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RESUME

Contexte:

Le facteur Willebrand est composé de multiméres et les multiméres de haut poids moléculaire
(HMWM) portent I'effet hémostastique le plus important. Les patients atteints de syndromes
myéloprolifératifs (MPN) et d'une numération plaquettaire élevée (> 1500 G/L) sont a risque
de saignement en raison d'une diminution des HMWM, c'est-a-dire de la maladie de Willebrand
acquise. Cela est suspecté lorsque l'activité du cofacteur de la ristocétine (VWF:RCo) est
diminuée.

Pour I'évaluation fonctionnelle du VWF, I'agrégométrie (RCo(Agg)) est considérée comme le
gold standard. Cependant, ce test souffre d'une mauvaise reproductibilité et sensibilité a de
faibles niveaux de VWF et nécessite une expertise technique. Divers dosages pour la
détermination de la fonction adhésive du VWF utilisant différentes méthodologies ont été

développés ces derniéres années.

Objectif:
Comparer les performances de 'HemosIL RCo, Werfen® par rapport a I'agrégométrie chez
les patients atteints de thrombocytose (plaquettes > 450G/L) dans le contexte du MPN (T-

MPN) et chez les patients atteints de thrombocytose secondaire (ST).

Méthodes:

33 patients avec MPN et 18 patients avec ST ont été évalués en comparant le VWF:RCo
mesuré avec les deux techniques. Le niveau d'antigene VWF (VWF:Ag), la distribution des
multimeéres de Willebrand par électrophorese et la capacité de liaison du VWF au collagéne

(CB) ont également été analysés pour chaque patient.

Résultats:

Chez les patients T-MPN et ST, il y avait une différence significative entre les deux
techniques pour le rapport RCo et le rapport RCo/Ag (p < 0,0001 et p <0,0001). Une
majorité de patients T-MPN (23/33) avait un rapport RCo/Ag < 0,6 avec le test HemosIL mais
pas avec l'agrégométrie. Chez les patients ST, 6/18 avaient des résultats discordants. Parmi
les patients T-MPN avec des résultats discordants, 7 avaient une diminution des HMWM et /

ou CB < 0,6 contre aucun parmi les 6 patients ST avec des résultats discordants. Il y avait



une légére corrélation entre le rapport RCo(IL)/Ag et le nombre de plaquettes chez les

patients T-MPN mais pas chez les patients ST.

Conclusion:
Le réactif HemoslL RCo semble étre plus sensible que I'agrégométrie pour détecter un

changement dans le profil des multimeres de haut poids moléculaire chez les patients T-
MPN.



ABSTRACT

Title:

Comparison of an automated von Willebrand factor (VWF) activity assay by HemosIL
Werfen®, RCo(IL) with ristocetin cofactor assay by aggregometry, RCo(Agg) in thrombocytic
patients with myeloproliferative neoplasms (MPN) and in patients with secondary

thrombocytosis (ST).

Background:

VWEF is composed of multimers and the high-molecular-weight multimers (HMWM) carry the
most important hemostastic effect. Patients with myeloproliferative neoplasms (MPN) and
high platelet count (> 1500 G/L) are at risk of bleeding because of a decrease in HMWM,, i.e.
acquired von Willebrand disease. This is suspected when VWF ristocetin cofactor activity
(VWF:RCo) is decreased.

For functional assessment of VWF, aggregometry (RCo(Agg)) is considered to be the gold
standard. However, this assay suffers from poor reproducibility and sensitivity at low levels of
VWF and is labour intensive. Various assays for determination of VWF adhesive function

using different methodologies have been developed in recent years.

Aims:
To compare the performance of HemosIL RCo, Werfen® versus aggregometry in patients
with thrombocytosis (platelets > 450G/L) in the context of MPN (T-MPN) and in patients with

secondary thrombocytosis (ST).

Methods:

Samples from 33 patients with MPN and 18 patients with ST were evaluated by using
RCo(Agg) and RCo(IL) assays. VWF antigen level (VWF:Ag), distribution of VWF multimers
by electrophoresis and VWF binding capacity to collagen (CB) were also analysed for each

patient.

Results:

In T-MPN and ST patients, there was a significant difference between the two techniques for
RCo and RCo/Ag ratio (p < 0.0001 and p < 0.0001). A majority of T-MPN patients (23/33)
had RCo/Ag ratio < 0.6 with HemosIL assay but not with aggregometry. In ST patients, 6/18



had discordant results. Among T-MPN patients with discordant results, 7 had actually a
decrease in HMWM and/or CB < 0.6 versus none among the 6 ST patients with discordant
results. There was a slight correlation between RCo(IL)/Ag ratio and platelet count in T-MPN

patients but not in ST patients.

Conclusion:
HemoslIL RCo reagent seems to be more sensitive than aggregometry to detect a change in
the profile of HMWM in T-MPN patients.
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LISTE DES ABBREVIATIONS

VWD : maladie de Willebrand
VWEF : facteur Willebrand
ADAMTS13 : métalloprotéinase ADAMTS13
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INTRODUCTION

1. La maladie de Willebrand

A. Physiologie

La maladie de von Willebrand (VWD) est le trouble de coagulation héréditaire le plus fréquent
(prévalence = 1%) [1] et découle d’'une anomalie de la protéine plasmatique du facteur von
Willebrand (VWF).

Dans des conditions physiologiques, I'’équilibre hémostatique est maintenu grace a une
interaction complexe de facteurs procoagulants, anticoagulants et fibrinolytiques. Un facteur
clé du systéme hémostatique est le facteur von Willebrand, qui joue un réle majeur dans

I’'hémostase primaire et indirectement aussi dans la coagulation (via le facteur VIII) [2].

Le facteur Willebrand est une glycoprotéine adhésive multimérique, circulant dans le plasma
et produite par les cellules endothéliales et les mégacaryocytes. |l est essentiel pour
I'némostase et la formation du thrombus, en agissant comme une molécule de pontage pour
I'adhésion et l'agrégation plaquettaires aux sites de Iésions vasculaires. De plus, le VWF
transporte le facteur VIl procoagulant (FVIII), le protégeant ainsi de la dégradation et de la

clairance, augmentant sa demi-vie plasmatique [3].
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Figure 1. Biosynthese du facteur Willebrand
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Au niveau des cellules endothéliales, le facteur Willebrand est synthétisé comme une seule
chaine pré-pro-polypeptidique. Apres élimination du peptide signal dans le réticulum
endoplasmique, il est dimérisé [2]. Il subit ensuite une maturation plus poussée dans I'appareil
de Golgi et les compartiments post-Golgi ou il est multimérisé. Le facteur Willebrand
nouvellement synthétisé est soit libéré directement dans le plasma ou le sous endothélium,

soit stocké dans les corps de Weibel-Palade.

Seul le VWF, et non son pro-peptide, a un rble dans I'adhésion plaquettaire. En revanche, le
VWEF synthétisé dans les mégacaryocytes est stocké dans les granules alpha jusqu'a

I'activation plaquettaire et sa libération ultérieure.

Avec une demie-vie de 12h a 20h, sa clairance est assurée par les macrophages au niveau
de la rate et du foie. Les sujets de groupe sanguin O ont une clairance plus accélérée. La
protéolyse physiologique est I'action spéficique d’une métalloprotéinase, ADAMTS13, qui a

une action de clivage au niveau du domaine A2.

D1 D2 D'D3 A1 A2 A3 D4 B1-3 C1 C2 CK
— /
Pro-VWF T T C/\Q T T
= 2 @ 5 =
= o - =
T 5 g8 3
©° o
< o©
o o
<

Figure 2. Structure du facteur Willebrand et de ses sites de liaison

Le facteur Willebrand existe en différentes tailles, appelées multiméres de facteur Willebrand,
et comprend des formes de poids moléculaire faible (L), intermédiaire (l), haut (H) et ultra-haut
(UL).

Parmi eux, ce sont les multimeres de haut poids moléculaire (HMWM) qui ont la plus grande

activité hémostatique (capacité de liaison pour le collagéne et la glycoprotéine GP1b et lIb/llla

des plaquettes).
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En conditions physiologiques normales, le facteur Willebrand circule dans le sang sous la
forme d'une protéine enroulée de maniére lache et qui n'interagit pas avec les plaquettes, ni
avec les cellules endothéliales, car le domaine de liaison du VWF au GP1b plaquettaire est

caché.

