1 1 2
Other 0 16* 16*
Total 18 34 52

* P1266L (n=4); P1266L and T1034del (n=3); R1341W (n=3); C1272Y (n=2);
R1306Q (n=2); V12791 (n=2); H1268G (n=2); R1308C (n=1)
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Table 3. Phenotype and mutation profile of newborns with neonatal thrombocytopenia
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Mutation Case (n°)  Bleeding First platelet ~ Aggregates VWF:RCo VWF RIPA Multimeric
type count , U/dL Rco/Ag, ratio  test pattern
(x10%L)
R1341Q Case 2 Cutaneous- 95 No 54 0.6 ND ND
mucous
Case 8 Cutaneous- 10 No 19 0.56 Positive No HMWM
mucous
Case 9 - 90 No 18 0.42 Positive No HMWM
Case 14 - 11 Yes <7 0.14 ND No HMWM
R1306W Case 1 Cutaneous 13 Yes 42 0.43 Positive ND
Case 15 - 19 Yes <13 0.32 Positive No HMWM
11309V Case 12 - 20 No 146 - Positive ND
Case 13 - 127 No 137 0.92 ND ND
V1316M Case 4 Cutaneous 10 Yes 10 0.3 ND No HMWM
Case 6 Cutaneous 6 Yes 15 0.38 Positive No HMWM
Case 10 Cutaneous, 21 No 10 0.32 Positive No HMWM
hemorrhagic
shock
L1460P Case 3 Cutaneous 7 Yes 8 0.08 Negative ~ ND
Case 5 Cutaneous 8 Yes 10 0.3 ND ND
M1304insM Case 16 - 19 Yes <13 0.32 Positive No HMWM
Case 17 - 5 Yes 6 0.15 Positive No HMWM
Case 18 - 4 Yes 2 0.32 Positive No HMWM
P1337L Case 11 Cutaneous 5) Yes <7 0.14 ND No HMWM
Not Done Case 7 - 9 Yes 26 0.48 Positive ND

ND:not done; RIPA: ristocetin-induced platelet aggregation; HMWM: high molecular weight multimers
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Figure 1. Evolution of thrombocytopenia during the first month after birth according to the
mutational status.

Patients with mutation R1341Q were cases n°2, 8, 9 and 14; those with mutation V1316M were cases n°4, 6 and 10; cases n° 12 and 13
had 11309V mutation; case n°1 and 15 had mutation R1306W; cases n°3 and 5 had mutation L1460P; cases n°16, 17 and 18 had
M1304insM mutation and case n°11 had mutation P1337L. Three subgroups can be individualized. The first one in which the threshold
of 100 G/L of platelets is reached during the first month (R1341Q and R1306W patients); the second one that reached the threshold of
50 G/L during the first month (11309V patients) and the third group which does not reach the threshold of 50 G/L of platelets
(V1316M, L1460P, P1337L and M1304insM patients)
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10.SUPPLEMENTAL DATA

10.1. Supplemental Results

Case n°1. A little girl was delivered at term. Her brother and father had been diagnosed for
unclassified type 2 VWD. At birth, her body was covered of isolated petechia. Basic
laboratory findings showed isolated thrombocytopenia at 13 G/L, with aggregates, and normal
PTT. Immunohematological assays shows following results: negative coombs, incompatibility
for human platelet antigen (HPA)-1a, -5b and -15b between the child and her mother without
identification of antibody. A platelet transfusion and an 1VIg infusion were administered. A
bone marrow aspiration was performed because of a refractory thrombocytopenia to treatment
and did not found any central etiology. As her father indicated his own bleeding disorder,
laboratory assays of VWF were performed and showed: FVIII/C 61 U/dL, VWF:Ag 97 U/dL,
VWEF:RCo 42 U/dL and VWF:RCo/Ag 0.43 in favour of type 2 VWD. Replacement therapy
with VWF (Wilstart® LFB first, and then Wilfactin® LFB) was administered combined with
platelet transfusions and IVIg infusions. On day 46, RIPA test showed agglutination of
platelets at low dose of ristocetin (0.5 mg/ml). Nucleotide sequence analysis of DNA
fragments of VWF exon 28 revealed heterozygous mutation on the domain Al (R1306W).

