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INTRODUCTION GENERALE



. Facteur von Willebrand et ADAMTS13
1. Le facteur Willebrand (VWF)

a. Biosynthése et structure primaire

Le facteur Willebrand (von Willebrand factor, abéég/WF dans la nomenclature
internationale) est une glycoprotéine multimérigyethétisée par les cellules endothéliflfes
et les mégacaryocytéd, précurseurs des plaquettes. La protéine a dgeism 1973 puis

le géneVWF a été cloné et séquencé par 4 équipes indéperdemte988” 1 €117 ce gene
tres polymorphe de 178 kilobases (kb), situé suordées court du chromosome 12 (12p13.3,)
est constitué de 52 exons. Il code pour un ARN ages(ARNmM) de 9 kb, qui est traduit en
un précurseur polypeptidiqgue monomeérique de 2 &l@a aminés (aa) : le pré-pro-VWF.
On individualise sur ce précurseur le peptide dige22 aa (exons 2-3), le propeptide de 741
aa (exons 3-18) et la sous-unité mature de 205@xams 19-52)Kigure 1). On distingue
également sur le bras long du chromosome 22 urdpsgeéne non fonctionneVWWFP), qui
correpond aux exons 23 a 34 du g&N\&F, avec lequell existe une forte homologie de

séquence aux alentours de 9%

Structure primaire

La structure primaire du VWF se caractérise par arganisation multi-domaines, avec a
partir de I'extrémité N-terminale, la successionrsdgpes de domaines homologues (A, B, C,
D et CK) . La structure primaire du pré-pro-VWF était aicfassiquement représentée
selon la séquence D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C2-CK Figure 1A). Cette
séquence a été récemment révisée apres une étud@/Eypar microscopie électronique :
D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK Hgure 1B). Cette technique a

permis une étude plus approfondie de I'organisatioifti-domaines du VWF. Elle a ainsi mis
10



en évidence : 1) la présence de 6 domaines C aatifséau lieu des 2 précédemment décrits,
dans la région distale du VWF entre le domaine D4'extrémité C-terminale (le site
d’interaction avec l'intégrine2p3 étant désormais localisé dans le domaine Eiglu(e 1B)

2) un deuxieme niveau d’organisation structuraleceonant les domaines D qui s’averent

constitué d’une succession de domaines indépen(fgtse 1C) .

s |sp|lor o2 o) o3 A Az a3 os || 813 || c1 c2 [ick

g, |SP/ D1 02| 0D 03 AL A3 | D4 C1)C2C3 €4 €5 C6|CK

=
%]

D’ D3 | | D4

i | v vwbD3 | CB3 | TiL-3 | E3 D4AN | VWD4 | CB-4 = TIL-4

Figure 1: Structure primaire multi-domaines du pré-pro-VWF (d’apres Zhou et al)

Le VWF est constitué d’'une succession de domaiopwlogues. Cing domaines distincts (A, B, C, D
et CK) figuraient dans I'ancienne représentatidg @A). Cette derniere a été révisée récemment. Les
domaines B1-3, C1 et C2 sont désormais remplaceéssipadomaines C homologues (Fig 2B).
L'analyse en microscopie électronique des domaiBesa permis d'identifier un 2 niveau
d’organisation structurale. Les domaines D1, DR &tsont constitués de 4 structures indépendantes :
un domaine von-Willebrand (VW), une structure cysté8 (C8), une structure trypsin-inhibitor-like
(TIL) et un module E. Il n'existe pas de domaine WD de structure TIL sur le domaine D’. Le
domaine D4 n'a pas de module E mais comprend umeesée spécifigue D4N (d’aprés Zhou et al,
Blood 2012).
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Dimérisation et multimérisation

Le pré-pro-VWF subit de nombreuses modificationstficaductionnellesHigure 2). Aprés
clivage du peptide signal (aa 1 & 22 de la parttershinale du VWF) par une furine lors de la
translocation du pré-pro-VWF dans le réticulum gridsmique (RE), les monomeéres de pro-
VWEF subissent une N-glycosylation et s’assemblentigeau du RE (pH~7.4) en dimeéres de
pro-VWF via la formation de ponts disulfures intdraines entre les extrémités C-terminales
(domaines CKYYl. Le processus de maturation se poursuit ensuite lteppareil de Golgi o
les diméres de pro-VWF sont le siege d'une O-glylad®n, d'une sulfatation et
s’assemblent en multiméres. Cette multimérisatepose sur la formation de ponts disulfures
entre les extrémités N-terminales (domaine D3)diegres de pro-VWE?Z. Le propeptide,

via son activité disulfide isomérase, est esseatisitte étape de multimérisatiof.