Suite a une lésion de I'endothélium vasculaire, les fibres de collagéne du sous-endothélium
sont exposées au facteur Willebrand qui vient s’y lier au niveau de son domaine A3. Fixé au
sous-endothélium et contraint par les conditions hémorhéologiques, le VWF voit sa
conformation changer. Il passe ainsi d'une forme globulaire a une forme longiligne en rapport
avec l'intensité de la force de cisaillement. La liaison entre le récepteur GPIb des plaquettes
circulantes et le domaine A1 du VWF devient alors possible, ce qui permet I'adhésion
plaquettaire. Cette liaison entre VWF et GPIb plaquettaire initie également le processus
d'activation plaquettaire, permettant la sécrétion des granules a et granules denses ainsi que
I'activation des récepteurs GPllb-llla présents en surface de la plaquette. Le récepteur GPIIb-
Illa des plaquettes activées est capable de lier le fibrinogene et le VWF avec une grande
affinité. 1l existe une compétition entre le VWF et le fibrinogéne pour la liaison a ce récepteur,
I'ensemble participant & la formation du clou plaquettaire via le processus d'agrégation

plaquettaire.

Shear Applied 35 Dyn/cm- Applied

No Shea ® by AFM Probe by Rotating Disk

Globular Short Extended Extended
vVWF Chain Chain

Figure 3. Modifications conformationnelles du VWF en fonction des forces de cisaillement

(Siedlecki, Shear-dependent changes in the three-dimensional structure of human von Willebrand factor. Blood
1996)
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Toute anomalie quantitative ou qualitative des multiméres de facteur Willebrand, en particulier

des multimeres de haut poids moléculaire, engendrera un trouble de ’'hémostase [4].

Le potentiel hémostatique des multiméres est régi par leur taille. Des études ont montré qu'a
mesure que la taille des multiméres de facteur Willebrand diminue, il y a progressivement une
perte concomitante de la fonction du facteur Willebrand [5]. Plus précisément, c’est la capacité
de liaison au collagene du VWF (VWF:CB) et la capacité fonctionnelle du VWF a se lier aux
plaquettes (l'activité du cofacteur de la ristocétine: VWF:RCo) qui diminuent & mesure que la

taille du multimére diminue.

B. Les differents types de maladie de Willebrand

Dans la majorité des cas, la maladie de Willebrand est une maladie congénitale a transmission

autosomique dominante, touchant hommes et femmes avec la méme fréquence.

Elle résulte d’'un déficit qualitatif ou quantitatif du facteur Willebrand (la concentration, la
structure ou la fonction des HMWM peuvent étre altérées) et se caractérise par un risque accru

de saignement [6].

De plus, I'absence de facteur Willebrand conduit a un déficit secondaire en FVIII, retentissant

sur I’'hémostase secondaire.

Cliniquement, cela se traduit par des saignements excessifs et prolongés a la suite d'une
intervention chirurgicale ou d'une blessure traumatique, des saignements cutanéomuqueux
(épistaxis ou ménorragie) et, dans les formes les plus graves de la maladie, des symptémes

semblables a I’hnémophilie tels que saignements articulaire et musculaire.

La maladie de Willebrand a été classée en trois grandes catégories:

- letype 1, qui se caractérise par un déficit quantitatif partiel (50 a 75% des cas)
- les sous-type 2 dans lesquels il existe des défauts qualitatifs affectant la fonction du
VWEF (20 a 45% des cas)

- le type 3 correspondant a un déficit total (5% des cas)
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Test Type 1 Type 2ZA Type 28 Type 20 Type 2N Type 3

VIWFAg d Noul Noul MNoud N 0
VIWF RCo J NANE Joudd b M 0
Agglut.

forte dose N oud NAN) N diminué N 0
faihle dose 0 0 ++ 0 0 0
E VIl N oud Noud Noud Noud AN W
M ultimeres ] P th HF L - HFM . MNoud M 00

ahsents ahsents
VW F:CB d AN NN N oud N 0

Tableau 1. Différents types de maladie de Willebrand et ses tests associés

Parmi les sous-type 2, il faut distinguer:

- le type 2A: ou il existe un déficit relatif en HMWM, et une diminution de l'affinité pour

la GPIb et le collagene
- le type 2B: déficit en HMWM et une hyperaffinité du VWF pour la GPIb
- le type 2M: diminution de I'affinité pour la GPIb ou le collagéne, sans déficiten HMWM

- le type 2N: correspondant a une anomalie de liaison au facteur VI

L'expression clinique de la maladie de type 2A est un saignement cutanéomuqueux léger a
modéré, qui peut se manifester par des ecchymoses faciles, une épistaxis, un saignement
prolongé apres une blessure, pendant une chirurgie dentaire, des regles prolongées et une
ménorragie chez la femme et, dans certains cas, un saignement gastro-intestinal ou dans le
systeme nerveux central, qui peut étre mortel. Contrairement a I’hémophilie, il y a peu

d’hématomes et d’hémarthroses.

Le type 2B est caractérisé par un déficit en multimeres de haut poids moléculaire en raison de
I'affinité accrue du facteur Willebrand pour le complexe récepteur GPIb plaquettaire [7]. Cette
affinité accrue est causée par la présence de mutations dans le domaine A1, entrainant des

augmentations pathologiques de la liaison plaquettaire-VWF qui conduisent a une dégradation
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protéolytique accélérée par ADAMTS13 des grands multiméres fonctionnels.

Le type 3 est la forme la plus grave et la plus rare de la madladie de Willebrand, tous les

multiméres de VWF sont déficients et les niveaux de facteur VIII sont généralement tres bas.

Les tests de laboratoire (décrits plus loin) pour la maladie de Willebrand permettent de
distinguer les différents sous-types, ceux avec des distributions de multiméres normales ou
seulement subtilement anormales (types 1, 2M et 2N), ceux caractérisés par une diminution
significative de la proportion des multiméeres de haut poids moléculaire (types 2A et 2B), et

ceux caractérisés par une perte de tous les multimeres (type 3).

C. Maladie de Willebrand acquise

La maladie de Willebrand est principalement une maladie héréditaire, mais, plus rarement,
des syndromes acquis de maladie de Willeband (AVWS) ont été décrits [2],[8]. Seuleulement
266 cas ont été signalés dans la littérature depuis sa premiere description en 1968 jusqu'a
1999.

lIs sont caractérisés par I'absence d’antécédent personnel ou familial de saignement ainsi
qu’une révélation tardive. Il se peut que la prévalence de Willebrand acquis soit sous estimée,
et qu’elle représente en fait jusqu’a 4,5% des maladies de Willebrand diagnostiquées [9]. Les
tests de laboratoire pour le diagnostic de syndrome acquis de maladie de Willebrand sont les

mémes que ceux pour la maladie de Willebrand héréditaire.
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Figure 4. Pathologies associées au syndrome de Willebrand acquis

Pauline Sauguet, Alexandre Theron. Syndrome de Willebrand acquis et hémophilie acquise. Hématologie.
2015;21(5):295-302.

Selon I'International Society of Thrombosis and Haemostasis (ISTH), les Willebrand acquis
sont plus susceptibles de survenir chez les patients atteints de syndrome lymphoprolifératif
(48%) ou de syndrome myéloprolifératif (NMP) (15%) [10],[11],[12], de malformations

cardiaques (21%), de tumeurs solides (5%) ou de maladies auto-immunes (2%).

Chez la plupart des patients ayant un Willebrand acquis, la synthése du facteur Willebrand est
conservée, a l'exception des patients atteints d'hypothyroidie, qui présentent de maniére

caractéristique une diminution de sa synthése ou de sa libération.