Case n°2 was born at term from in vitro fertilization. The delivery was surrounded by an
infusion of VWF (Wilfactin®, LFB) due to the thrombocytopenia observed during the
pregnancy of her mother, known as affected by VWD. Haemorrhagic shock on episiotomy
and thrombocytopenia required the transfer of the mother to intensive unit care. The newborn
presented a cephalhematoma and minim haemorrhagic conjunctivitis. Blood cell count (BCC)
revealed isolated thrombocytopenia at 95 G/L without aggregate. Normal count of platelets
recovered spontaneously in a few days. No specific treatment was administered. The
molecular diagnosis of type 2B VWD was assessed 5 months later with VWF:Ag 90 U/dL,
VWF:RCo 54 U/dL, VWF:RCo/Ag ratio at 0.6. RIPA had not been performed.

Case n°3. A little girl delivered at term without any obstetrical complication presented at birth
isolated petechia all over her body. The platelet count revealed deep thrombocytopenia (7
G/L) with aggregates but no anaemia. She received iterative platelet transfusions and 1VIg
infusions. Incompatibility for human platelet antigen (HPA)-1a and -15b was evocated but no
antibody had been isolated. Platelet transfusions from the mother were administered because
of a non-response to the first treatment without success. At day 13, the exploration of VWF
showed the following results: FVIII/C 90 U/dL, VWF:Ag 105 U/dL, VWF:RCo 8 U/dL and
VWEF:RCo/Ag 0.08 in favour for type 2 VWD. RIPA test was not performed. No specific
treatment had been delivered. Nucleotide sequence analysis of DNA fragments of VWF exon
28 revealed heterozygous mutation on the domain Al (L1460P).

Case n°4 presented minimal bleedings around three months after his birth, with a first
epistaxis concomitant of a gastroenteritis. The BCC revealed thrombocytopenia (36 x 10%/L)
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with aggregates on the smears and anaemia. The haemostasis analysis was normal except a
PTT at 1.4. The investigations did not reveal schizocytes, alloimmunisation,
immunodeficiency or auto-immunity. Bone marrow aspiration showed a normal activity of
haematopoiesis. A perfusion of IVIg was administered. A few days later, a second episode of
bleeding (epistaxis and petechia) appeared. Thrombocytopenia was persistent at 55 G/L. A
second cure of IVIg was delivered. His grandmother noted that she observed the same
cutaneous lesions (petechia) when he was born but no analysis was done. So far, exploration
of haemostasis disorders was performed and finally revealed normal TP, PTT, FIX, FXI and
fibrinogen; FVIII.C 45 U/dL, VWF:Ag 34 U/dL, VWF:RCo 10 U/dL and ratio
VWF:RCo/Ag 0.3. He was referred to a specialist who documented type 2B VWD by
nucleotide sequencing analysis of DNA (V1316M).

Case n°5 presented icterus at day 3 after birth. BCC revealed isolated profound
thrombocytopenia at 8 x 10%/L with aggregates. Transfontanellar echography revealed a little
bleeding in choroid plexus but without neurologic impact. Eye fundus showed micro-
bleedings. Platelet transfusions were realized and also 1VIg infusion. Platelet count improved
around day 7 (95 x 10%/L). At day 12, she had blood transfusion because of anaemia at 9 g/dL.
No maternofoetal incompatibility was found. Megakaryocytes were normally present on bone
marrow aspiration. Later after, she still beneficiated of platelet transfusions because of
gingivorragies and once again blood transfusion for anaemia. At the age of 15 months,
willebrand disease was explored and revealed: FVIII:C 52 U/dL, VWF:Ag 27 U/dL,
VWEF:RCo 10 U/dL and ratio VWF:RCo/Ag 0.37. RIPA test and multimeric pattern were not
performed.