1 23 Ted 2813 )
PepovWE v ([ I
N N Reticulum
o endoplasmigue
Dimére de pro-\VVWWE
C C
Multimére de pro- )
VWF GD|QI
Multimére de VWF Corps
Weibel-Palade
(1 Peptide signal
[ Propeptide
B Monomére VIWF mature

Figure 2: Représentation schématique de la biosynéise du VWF dans la cellule
endothéliale
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Le changement des conditions de pH dans le Golgi-§2) a par ailleurs un retentissement
important sur la conformation des dimeres de proF/\@e pH acide favorise I'association
homolatérale des domaines D1D2 c6té N-terminaljest domaines A2, A3, D4 et des 6
domaines C situés entre les domaines D4 et CK Né&rminal. Les dimeres de pro-VWF
adoptent ainsi une conformation dite de « diméredauquet » qui favorise la compaction
hélicoidale des multiméres de VWF formés au nivéa@Golgi™¥ > 1% Ce changement de
conformation pH-dépendant des diméres de pro-VWimeel'’enroulement hélicoidal des
multiméres néformés au niveau du Golgi. Ceci em¢raine compaction du VWF, essentielle
a son stockage dans des organelles intra-cellslacerps de Weibel-Palade endothéliaux ou
granuleso plaquettaires. Le clivage du propeptide (aa 283 par une furine au niveau du
réseau trans-golgien marque la fin du processusalémérisation. Le VWF est alors soit
libéré directement dans le plasma et le sous-egtloth, soit stocké dans les corps de
Weibel-Palade endothéliaux ou les granulggaquettaires. Dans ces organelles, la sous-unité
mature du VWF et le propeptide sont liés de fagon-covalente, selon un rapport iso-

stochiométrique.
Ponts disulfures

Le VWF est une protéine riche en cystéines avetotal de 232 résidus sur les 2813 que
comporte la sous-unité matur€”. Leur distribution est hétérogéne car ils sont
majoritairement localisés aux extrémités N- et @atrales du VWF llIs tous impliqués dans
la formation de liaisons disulfures intra- et intdiaines. Ces résidus cystéines ont un réle
important dans la structure secondaire du VWF daices d’entre eux sont nécéssaires a la
dimérisation (domaine CK) et la multimérisation ritine D3) du VWE . A l'inverse, les
domaines Al, A2 et A3 ne comportent que deux résaystéines chacun. Ces résidus sont a

l'origine de la structure en boucle des domaines(édtre cystéines 1272 et 1458) et A3

13



(entre cystéines 1686 et 1872) alors que le domaiheou les cystéines sont en position
adjacente (1669-1670), en est dépourvu. Cettecptatité structurale du domaine A2 lui
confére une grande sensibilité a I'élongation efs@nce de forces de cisaillement élevées

(Figure 3).

Al A3

alpe
&
U

Contrainte mécanique

Al ADAMTS13 A3
m Tyreee-atece m
A2
P - EID ngatlo [| =-mrmrmememememe 3

Figure 3: Changement de conformation du domaine A2n présence de forces de
cisaillement élevées

Représentation schématique de I'élongation du doen®2 du VWFen présence de forces de
cisaillement élevées ou apres liaison du VWF &4&lBctine, au collagene ou a la Gpfilaquettaire.
Ce changement de conformation local favorise I'sigmn du site de protéolyse *¥>M*% 3
ADAMTS13.

Glycosylation

Le VWF est une protéine riche en oligosaccharidésreprésentent environ 20% du poids
total de la molécule. Au niveau de chaque sougumiature, il existe 12 sites de N-

glycosylations (sur des résidus asparagine) etité® de O-glycosylations (sur des résidus
14



sérine ou thréonine). La composition oligosacchauiel du VWF differe selon que le VWF
soit d’origine endothéliale ou plaquettaire. Le V\gRquettaire est ainsi moins sialylé et

n’exprime pas les déterminants antigéniques depgrsanguin A et 8.

On distingue au niveau de la structure primaireVMF les principaux sites d’interaction
pour les ligands du VWF : le facteur VIII (domairi@set D3), la glycoprotéine plaquettaire
Gplbo. (domaine Al), le collagéne sous-endothélial (doesiAl et A3) et l'intégrine
plaguettairen2bB3 (domaine C4)Kigure 4). Ces sites sont directement accessibles a leurs
ligands, a I'exception de celui impliqué dans &don a la Gplé (domaine Al) et du site de
protéolyse de I'ADAMTS13 Y%M'®® (domaine A2), qui nécessitent au prélable
'élongation du VWF. Ceci prévient respectivemeat llaison spontanée du VWF aux

plaquettes circulantes et la dégradation spontduddNF par TADAMTS13 dans le plasma.

FvII ADAMTS13 ADAMTS13 Intégrine a2p3

b |
.