Chez les patients présentant une synthése normale de facteur Willebrand, le taux diminué de
VWEF circulant résulte de son élimination accélérée du plasma par quatre principaux

mécanismes pathogéniques : [13]

1. des auto-anticorps qui forment des complexes immuns circulants avec le VWF et
linactivent, augmentant sa clairance (cas des Willebrand acquis associés aux

gammapathies monoclonales ou aux syndromes lymphoprolifératifs)
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2. l'absorption sélective du facteur Willebrand par des cellules anormales ou des
plaquettes (cas des Willebrand acquis associés aux syndromes myéloprolifératifs
notamment)

3. la perte de multiméres de haut poids moléculaire dans des conditions de fortes
contraintes de cisaillement (cas des Willebrand acquis associés aux rétrécissements
aortiques)

4. l'augmentation de la protéolyse du facteur Willebrand induite par des enzymes pas

clairement identifiées (des protéases plaquettaires pourraient étre impliquées)

Chez les patients avec des auto-anticorps, la totalité du VWF natif, normalement sécrétée par
les cellules endothéliales, est généralement éliminée de la circulation. Cela se traduit par de
trés faibles concentrations a la fois d’activité du facteur Willebrand et d’antigene (VWF:AQ),

mais des niveaux normaux de propeptide VWF sont maintenus [14].

Les Willebrand acquis associés a un syndrome myéloprolifératif résultent principalement de
I'absorption in vivo des multiméres de haut poids moléculaire sur les plaquettes malignes [9]
(notamment chez les patients avec une numération plaquettaire élevée, supérieure a 1500
G/L). Cela a été rapporté dans la thrombocytémie essentielle et la polyglobulie de Vaquez,
mais aussi dans la leucémie myéloide chronique, la myélofibrose primitive et parfois dans la

leucémie aigué.

Chez ces patients, Il'activité du cofacteur de la ristocétine du VWF (VWF:RCo) diminue.
Certains auteurs ont pour cela suggéré de rechercher un syndrome de Willebrand acquis pour
chaque patient avec un syndrome myéloprolifératif présentant un nombre de plaquettes
supérieur a 1000 G/L [15],[16].

Dans les cas de maladie de Willebrand acquise due a des conditions de forces de cisaillement
élevées (patients présentant une sténose valvulaire aortique ou un dispositif d'assistance
ventriculaire gauche a flux continu), il y a une élimination préférentielle des multimeres de haut
poids moléculaire. Une contrainte de cisaillement élevée induit le déploiement du facteur
Willebrand et par conséquent son clivage protéolytique. Il en résulte une activité réduite du

VWEF, avec des concentrations de VWF relativement normales.
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Plus rarement, un mécanisme supplémentaire a considérer est l'augmentation de la
dégradation protéolytique du facteur Willebrand, qui se produit dans certaines conditions
cliniques caractérisées par la présence de protéases circulantes. Il en résulte une activité

réduite du VWF avec des concentrations relativement normales.

Par rapport a I'hémophilie acquise, qui est toujours due a des auto-anticorps contre le FVIII,
les mécanismes pathogénétiques sous-jacents aux Willebrand acquis sont plus hétérogénes.
Aucun de ces mécanismes ne semble étre spécifique d’'une seule étiologie particuliere, le
méme mécanisme peut étre retrouvé dans différents troubles sous-jacents connus pour étre

associés au syndrome [14].

Par conséquent, le Willebrand acquis a une présentation clinique hétérogéne et le syndrome
n'est souvent pas reconnu jusqu'a ce que les patients soient exposés a un traumatisme majeur

ou a une chirurgie.

La gravité du saignement varie considérablement d'un patient a I'autre.

Les objectifs du traitement d’un syndrome de Willebrand acquis sont: de contrOler les
saignements aigus, de prévenir les saignements dans les situations a haut risque, et d'obtenir
une rémission a long terme. Les stratégies utilisées pour atteindre ces objectifs dépendent des
mécanismes pathologiques sous-jacents. Les options thérapeutiques comprennent la
desmopressine et certains concentrés de facteur VIII qui contiennent également du facteur
Willebrand. Un traitement adapté de la maladie sous-jacente peut inverser les manifestations

cliniques et biologiques de Willebrand acquis [9].

Malheureusement, il n'est pas toujours possible et I'obtention d'une rémission partielle du
trouble sous-jacent n'entraine pas toujours une amélioration des symptémes hémorragiques

liés au Willebrand acquis [17].

De nombreux cas de Willebrand acquis mettent en évidence une diminution des multiméres
de haut poids moléculaire [11]. Dans ces cas |a, la présentation biologique est semblable au

type 2A, avec un proportion diminuée de multiméres de haut poids moléculaire [18].
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2. Syndromes myéloprolifératifs et maladie de Willebrand acquise

A. Généralités

Les syndromes ou néoplasies myéloprolifératives (NMP) non LMC - thrombocytémie
essentielle (TE), polyglobulie de Vaquez (PV) et myélofibrose primitive (MFP) — sont des
maladies acquises des cellules souches hématopoiétiques, avec augmentation d’une ou
plusieurs lignées myéloides. Janus Kinase 2 V617F (JAK2V617F) est la mutation la plus
courante, présente ches 95% des patients atteints de PV et de 50% a 60% des patients atteints
de TE ou de MFP.[19]

B. Complications thrombotiques et hémorragiques des syndromes

myéloprolifératifs

Les événements thrombotiques sont décrits dans tous les sous-types de syndromes
myéloprolifératifs. Une méta-analyse récente, a déterminé la prévalence de thrombose globale
a 28,6%, 20,7% et 9,5% des patients nouvellement diagnostiqués PV, TE, et MFP,

respectivement [20].

Concordant avec d’autres observations, la thrombose artérielle (prévalence globale, 16,2%;
cérébrovasculaire, 7,4%:; accident ischémique transitoire, 3,5%; maladie coronarienne, 6,1%)
est plus courante que la thrombose veineuse (prévalence globale, 6,2%; thrombose veineuse
profonde, 3,4%; thrombose veineuse splanchnique, 1,4%; embolie pulmonaire, 0,9%;
thrombose veineuse cérébrale, 0,7%). Le risque de thrombose est augmenté chez les
personnes de plus de 60 ans et chez celles ayant un antécédent de thrombose, et il est plus

élevé chez les patients présentant ces deux facteurs de risqué [21].

Bien que moins répandue que la thrombose, la prévention ou la gestion des manifestations
hémorragiques est tout aussi importante chez les patients atteints de syndrome
myéloprolifératif. Dans la méta-analyse susmentionnée, la prévalence globale des
complications hémorragiques était de 6,2% [20]. Le risque de saignement dépend du sous-

type de syndrome myéloprolifératif [22],[23]. La prévalence la plus élevée a été observée dans
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la MFP (8,9%), suivie de la TE (7,3%) et de la PV (6,9%). Les sites de saignement fréquents

sont cutanéomuqueux, gastro-intestinaux, épistaxis et post-opératoires.

Le saignement dans les syndromes myéloprolifératifs est souvent multifactoriel, certains

facteurs de risque étant évidents et d'autres moins, non retrouvés d'une étude a l'autre.

Concernant les facteurs de risque NMP-dépendant, la thrombocytose affecte le risque de
saignement. Dans une étude longitudinale de cohorte de patients atteints de TE (N=776), une
numération plaquettaire supérieure a la normale dans le suivi a conféré un risque accru de

saignement (HR, 3,7; IC a 95%, 1,7-8,2) [11].

La leucocytose augmente également de fagon indépendante le risque de saignement dans
une étude sur la myélofibrose primitive et la thrombocytémie essentielle (HR, 1,74; P=0,04),
de méme que dans une méta-analyse incluant des patients avec TE et PV (RR, 1,87; IC a
95%, 1,59-2,23) [22],[24].

C. Maladie de Willebrand acquise et syndromes myéloprolifératifs

La numération plaquettaire est un fort prédicteur de la survenue d’'un syndrome de Willebrand
acquis. Une numération plaquettaire significativement plus élevée a été observée chez les
patients atteints de Willebrand acquis. Néanmoins, la plupart des patients avec une maladie

de Willebrand acquise ont un nombre de plaquettes inférieur a 1000 G/L [12].

Par conséquent, le dépistage d’un Willebrand acquis pourrait faire partie intégrante de
I'évaluation de routine des patients TE et PV, indépendamment de leur numération
plaquettaire. La présence de la mutation JAK2 V617F a elle seule semblant étre un élément

principal pour le développement d'AVWS chez les patients TE [12].