Case n°6 was also covered of petechia at birth without any other abnormality at clinical
examination. BCC revealed severe thrombocytopenia (6 x 10%/L) with aggregates even on
citrate tube and normal morphology of platelets. The hemostasis parameters were normal and
there were no inflammatory syndrome. Platelet transfusions and IVIg infusion were
administrated in order to improve platelet count. The thrombocytopenia relapsed at 17 x 10°/L
still with aggregates and it was accompanied by petechia. As the thrombocytopenia was
dependant of transfusions it was associated to 1VIg infusion. The hypothesis of maternofoetal
alloimmunisation was not confirmed (no antibody individualized). At day 138, exploration of
persistant thrombocytopenia revealed biological arguments for type 2B VWD.

Case n°7. A newborn boy delivered normally had a paternal familial history of type 2B
VWD. At first clinical examination, he did not present any physical sign of bleeding disorder.
Blood analysis was performed at day two and revealed isolated severe thrombocytopenia with
aggregates. The result was confirmed on citrate tube. Haemostasis analysis found a normal
PTT and PT and also a VWF:RCo ratio at 90 U/dL. The little boy received platelet transfusion
and 1VIg infusion for a hypothetic diagnosis of maternofoetal incompatibility that was not
confirmed. At least, the platelet count got normalized after treatment during fifteen days. At
day 16, the platelet count fell down and a new platelet transfusion and IVIg infusion was
delivered. Four months later, a new exploration of VWF was in favour of type 2 VWD with
FVIII: C, VWF:Ag, VWF:RCo and VWF:RCo/Ag, at 30 U/dL, 54 U/dL, 26 U/dL and 0.30,
respectively. No specific analysis for the diagnosis of VWD2B was performed.
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Case n°8 had ecchymosis on her left arm attributed to obstetrical conditions. On day 2, severe
isolated thrombocytopenia (10 x 10%L) was identified consecutively to the occurrence of
petechia on her head and icterus. Transfontanellar echography was normal. The hypotheses of
auto- or alloimmune thrombocytopenia were on the first plan. Severe isolated
thrombocytopenia (10 x 10%/L) was found on day 2, IVIg perfusions and platelet transfusion
were followed by platelet count and clinical recovery. So far, the hypothesis of auto-immune
thrombocytopenia was retained because of the finding of antibodies in the mother’s blood
analysis. Thirty-six months later, chronic thrombocytopenia was explored: normal PT, PTT
and fibrinogen was found but a prolonged PFA-100. Arguments for type 2B VWD were
found with: FVIII:C 55 U/dL, VWF:Ag 34 U/dL, VWF:RCo 19 U/dL and VWF:RCo/Ag
ratio at 0.56. HMWMs were absent. RIPA test induced aggregation at low dose of ristocetine
(0.2 -0.5 mg/ml).

Case n°9 had a blood cell count at birth because of familial history and revealed isolated
moderate thrombocytopenia at 80 x 10%L. In the hypothesis of maternofoetal
alloimmunisation, platelet transfusion and infusions of IVIg were administrated.
Normalization of platelet count was obtained but the hypothesis was not confirmed. At day
16, exploration of VWD showed a VWF:Ag at 148 U/dL and VWF:RCo at 138 U/dL. So far,
the hypothesis of type 2B VWD was also discarded. Later, at the age of 29 months, he was
explored again because of the family history and this neonatal thrombocytopenia. The platelet
count was normal at 215 x 10%/L, TCA 1.35, PT 87%, fibrinogen 4.4 mg/l, FVIII:C 44 U/dL,
VWEF:Ag 35 U/dL, VWF:RCo 17 U/dL and VWF:RCo/Ag 0.49. HMWMs were absent. RIPA
induced aggregation at low dose of ristocetine.