Chez les patients atteints de syndrome myéloprolifératif, '’dge médian de survenue d’un
Willebrand acquis est de 48 ans, avec un sex ratio 1:1. Chez les patients-NMP avec un
Willebrand acquis, il a été constaté que la prévalence de Willebrand de type 2 est plus élevée
(66%) que celle de Willebrand de type 1 (33%) [11].
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3. Techniques de dosage et maladie de Willebrand

Le diagnostic de maladie de Willebrand repose sur des tests incluant la mesure de l'activité
du cofacteur de la ristocétine (VWF:RCo), le dosage antigénique du facteur Willebrand

(VWF:AgQ) et I'activité procoagulante du facteur VIl plasmatique.

Pour les différents sous-types de Willebrand, des tests supplémentaires analysent les
multimeres de Willebrand, la fixation du collagéne par le facteur Willebrand (VWF:CB), I'activité
de liaison du facteur Willebrand au GPIb plaquettaire ou encore I'agrégométrie des plaquettes

induite par la ristocétine (RIPA). Le recours a I’étude génétique du facteur Willebrand est rare.

A. Les différentes techniques de dosage du VWF:RCo

La mesure de l'activité cofacteur de la ristocétine est la technique fonctionnelle pour évaluer
la fonction adhésive du facteur Willebrand. Elle est utilisée pour le diagnostic ainsi que pour

la surveillance du traitement.

Mesure de I’activité cofacteur de la ristocétine en agrégométrie

Ce test utilise I'antibiotique ristocétine qui induit une modification conformationnelle du facteur
Willebrand, lui permettant de se lier aux plaquettes via le récepteur plaquettaire de la glyco-

protéine 1b (GP1b), entrainant une agglutination plaquettaire.

Sur automate APACT® 4004 (agrégomeétre a 4 canaux de mesure photométrique), le test

utilise:

- des plaguettes normales fixées et lyophilisées (plaquettes fixées par du formol afin
d'empécher I'activation in vitro et donc de ne doser que le VWF du plasma)
- une concentration de ristocétine de 1 a 1,5 mg/mL

- plusieurs dilutions de plasma du patient a tester

A l'aide de plusieurs dilutions du plasma pauvre en plaquettes du patient, I'agrégometre

explore le seuil de concentration en ristocétine qui induit au moins 30% d’agglutination en
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mesurant la pente d’agrégation. Le dosage est évalué en pourcentage par rapport a une droite
d’étalonnage.
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Figure 5. Lecture VWF:RCo en agrégométrie

La mesure du VWF:RCo par agrégométrie est la méthode de référence pour I'évaluation de
I'activité du facteur Willebrand. Cependant cette méthode présente des limites: elle nécessite
une expertise technique et posséde une mauvaise sensibilité et reproductibilité, avec

d’importantes variations intra- et inter- laboratoires, notamment pour la détection de faibles
niveaux de VWF.

Du fait de ces limites, d'une plus grande disponibilité de I'automatisation et du besoin d'une
meilleure efficacité, d'autres méthodes pour évaluer la fonction adhésive du facteur Willebrand
ont été développées.
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Mesure de I'activité cofacteur de la ristocétine avec HemosIiL VWF:RCo® IL

Des analyses automatisées ont été développées, tel que le test HemosIlL RCo Werfen®, une
immuno-analyse sur les systtmes ACL TOP®. D’autres méthodes ont également été
développées, utilisant des techniques de cytométrie en flux, chimioluminescence ou encore
ELISA.

— Ristocétine
- YY £ 2
Qk ;/::/i:nc:u plasma
" Yo

14 ‘f =

recombinant

Particule de latex + anticorps monoclonal
+ rGPIlba

Figure 6. Représentation de la liaison entre une bille de latex et le facteur Willebrand avec le test HemoslIL
VWF:RCo Werfen®

Le réactif HemosIL VWF:RCo est un test immunoturbidimétrique au latex destiné a quantifier
I'activité VWF:RCo dans le plasma citraté. L’activitt VWF est déterminée en mesurant
'augmentation de turbidité produite par I'agglutination de particules de latex contenues dans
le réactif correspondant. Ce test n'utilise pas de plaquettes. Celles-ci ont été remplacées par
des particules de latex sur lesquelles ont été adsorbées, par l'intermédiaire d’'un anticorps
monoclonal spécifique, des fragments recombinants de la glycoprotéine du récepteur
plaquettaire du VWF (rGP1ba). En présence de ristocétine, le facteur Willebrand du patient va
interagir avec le fragment GP1ba. L’importance de [Iagglutination est directement
proportionnelle a I'activité en facteur Willebrand de I'échantillon et est déterminée en mesurant

la diminution de la lumiéere transmise due a la formation d'aggrégats.
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Avec ristocétine (VWF:RCo)

Agglutination | Agrégometrie| Automates LIA Chimi-
sur lame (HemosIL Luminescence
VWEFRCo, | (HemosIL AcuStar
1L) VWEFRCo, IL)
Réactifs
-Plaquettes X X X
fixées
-rGPIba X
- Acs X
monoclonaux
Performances analytiques
seuil de 2 Ul/dl 10 UI/dl 3a10 3,5 Ul/dl <1 U0l/dl
quantification UV/dl Selon
(sensibilité) adaptation
CV
(reproductibilité 21% et
Interlaboratoires 320p%
Intersérics 15% 320% | <15%° <5%"* <10%
dosage unitaire Oui Non Non Oui Oui
(adaptation
al’urgence)
Performances diagnostiques
-VWD3 vs Oui Non Non Oui Oui
sévere VWDI1
-VWD2 vs Oui Oui Oui Oui Oui
VWD1

Tableau 2. Performances analytiques des différents tests de mesure de I'activité VWF (liaison a la GP1b)

* Résultats des EEQ de 'ECAT (Meijer, 2006) : CV moyens obtenus respectivement sur 3 plasmas normaux et 4

plasmas anormaux
$ CV interséries de 1,5% (90UI/dl) a 15% (5 Ul/dI) pour Hillarp sur BCS; <4% (91 Ul/dI) a <6% (25 Ul/dl) pour
Lawrie sur CS ; 12% (160 Ul/dl) a 7% (54 Ul/dl) pour Redealli sur ACL

B. Dosage quantitatif du facteur Willebrand

§ CVinterséries de 4% (111 Ul/dl) a 2,8% (29 Ul/dl) pour Pifol sur ACL TOP

Il ne permet que le dosage quantitatif de la protéine sans présager d'une anomalie qualitative.

Le calcul du rapport VWF:RCo/VWF:Ag est utilisé pour diagnostiquer une maladie de

Willebrand de type 2A, 2B ou 2M. Un rapport < 0,6 indique que le VWF est dysfonctionnel.

Il existe différentes méthodes immunologiques pour le dosage quantitatif du VWF:

- Test immunoturbidimétriques (LIA)

- Tests immunoenzymatiques (ELISA, ELFA)

- Tests en immunochimiluminescence (AcuStar, IL)
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Ces tests se distinguent par leur sensibilité aux taux bas de VWF.

Méthode immunoturbidimétrique (LIA)

Elle est basée sur I'immunoagglutination de particules de latex recouvertes d’anticorps
complet anti-VWF.

En I'absence d’antigene, les micro particules inférieures a la longueur d’'onde ne s’agglutinent

pas, le milieu est quasi transparent, la lumiére est faiblement absorbée:

[
|
|
f
|

Figure 7. Méthode LIA

En présence de I'antigéne a doser, la réaction antigéne-anticorps entraine I'agglutination des
micro particules. L’augmentation de turbidité du milieu réactionnel est fonction du taux

d’antigéne présent:

Figure 8. Méthode LIA (suite)

La méthode immunoturbidimétrique est la plus largement utilisée. C’est une méthode

automatisée, avec une calibration unique par lot de réactif. Ses limites sont:

- un seuil de quantification = 6 Ul/dL (ne permettant pas le diagnostic de type 3)
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- une interférence liée au facteur rhumatoide avec le Fc des Ig de I'anticorps anti-VWF
(surestimation du taux)

- effet « crochet » en exces d’antigéne (sous-estimation du taux)

Méthode immunoenzymatique ELISA

C’est la méthode de référence pour le diagnostic de maladie de Willebrand de type 3.