Case n°10 was covered of petechia at birth. The first analysis revealed isolated severe
thrombocytopenia (10 x 10%L). On day 1, she presented hypotension, coma, no fever but still
diffuse petechia. Three volemic expansion, blood, platelet and plasma transfusion were
performed and large antibiotherapy was administrated. Haemorrhagic shock was the first
hypothesis because of an hemocue at 4 g/dl. BCC confirmed anemia and platelet count was at
10 x 10%/L. Blood hemostasis parameters were normal. Abdominal imaging showed peritoneal
effusion, a large subcapsular hepatic haematoma and right surrenal haematoma.
Transfontanellar echography was normal but the fundus revealed bilateral diffuse
haemorrhage. The plasma oFP dosage was normal. Bacteriologic analysis documented
isolated escherichia coli in gastric fluid.

Case n°11. Consanguineous couple did not have known bleeding disorder. During pregnancy,
the mother presented at 21 weeks of amenorrhea moderate thrombocytopenia at 133 x 10%/L.
Delivery happened normally at term without any hemorrhagic complication. A blood analysis
of the newborn was performed and revealed severe thrombocytopenia at 5 x 10%L with
platelet clumps. He had few petechia. Blood haemostasis parameters were normal. Platelet
transfusion and 1VIg were administered. The hypothesis of maternofoetal alloimmunisation
was not confirmed (no antibody individualized). Allo- and auto-antibodies of the mother and
child were negative. So was the cross-match between mother and father serum. A bone
marrow aspiration excluded the hypothesis of a central cause of thrombocytopenia. Thirteen
months later, new explorations revealed bleeding disorder for the little girl and her parents
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with low VWF:RCo for all of them (FVIII:C 28 U/dL, VWF:Ag 40 U/dL, VWF:RCo 7 U/dL
and VWF:RCo/Ag 0.14). The distribution of VWF multimers and the molecular analysis for
the all the members are not available yet. RIPA test couldn’t be performed. Nucleotide
sequence analysis of DNA fragments of VWF exon 28 revealed homozygous mutation
P1337L. Parents were both heterozygous for both mutations but didn’t ever have any
haemorrhagic clinical sign.

The case n°12 suffered of intra-uterine growth retardation but was finally normally delivered
at 36 weeks of amenorrhea. Because of IUGR, analysis were done at day 3 of life and
revealed severe thrombocytopenia at 20 x 10%L. The VWF:RCo was high on day 3 and no
incompatibility was found between the child and his mother. Platelet transfusions and 1VIg
were administered with a low effect on platelet count. No diagnosis was established and
platelet count was still checked every week during two months. Later, at the age of sixteen
months, exploration of VWD confirmed the diagnosis. His brother, case n°13, was born four
years later. Blood analysis at birth (because of the family history) showed moderate
thrombocytopenia at 127 x 10%L, normal PT and PTT, VWF:RCo at 137 U/dL and VWF:Ag
at 149 U/dL. The hypothesis of VWD2B disease could not be excluded. A platelet transfusion
was administered at day 3 because of a low platelet count. So far, the platelet count was above
50 x 10%/L during the first month. Eighteen months later, the diagnosis of type 2B VWD was
confirmed.

Case n°14. A little boy was delivered by caesarean at 38 weeks of amenorrhea. His mother
had thrombocytopenia revealed during pregnancy and treated by corticosteroid. At birth, he
presented transitory respiratory distress without any clinical sign of bleeding. A platelet count
was performed because of maternal history and showed thrombocytopenia at 11 x 10%/L.
Giant platelets were observed on blood smear. Platelet transfusions and IV1g infusions were
administered in order to correct cytopenia on day 0, day 5 and day 10 but without effect.
Arguments in favour of materno-foetal allo-immunisation were not confirmed. On day 9,
VWD exploration showed a FVIII:C, VWF:Ag, VWF:RCo and VWF RCo/Ag at 129 U/dL,
156 U/dL, 106 U/dL and 0.68, respectively. Thrombocytopenia remained under the threshold
of 50 x 10%/L until day 35 and over the threshold of 100 x 10%/L over day 56. At the age of 7
months, new explorations revealed: PFA-100 over 200 (with epinephrine and ADP) and
FVIII:C, VWF:Ag, VWF:RCo and VWF RCo/Ag at 35 U/dL, 11 U/dL, 27 U/dL and 0.41,
respectively. RIPA test induced aggregation at low dose of ristocetine (0.5 mg/ml). Diagnosis
of type 2B VWD was confirmed by molecular analysis revealing R1341Q mutation.