Son seuil de quantification est inférieur a 1 Ul/dL et il n’y a pas d’interférence avec le facteur

rhumatoide. Ses limites sont:

- non automatisée, non adaptée au dosage unitaire

- la calibration doit étre répétée a chaque série de tests

Méthode immunoenzymatique ELFA (sur analyseur VIDAS, Biomérieux)

Elle combine une méthode ELISA sandwich utilisant des anticorps monoclonaux anti-VWF
avec une lecture finale en fluorescence. C’est une méthode automatisée, a I'abri d’interférence
avec le facteur rhumatoide, qui peut étre unitaire, avec précalibration mémorisée. Ses limites

sont:

- un seuil de quantification < a 5 Ul/dL (ne permettant pas le diagnostic de type 3)

Méthode immunochimiluminescence (HemosIL AcuStar)

Méthode récente, elle utilise des billes magnétiques recouvertes d’un anticorps polyclonal anti-
VWEF. Aprés ajout d’un anticorps traceur couplé a l'isoluminol, la lumiére émise en présence

d’un réactif oxydant et catalyseur est mesurée. Ses avantages sont:

I’'absence d’interférence du facteur rhumatoide

automatisée et unitaire

un seuil de quantification inférieur a 1 Ul/dL

sensibilité équivalente a 'ELISA permettant le diagnostic de type 3
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| ELISA | ELFA | LIA [ Chimiluminescence

Réactifs

Acs polyclonaux

- Ig totales X

- F(ab’)2 X

Acs monoclonaux X X

Performances analytiques

- seuil de quantification <1UI/dl | 1a5U0Ldl | 6Ul/dl <10I/dl
(sensibilité)

- CV inter-laboratoires* 135% et | Non évalués | 8.8% et | Non encore évaluée

(reproductibilité) 19.,2% 14,7%

- interférence FR Non Non Oui Non (jusque 800
(spécificité) Ul/ml)

- dosage unitaire Non Oui Oui Oui

(adaptation a 'urgence)

Performances  diagnostiques

-VWD3ysVWDsévere | Oui | Non | Non Oui

Tableau 3. Différents dosages antigéniques du facteur Willebrand

C. Quantification des multiméres de haut poids moléculaire

L’étude de la répartition des multiméres du facteur Willebrand permet de quantifier les formes
de différents poids moléculaires et d’identifier les anomalies structurales de [l'unité

multimérique.

Le principe est la migration des protéines au sein d'un gel sous I'action d'un courant
électrique. Les protéines ayant le poids moléculaire le plus faible peuvent se déplacer plus
facilement au sein du gel et vont donc migrer plus loin pour une méme durée de migration.
Au contraire, les multiméres de trés haut poids moléculaire vont avoir une capacité de

migration réduite.

L'analyse est qualitative et quantitative, et s'intéresse a la présence et la répartition des
multimeres présents dans I'échantillon. Une distribution normale doit retrouver toutes les
tailles de multiméres: bas poids moléculaire, poids moléculaire intermédiaire et haut poids

moléculaire.

Basée sur la réalisation d’une électrophorése en gel d’agarose-SDS, cette technique complexe

et manuelle est uniguement réalisée dans des laboratoires trés spécialisés.
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Principe du test:

- I’échantillon est dilué selon le taux de VWF
- migration électrophorétique en gel d’agarose (18 heures)
o de faible résolution (0,7 a 1%): formes ULMW
o de résolution moyenne (1,4 a 2%)
o de forte résolution (2,3 a 3%): étude de structure de triplet de l'unité
multimérique
- révélation immunoenzymatique (18 heures) par anticorps anti-VWF marqué a la
phosphatase alcaline
- coloration (6 heures) par substrat NBT/BCIT
- evaluation quantitative par densitométrie des formes de
o LMW (<5 mers)
o IMW (6 & 10 mers)
o HMW (> 10 mers)
o ULMW (> 15 mers)

multimeres de haut
poids moléculaire

multimeres de bas
poids moléculaire

AN w | ,‘“‘l ) A
AMTEEY ¥yl VY B ) I\ \ /]
‘ ’:”Il : l ! ' \ ('I |‘ , .‘ ';1 ,’ ';( k :' |“ ; !
/ { } | | \ . fsd
EH l ‘ ! ' |\ N l } \ u‘, |
| | } | f 1 A ‘/\V/ \lf | ‘ ' !
1181 1A A e I v 8 5 £ (6 s R
15 10 5 mers 10 5 mers
Patient normal VWD Type 2A

Figure 9. Expression des résultats d’une électrophorese de multimeres de Willebrand
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La Figure 10 montre différents profils obtenus selon le type de maladie de Willebrand. Les
types 2A et 2B montrent une perte des multiméres de haut poids moléculaire, par rapport au

patient normal, qui n’est pas retrouvée dans le type 2M.

—
15 mers

—
10 mers

5 mers

Bandes de
protéolyse

6 5 4 3 2 1
VWD 2A 2A 2A 2B 2Mmn PN

Figure 10. Exemple de profils multimériques. PN = patient normal

D. Collagen-binding

La mesure de la liaison du facteur Willebrand au collagéne (VWF:CB) est un test qualitatif
indépendant de la liaison du facteur Willebrand a la Gp1b, mais dépendant du degré de
multimérisation. En effet, en évaluant la capacité du facteur Willebrand a adhérer au collagéne,
il identifie les anomalies qualitatives de l'interaction VWF-plaquettes en rapport avec la perte

des multiméres de haut poids moléculaire du Willebrand.

Il existe plusieurs tests ELISA commercialisés dont les performances dans la différenciation

des sous-types de Willebrand varient beaucoup selon la source de collagene.
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E- Lecture a 490 nm

’ D- Substrat TMB/H202
développement de coloration en 10 mn

C- Anti VWF-HRP polyclonal (Dako)
incubation 2 heures 6 ambiante

dilué en PBS/Tween/SAB pH 7,4
incubé 2 heures a 6 ambiante

|;&®Q| A- Collagéne HORM a 50 pg/ml en

sol.glucose pH 2,8
immobilisé pendant 72h a 6 ambiante
sur support plastique amorphe

Figure 11. Principe du test Collagen-binding

Intéréts et limites du test:

- seuil de quantification = 1 Ul/dL

- bonne discrimination entre type 1 (quantitative) et type 2 (qualitatif) dans 90% des cas

- distingue mieux que le RCo les sous-types de Willebrand déficients en multiméres de
haut poids moléculaire (2A et 2B) des types 1

- mais le plus souvent normal dans les types 2M

- ne peut remplacer le VWF:RCo
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4. Objectif du travail

Le but de cette étude est de comparer les performances de deux dosages, I'HemosiL
WVF:RCo Werfen® sur ACL 500 avec le VWF:RCo mesuré par agrégométrie, chez des
patients atteints de thrombocytose (plaquettes > 450 G/L) dans le contexte de syndrome

myéloprolifératif et chez les patients atteints de thrombocytose secondaire.
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1. Introduction

Von Willebrand factor (VWF) is a multimeric plasma glycoprotein synthesized by endothelial
cells and megakaryocytes. VWF promotes platelet adhesion and aggregation via binding to
platelet glycoprotein (Gp)lba and Gplib-llla receptors under high shear conditions at the site
of vascular injury. The high-molecular-weight multimers (HMWM) carry the most important

hemostatic effect.

Accurate diagnosis of Von Willebrand disease (VWD) requires correlation of patient’s bleeding
history, various laboratory tests and family studies. The initial panel of laboratory tests usually
consists of factor VIII coagulant activity level (FVIII:C), VWF antigen (VWF:Ag) and VWF
adhesive activity such as ristocetin cofactor activity (VWF:RCo). Once the diagnosis of VWD
is established, more specialized tests including FVIII binding assay, ristocetin-induced platelet
agglutination (RIPA), multimer analysis or collagen binding assay (VWF:CB) may be carried

out for subtyping.

Acquired von Willebrand syndrome (AVWS) is a rare bleeding disorder, similar to inherited von
Willebrand disease in terms of laboratory findings and clinical severity. It is characterized by
variably low levels of VWF activity and factor VIII. The syndrome usually occurs in individuals

with no personal or family history of bleeding [25].

Myeloproliferative neoplasms (MPNSs) are acquired clonal hematopoietic stem cell disorders,
characterized by an increase in one or more myeloid lineages. The Philadelphia chromosome-
negative (Ph-) MPNs include polycythemia vera (PV) with an excess of red blood cells,
essential thrombocythemia (ET) with an increase of platelets and primary myelofibrosis (PMF).
Arterial and venous thromboses are the main causes of morbidity in Ph-negative MPNs but
bleeding complications are also reported in 6.2% patients [26]. It is well admitted that
thrombocytosis increases bleeding risk, especially when platelet count exceeds 1500 G/L. In
a longitudinal cohort study of 5776 ET patients, a platelet count above normal range conferred
an increased risk of bleeding during the follow up (HR, 3.7; 95% ClI, 1.7-8) [27].

Bleeding risk is particularly present when Acquired von Willebrand syndrome develops. AVWS
is said to result from in vivo absorption of HMWM on malignant platelets, leading to reduced
von Willebrand factor activity [28]. MPN associated AVWS is frequent when platelets exceed

1500 G/L but may occur with lower platelet count [1]. Some authors have therefore suggested
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to look for an AVWS for all MPN patients with MPN with a platelet number greater than 450
G/L [29].

For functional assessment of VWF, aggregometry (RCo(Agg)) is considered to be the gold
standard [30]. This assay uses the antibiotic ristocetin that induces a conformational change
in VWF allowing it to bind to platelets via the platelet GP1b-receptor resulting in platelet
agglutination. The main limitations of this assay are labour intensiveness, requirement of
technical expertise, poor sensitivity at low levels of VWF and high intra- and inter- assay
variabilities. Because of these limitations, greater availability of automation and need for
greater efficiency, various assays for determination of VWF adhesive function using different
methodologies have been developed in recent years. One example is the HemosIL VWF:RCo
kit, a latex particle enhanced immunoturbidimetric assay which has been successfully

automated for use on modern instruments.

The aim of this study was to evaluate the performance of HemosIL VWF:RCo, Werfen® versus
aggregometry in patients with thrombocytosis (platelets > 450G/L) in the context of MPN (T-
MPN) and in patients with secondary thrombocytosis (ST).

2. Patients and methods

Study population

From 2014 to 2017, 33 patients MPN with increased platelet count (= 450 G/L) were enrolled
at the University Hospital of Bordeaux, France, after giving informed consent. MPN diagnoses
were made according to WHO 2008 criteria. These patients were included in the group of
Thrombocytosis with MPN (T-MPN).

At the same time, patients with thrombocytosis (platelets = 450 G/L) in the context of iron
deficiency or inflammation were included in the group of Secondary thrombocytosis (ST). Iron
deficiency was diagnosed when ferritin was < 4 pyg/L and inflammatory thrombocytosis when
CRP was = 12,6 mg/L.

All investigations were approved by the local ethics committee (Comité de Protection des
Personnes Sud Ouest et Outre Mer Il DC 2015/94). The procedures are in accordance with
the Declaration of Helsinki of 1975, revised in 2000.

37



Blood collection and plasma preparation
Blood was collected into sterile EDTA, then assayed on DXH Beckman Coulter analyzer.
Platelet-poor plasma was isolated from citrated blood by double centrifugation at 2400g for 15

minutes at room temperature, aliquoted, and stored at -80°C prior to testing.

VWF:RCo Aggregometry

VWF:RCo(Aggregometry) was assayed by evaluating the rate of agglutination of lyophilised
platelets-HELENA® (kept at +4°C, reconstituted with 5 mL of Tris-Buffered-Saline (TBS)) and
using ristocetin-HELENA® (reconstituted with 1.5 mL of distilled H20O, concentration
10mg/mL), in a APACT 4004 aggregometer. The calibration used a control plasma
(reconstituted with 1 mL of distilled H20) with a known level of VWF. The calibration curve and
each patient used 200 pL of lyophilized platelets and 25 pL of ristocetin. Patients platelet-poor
plasma were thawed 3 min at 37°C just before analysis. The samples were analyzed with half

and quarter dilutions.

VWF:RCo HemoslIL werfen® and other automatized assays

The HemosIL VWF:RCo and other automatized complementary tests were run on an ACL
TOP®550 or 750 Family Systems analyser. The HemosIL VWF:RCo assay was performed
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, this technique is a latex particle enhanced
immunoturbidimetric assay to quantify VWF:RCo activity in citrated plasma. A recombinant
fragment of glycoprotein platelet receptor of VWF (rGP1ba) is coated to the latex particles and
in the presence of ristocetin, VWF interacts with the GP1ba, leading to latex particles
agglutination. VWF antigen level was measured with the VWF Antigen Werfen® assay, a
method based on latex immunoassay. Coagulant factor VIII level was determined using the
HemoslIL FVIII Werfen® reagent, a chromogenic technique. The VWF:RCo/VWF:Ag ratio was
calculated for each patient, the cutoff used for the diagnosis of Von Willebrand disease in the
two techniques was VWF:RCo/VWF:Ag < 0.6.

Multimeric distribution of VWF and VWF Collagen Binding Assay

For patients with VWF:RCo/VWF:Ag < 0.6 with either technique, the distribution of VWF
multimers was studied using gel electrophoresis as well as the binding capacity of VWF to
collagen (VWF:CB) using an ELISA method. Multimeric analysis of VWF was carried out by

electrophoresis of plasma samples using a gel with 1.5% of agarose in SDS. The multimers
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where then visualised using an antihuman VWF labelled antibody. For CBA assay, we used

microtiter plates coated with purified type Ill human collagen (SouthernBiotech®).

Statistical analysis

Continuous variables were expressed as mean with standard deviation value, and categorical
variables were expressed as counts and percentages. Comparison between techniques
(Aggregometry vs HemoslL) was made by using paired t tests. Comparison between groups
(T-MPN patients vs ST patients) was made by using unpaired t tests. The correlation between
the VWF:RCo(HemosIL)/VWF:Ag ratio and the platelet count was evaluated by Pearson
correlation test, as well as the correlation between the VWF:RCo(HemosIL)/VWF:Ag ratio and

collagen-binding activity.

All analyses were performed with the statistical software GraphPad Prism. P < 0.05 was the

threshold for statistical significance.

3. Resulis

Patient characteristics

33 patients with MPN and 18 with ST were analysed, with a mean platelet number of 775 +
291 and 914 = 274 G/L (p = 0.1005) respectively. The characteristics of these samples are
summarized in Table 1. There was no significant difference in mean age or platelet count.
Among 33 MPN patients, 28 (85%) had essential thrombocythemia with either JAK2 mutation
(19 patients), CALR mutation (3 patients), MPL mutation (2 patients), or triple-negative (4
patients). 2 patients (6%) had polycythemia vera with JAK2 mutation and 3 patients (9%) had
primitive myelofibrisos (2 CALR and 1 JAK2). Mutation status was diagnosed by molecular
biology at the University Hospital of Bordeaux. 4 (12%) MPN patients had no JAK2, MPL or
CALR mutation. In patients with reactive thrombocytosis, 2 (11%) had iron deficiency and 16

(89%) an inflammatory syndrom (burned, surgery, trauma).

Comparison of VWF:RCo(aggregometry) with VWF:RCo(HemosIL) in T-MPN patients

Given that acquired Von Willebrand syndrom can be observed in MPN patients with high
platelet counts, we decided to compare VWF:RCo in these patients using the reference

technique of aggregometry and an automatized immunoturbidimetry technique called HemosIL
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VWF:RCo Werfen®. Mean VWF:RCo was 92% + 39% with the reference technique and 48%
+ 30% with HemoslIL assay (Fig. 1A). Mean VWF:RCo/VWF:Ag ratio was 0.82 + 0.21 with the
reference technique and 0.44 + 0.24 with HemsolL assay (Fig. 1B). Mean Willebrand antigen
level was 115% + 41% and FVIII level was normal (114% + 45%) for all patients (not shown).
There was a significant difference between the two techniques for VWF:RCo and for
VWF:RCo/VWF:Ag ratio (p < 0.0001 and p < 0.0001 respectively). A majority of T-MPN
patients 23/33 (70%), had VWF:RCo/Ag ratio < 0.6 with the RCo Werfen assay but not with

the aggregometry assay.