Case n°15 was delivered without any complication. His mother and sister were diagnosed for
type 2B VWD. For this reason, a blood sample was realized at birth and revealed
thrombocytopenia with aggregates at 19 x 10°%/L. The haemostasis analysis was normal and
willebrand analysis revealed FVIII:.C 17 U/dL, VWF:Ag 41 U/dL, VWF:RCo 13 U/dL and
VWEF:RCo/Ag 0.32. Multimeric pattern showed the absence of high and intermediate
molecular weight multimers and RIPA test revealed agglutination of platelets at low dose of
ristocetine. Nucleotide sequence analysis of DNA fragments of VWF exon 28 revealed two
heterozygous mutations on the domain Al: R1306W and D1472H.
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Case n°16 and n°17 are brother and sister. They were delivered without any complication.
None of them had any clinical sign of bleeding at birth. They had a family history of type 2B
VWD. At birth, they both had a BCC that revealed thrombocytopenia at 19 x 10%/L (case
n°16) and 5 x 10%L (case n°17). No supportive or specific treatment was administered in
absence of haemorrhage. Platelet count was more closely followed for case n°16 because he
was the first child. Thrombocytopenia remained under the threshold of 50 x 10%/L during two
months after birth. Biological parameters performed later (one to two months after birth) were
in favour of type 2 VWD. RIPA test, multimeric pattern and molecular analysis confirmed the
diagnosis of type 2B VWD.

Case n°18 is the cousin of case n°16 and 17. His mother was diagnosed for type 2B VWD
with chronic thrombocytopenia. He was delivered by caesarean but did not present any
clinical sign at birth. A BCC was done at birth and showed a platelet count at 4 x 10%/L. Also,
VWEF explorations at birth showed FVIII:C at 29 U/dL, VWF:Ag at 85 U/dL, VWF:RCo at 86
U/dL and VWF RCo/Ag at 0.45. No other diagnosis was evocated or explored. One year after,
complement of analysis confirmed the diagnosis of type 2B VWD with a RIPA test showing
aggregation at low doses of ristocetine, a multimeric pattern with lack of HMWMs and
M1304insM mutation.



10.2. Supplemental tables and figures
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Figure S1: Evolution of median platelet count (x 10%/L) during the first month of life for patients with mutation
R1341Q and R1306W (A); patients with mutation V1316M, L1460P, P1337L and M1304insM (B); patients with

mutation 11309V (C).
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11. ABBREVIATIONS

CGR : culot globulaire rouge

CPA : culot plaquettaire d’aphérese

CRMW : Centre de Reference pour la Maladie de Willebrand
FVIIL:C : activité du FVIII anti-hémophilique
Gplb-a : glycoprotéine 1b- a

Ig : immunoglobulines polyvalentes

IgG : immunoglobuline de type G

IV : intraveineux

MHPM : multimeéres de haut poids moléculaire
MW : maladie de Willebrand

MW?2B : maladie de Willebrand de type 2B
RIPA: ristocetin-induced platelet agregation
VWE: facteur von Willebrand

VWF:Ag : dosage antigénique du VWF

VWF:RCo : activité cofacteur de la ristocétine du VWF
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VWF:RCo/VWF:Ag : ratio de I’activité cofacteur de la ristocétine par rapport au dosage

antigénique du VWF
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