Comparison of VWF:RCo(aggregometry) with VWF:RCo(HemosIL) in ST patients

We then wondered whether the significant difference we observed in VWF:RCo between both
techniques was related to the context of MPN. We thus aimed to measure VWF:RCo in control
patients with secondary thrombocytosis. As with MPN patients, we observed a significant
difference between aggregometry and HemoslL. VWF:RCo was 164% =+ 68% with the
reference technique and 124% =+ 56% with HemoslL assay (Fig. 2A) and mean
VWF:RCo/VWF:Ag ratio was 0.92 + 0.23 with the reference technique and 0.69 + 0.16 with
HemoslIL assay (Fig. 2B). Contrary to MPN patients, the majority of patients (12 i.e. 66%) with
secondary thrombocytosis had VWF:RCo/Ag ratio > 0.6 with both techniques.

Measurement of VWF:RCo with HemoslIL only identifys a biological AVWS in T-MPN patients.

Comparison of the ratio VWF:RCo(aggregometry)/VWF:Ag between both groups of patients
with thrombocytosis did not show any significant difference (Fig. 3A), suggesting that acquired
Von Willebrand Syndrom was not frequent in these patients. On the contrary, in the same
patients, the difference of ratio VWF:RCo(HemosIL)/VWF:Ag was highly significant between
T-MPN and ST patients (Fig. 3B). Fig 3C shows a graphical representation of all subjects with
thrombocytosis and the VWF:RCo/VWF:Ag ratio with both RCo quantification techniques.
30/51 (59%) subjects had discordant results between the two techniques. 24 were from
samples of T-MPN patients (73% (24/33) of T-MPN patients) but only 6 were from ST patients
(6/18 ie 33% of ST patients). All but one discordand results were a ratio VWF:RCo/VWF:Ag <
0.6 with HemoslL but > 0.6 with aggregometry. We thus hypothezised that
VWF:RCo(HemoslIL) was more sensitive than aggregometry to detect AVWS.
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Analysis of VWF multimers electrophoresis and collagen-binding assay in concordant patients

To find out whether thrombocytic patients with low VWF:RCo/VWF:Ag ratio with HemoslIL but
normal with aggregometry had AVWS that was only detected with the HemosIL assay, we
aimed to perform VWF multimers electrophoresis and collagen-binding (CB) assays. We first
analysed patients with concordant results. We observed that all patients who had a
VWF:RCo/VWF:Ag ratio > 0.6 with HemosIlL and aggregometry had normal HMWM
distribution (Fig. 4A) and normal CB assay (Table 2), and that one patient with a
VWF:RCo/VWF:Ag ratio < 0.6 with HemosIL and aggregometry had a slight decrease in
HMWM distribution (Fig. 4A) and a CB assay just at the threshold of normality (Table 2). One
patient with a VWF:RCo/VWF:Ag ratio < 0.6 with HemosIL and aggregometry had a normal
HMWM distribution (Fig. 4) and a normal CB assay (Table 2). Altogether, among 14 patients
with concordant VWF:RCo/VWF:Ag ratio with HemosIL and aggregometry, only one had a
discordant HMWM distribution or CB assay. This suggests that HMWM distribution and CB

assay are appropriate tests to assess the presence or absence of high molecular weight VWF.

Analysis of VWF multimers electrophoresis and collagen-binding assay in discordant patients

VWF multimers electrophoresis and collagen-binding (CB) assays were then carried out on 29
patients (23 T-MPN and 6 ST patients) with low VWF:RCo/VWF:Ag ratio with HemosIL but
normal with aggregometry (discordant patients). Among 23 T-MPN patients with discordant
results, 4 (17%) actually had a decrease in HMWM with CB < 0.6, 2 (8%) only had a decrease
in HMWM and 1 only had CB < 0.6 (Table 3). Among 6 ST patients with discordant results, no
decrease in HMWM or CB reduction was found (Table 3). These results show that HemoslIL
VWF:RCo assay allowed to diagnose 7 patients with acquired Von Willebrand disease that

were not detected with the gold standard technique.

Correlation between VWF:RCo(HemosIL)/VWF:Ag ratio and platelet count

It is well described that MPN-associated acquired Von Willebrand syndromes are observed in
patients with high platelet count (> 1000 G/L) and even more when platelets are > 1500 G/L
[4]. We thus wondered whether the biological AVWS we identified in T-MPN patients with the
HemoslIL assay correlated with high platelet count. We found a slight correlation between
VWF:RCo(IL)/VWF:Ag ratio and platelet count in T-MPN patients (rs = 0.27, p = 0.0013) but
not in ST patients (rs = 0.06, p > 0.33) (Fig. 5).
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Among MPN patients, we studied 3 patients before and after cytoreductive treatment (Fig. 6).
2/3 patients normalized their platelet count and VWF:RCo(IL)/Ag ratio after treatment,
suggesting that the detected anomaly was related to the platelets count, as conventionally
described in AVWS associated with MPN.

4. Discussion

Bleeding is an important cause of morbidity and mortality in patients with MPN and the
association between high platelet count and increased risk of bleeding due to AVWS among
ET and PV patients is well known [31], [32]. Rottenstreich et al [29] studied the factors related
to the development of AVWS in ET and PV patients. This study found high prevalences of
AVWS among both ET and PV patients and significantly higher platelet counts were found
among patients with AVWS. Nevertheless, most patients with AVWS, 67% and 75% of ET and
PV patients respectively, had platelet counts below 1000 G/L. Moreover, the rate of AVWS
was not different between patients with platelet counts of 500 - 1000 G/L and those with platelet
counts above 1000 G/L. Most patients who experienced major bleeding had platelet counts
lower than 1000 G/L. In the aforementioned study, VWF activity was assayed with the
HemoslL®VWF:RCo, not with the aggregometry method. The aim of our study was to compare
these two techniques to evaluate which one is the most accurate. We found discordant results
in MPN patients between the two techniques. In our study, using VWF multimer analysis and
VWF collagen binding assay, which are more sensitive in the diagnosis of AVWS,
HemoslL®OVWF:RCo assay allowed us to diagnose 7 patients with AVWS that were not
detected with the aggregometry method.

Until a few years ago, the ristocetin cofactor assay, by aggregometry or manual techniques
[33], was the only available method to determine VWF adhesive function. With the requirement
for greater efficiency and improved reproducibility, automated assays for determination of VWF
adhesive capacity have been developed over the years, with different methodologies including
automated VWF:RCo using platelets or latex particles, latex immunoassay (LIA), enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA), chemiluminescence and flow cytometry. Several studies
[32],[33],[34] have evaluated the performance of these assays versus the reference method.
Sagheer et al evaluated the HemosIL® AcuStar chemiluminescence assay (Acu) and the
HemoslL® latex immunoassay (Act) as diagnostic tests for VWD and identification of type 2

VWD in comparison with the ristocetin cofactor assay performed by aggregometry (Agg).
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Sensitivity for detection of type 2 VWD was found to be higher with VWF:RCo(Acu) than with
(VWF:RCo(Agg) or VWF:RCo(Act) (100% vs 94% and 82% respectively) and specificity was
determined 100% with VWF:RCo(Act), 88% with VWF:RCo(Agg) and 82% with
VWF:RCo(Acu). Similar to us, a discordance was observed between the different techniques
in a number of patients with type 2 VWD, with the VWF:RCo(Acu) ginving lower activity results
than the VWF:RCo(Agg) and thus allowing improved differentiation of type 2 VWD. In addition,
the VWF: RCo(Acu) method has the ability to report a lower measured result than the
VWF:RCo(Agg) in samples with <10 IU /dL, giving the potential of greater accuracy in testing
type 3 and severe type 1 VWD.

The HemosIL VWF:RCo kit is a latex particle enhanced immunoturbidimetric assay that was
developed to quantify VWF:RCo activity in citrated plasma. VWF activity is determined by
measuring the increase in turbidity produced by the agglutination of latex particles. A
recombinant fragment of glycoprotein platelet receptor of VWF (rGP1ba) is coated to the latex
particles by means of a specific monoclonal antibody. In the presence of ristocetin, VWF of
patient sample interacts with the GP1ba. The degree of agglutination is directly proportional to
the activity of VWF in the sample and is determined by measuring the decrease of transmitted
light caused by the aggregates. The main difference between the two techniques we studied
is the use of lyophilised platelets with the aggregometry method. This could be an explanation
for the discordant results we observed, although platelet aggregometry method is notoriously
subject to high inter and intra-laboratory variation, offering poor sensitivity to low levels of VWF

activity [32]. The mechanisms involved in this finding remain to be elucidated.

Among MPN patients, we studied 3 patients with ET before and after cytoreductive treatment
(Fig. 6). 2/3 patients normalized their platelet count and VWF:RCo(IL)/Ag ratio after treatment,
suggesting that the detected anomaly was related to the platelets count, as conventionally
described in AVWS associated with MPN. This observation is in accordance with Rottenstreich
et al who showed that the administration of cytoreductive treatment was associated with lower
rates of AVWS among ET patients. The lower platelet count (which is a significant predictor

for AVWS) associated with cytoreductive treatment seems to account for this finding.

In this study, we found that HemosIL RCo reagent seems to be more sensitive than the gold

standard technique of aggregometry to detect a change in the profile of HMWM in thrombocytic
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MPN patients. This study raises two questions. First, when VWF:RCo(IL)/VWF:Ag is inferior
to 0,6 but HMWM are normal on electrophoresis and VWF:CB is normal, should these patients
be considered as “pre-acquired Von Willebrand disease”? Second, what is the clinical
relevance of these biological findings ? Is a VWF:RCo(IL)/VWF:Ag ratio inferior to 0,6
associated with increased bleeding risk or a contraindication to bone marrow biopsy ?
Prospective studies are needed to assess the ability of this technique compared to

aggregometry to predict the occurrence of bleeding.
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5. Tables and figures

Table 1

Patients
T-MPN (n = 33) ST (n=18) p value
Age, years 59 +19 (17 - 88) 55 +17 (23 - 83) 0,3574
Gender M/F 16/17 10/8
Platelet count (G/L) 775 +291 (450 — 1437) | 914 + 274 (515 — 1354) 0,1005
Essential thrombocythemia 28 NA
Polycythemia vera 2 NA
Primitive myelofibrosis 3 NA
JAK2 V617F positivity 22/33 NA
CALR positivity 5 NA
MPL positivity 2 NA
JAK2, CALR, MPL negativity 4 NA
CRP (mg/L) NA 95 (12,6 - 309)
Ferritin (ug/L) NA 4
Sepsis NA 2
Inflammatory sd NA 2
Iron deficiency NA 2
Post-operative NA 4
Burned NA 4
Post-traumatic NA 4
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Table 2

47

Patients Pit RCo(IL) | RCo(Agg) | VWF:Ag | RCo(IL)YAg| RCo(agg)/Ag | Multimers CBA
705 22 35 64 0,34 0,55 Normal 0,81
711 86 115 110 0,78 1,05 Normal 0,91

e 652 15 60 102 0,15 0,59 S'i?:tHdl\‘;s\r,‘:j‘se 06
622 52 75 77 0,68 0,97 Normal 0,99
534 76 125 93 0,82 1,34 X X
518 78 147 99 0,79 1,48 X X
948 63 74 103 0,61 0,72 Normal 0,89
662 84 98 121 0,69 0,81 Normal 0,87
548 261 275 374 0,70 0,74 X
1011 98 94 123 0,80 0,76 Normal
1354 183 192 221 0,83 0,87 Normal
1174 149 217 214 0,70 1,01 Normal
922 116 136 175 0,66 0,78 Normal
784 80 107 115 0,70 0,93 X
567 34 51 46 0,74 1,11 Normal
1190 178 210 204 0,87 1,03 X
515 51 60 52 0,98 1,15 X
650 108 147 171 0,63 0,86 Normal
761 111 188 111 1,00 1,69 Normal
637 169 193 225 0,75 0,86 Normal




Table 3

Patients PIt RCo(IL) | RCo(Agg) | VWF:Ag | RCo(IL)/Ag | RCo(agg)/Ag Multimers CBA
1350 13 43 64 0,20 0,67 Decrease in HWMW 0,56
496 40 102 114 0,35 0,89 Normal 0,89
796 65 177 180 0,36 0,98 Normal 0,84
450 101 192 170 0,59 1,13 Normal 0,98
820 46 95 145 0,32 0,66 Normal 0,57
667 40 52 67 0,59 0,78 Decrease in HWMW 0,52
640 11 60 91 0,12 0,66 Decrease in HWMW 0,33

MPN 1376 34 110 166 0,20 0,66 Normal 0,89
1386 9 47 75 0,12 0,63 Decrease in HWMW 0,59
649 94 123 164 0,57 0,75 Normal 0,8
498 28 104 141 0,20 0,74 Normal 0,62
1200 32 100 104 0,31 0,96 Normal 0,65
452 43 149 150 0,29 0,99 Normal 0,79
486 42 62 84 0,50 0,74 Normal 0,93
916 71 142 193 0,37 0,74 Normal 0,97
863 67 83 111 0,58 0,75 Normal 0,89
861 18 48 51 0,35 0,94 Normal 1,2
596 117 95 174 0,67 0,55 Normal 0,83
543 25 82 86 0,29 0,95 Slight decrease in HWMW 0,79
660 52 106 150 0,35 0,71 Normal 0,78
814 44 81 103 0,43 0,79 Normal 0,8
786 69 100 158 0,44 0,63 Slight decrease in HWMW 0,67
1025 26 57 73 0,36 0,78 Normal 0,4
1428 106 152 184 0,58 0,83 Normal 1,12
867 201 320 379 0,53 0,84 Normal 0,85
1134 108 161 217 0,50 0,74 Normal 1,05
1016 89 121 165 0,54 0,73 Normal 0,65
900 91 146 195 0,47 0,75 Normal 0,65
1002 92 183 200 0,46 0,92 Normal 0,72
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 6
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6. Legends

Table 1. Clinical data of patients with thrombocytosis associated with myeloproliferative
neoplasm patients (T-MPN) and secondary thrombocytosis (ST). Age and platelet values are
reported as mean, SD and range. Unpaired t test was used to compare means of age and

platelet count.

Table 2. Patients with concordant VWF:RCo/VWF:Ag results with the two techniques.

VWF:RCo (IL), VWEF ristocetin cofactor activity by HemosIL ; VWF:Ag, VWF antigen ; HMWM,

high molecular weight multimers ; X, could not be evaluated

Table 3. Patients with disconcordant VWF:RCo/VWF:Ag results with the two techniques.

VWF:RCo (IL), VWEF ristocetin cofactor activity by HemosIL ; VWF:Ag, VWF antigen ; HMWM,

high molecular weight multimers ; X, could not be evaluated

Figure 1. Analysis of VWF adhesive function shows different results when using
aggregometry and VWF:RCo Werfen in T-MPN patients. (A) VWF:RCo assessment and
(B) VWF:RCo/VWF:Ag ratio.

Figure 2. Analysis of VWF adhesive function shows different results when using
aggregometry and VWF:RCo Werfen ST patients. (A) VWF:RCo assessment and (B)
VWF:RCo/VWF:Ag ratio

Figure 3. Comparison of aggregometry VWF:RCo/VWF:Ag ratio vs HemosiIL ratio in the
2 groups.

(A) Aggregometry ratio did not show any significant difference between the 2 groups. (B)
HemoslL ratio showed a highly significant difference with lower ratio values in MPN patients
than in ST patients. (C) 30/51 (59%) subjects had discordant results between the two

techniques.
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Figure 4. Comparison of VWF:RCo/VWF:Ag ratio with HemoslL RCo assay with the

distribution of multimers in T-MPN patients.

Subjects with concordant VWF:RCo/VWF:Ag ratio with HemosIL and aggregometry have
concordant HMWM distribution.

Figure 5. Correlation between platelet count and VWF:RCo(IL)/VWF:Ag ratio in T-MPN
and ST patients.

A slight correlation between VWF:RCo(IL)/VWF:Ag ratio and platelet count (G/L) in T-MPN
patients (black line) was observed, rs =0.2670 (p = 0.0013) but not in ST patients, rs = 0.0592
(p>0.33).

Figure 6. Consequence of cytoreduction.

After cytoreductive treatment, 2/3 patients normalized their platelet count and VWF:RCo(IL)/Ag

ratio.
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