Gplbal Collagéne |
Collagéne VI Collagene Il

Figure 4: Localisation des sites d’interaction du WF avec ses principaux ligands
(impliqués dans I'adhésion plaquettaire, I'agrégaplaquettaire et le transport du FVIII).
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b. Sécrétion et clairance plasmatique

Sécrétion

Les cellules endothéliales constituent la prin@psburce de VWF plasmatique. Le VWF
endothélial, stocké dans les corps de Weibel-Pakxldibéré du coté apical de la cellule dans
le plasma et du coté basal dans le sous-endothéfastulaire selon 2 voies distinctes. La
voie constitutive permet une libération continue &/F vers le plasma et le sous-
endothélium. La voie régulée permet la sécrétionViliF a partir des corps de Weibel-
Palade, sous l'influence de stimuli variés et nagukr: thrombine, adrénaline, vasopressine,
hypoxie ou forces de cisaillemelit!. L'effet agoniste de la vasopressine sur la sirrét
endothéliale du VWF est exploité cliniquement pdertraitement de certaines formes
modérées de maladie de Willebrand (VWD) via I'stilion d’'un analogue synthétique de la
vasopressine : la desmopressine (1-deamino-8-Diaegivasopressine : DDAVPY. Les
plaguettes constituent la deuxieme source de VWasnphtique mais celle-ci est
guantitativement accessoire. La sécrétion plagoette VWF se fait a partir des granutes
aprés activation plaquettaire par des agonistesmmnia thrombine ou l'adénosine

diphosphate (ADP).

Clairance du VWF

La clairance du VWF plasmatique s'effectue au nivea foie et de la raté? selon une
cinétique indépendante de la taille des multim&res

Les macrophages, les cellules endothéliales ethégmtocytes semblent contribuer a la
clairance du VWF via I'expression de récepteurs bmamaires dont la capacité a fixer le
VWEF varie selon le profil de glycosylation de cerrder. Le récepteur ASPGR

(Asialoglycoprotein receptor) exprimé a la surfates macrophages et des hépatocytes,

16



interviendrait ainsi essentiellement dans la clteieadu VWF lorsque ce dernier est sous une
forme hyposialylée, par exemple secondairemenadidin de sialidases bactérientfés A
'exception du sepsis, cette voie de clairance jpugbablement un rdle accessoire dans la
clairance du VWF circulant, dont les structurescghiques sont caractérisées par un degré
important de sialylation terminale. D’autres réegps semblent en effet impliqués dans la
clairance du VWF sialylé?: le récepteur macrophagique Siglec-5 (Sialic &dndtting Ig-

like lectin 5) 23 1 récepteur endothélial CLEC4M (C-type lectimmin family 4 member
M) 28] gt e récepteur LRP-1 (Low density lipoproteineggior-related protein 1) d’expression
plus ubiquitaire. De fagon notable, I'interactiontre VWF et LRP-1 n’intervient pas en
conditions statiques et nécessite la présence dintensité minimale de forces de
cisaillement*”..

Le profil de glycosylation du VWF module égalemémitensité du processus de clairance.
On observe en effet des taux de VWF plasmatiquafgigtivement plus bas chez les sujets
de groupe O versus non O en lien avec une clairpluserapide du VWF. Les mécanismes

sous-jacents a ce différentiel de clairance restetiterminer.

A I'équilibre, la concentration plasmatique du VVeBt de I'ordre de 10 pg.riflavec une
demi-vie d’environ 12 heures. Les multiméres présatans le plasma peuvent contenir
jusqu’a 30 sous-unités dimériquéd. Le VWF constitue ainsi chez 'nhnomme la plus gmand
protéine en circulation dans le plasfi& avec une taille pouvant atteindre jusqu’a 15 um

sous sa conformation étendue en présence de feagisaillement élevéés..
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c. Fonctions du VWF

i.  ROle pro-hémostatique

Adhésion et agrégation plaguettaire

En cas de bréche vasculaire, le VWF joue un rélgeumalans le recrutement plaquettaire
nécessaire a la formation du thrombus. Il interviem effet dans I'adhésion plaquettaire au
sous-endothélium vasculaire puis l'agrégation pddigire, deux étapes essentielles a la
formation du thrombus plaquettaire. Son réle esttiqdierement important dans la
microcirculation, ou les interactions entre le agéne sous-endothélial et les récepteurs
plaguettaires GPVI ou2B1 ne résistent pas a la présence de forces dderisat élevées.
En présence de telles conditions rhéologiqueshé&ain et I'agrégation plaquettaire a la
paroi vasculaire lésée sont alors essentiellenterst ls dépendance du VW,

La séquence conduisant a la formation du thromiacpupttaire en cas de bréche vasculaire
est la suivante. Le VWF sous-endothélial et le VWasmatique liés au collagéne sous
endothélial subissent I'action de forces de cisaitnt élevées qui induisent un changement

de conformation (d’'une conformation globulaire & wonformation étendueigure 5).

Odyn/cm? 35dyn/cm?

Forces de
cisaillement

VWF VWF VWF
globulaire legérement conformation
étendu allongée

Figure 5: changement conformationnel du VWF en prénce de forces de cisaillement
d'intensité croissante(observation du VWF par microscopie a force atomidlaprés Siedlecki et
al, 1996).
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Ceci permet I'exposition sur les multiméres deessite liaison a la Gpdbplaguettaire au
niveau des domaines Al. Les multiméres de VWF daesit alors une surface adhésive pour
les plaquettes circulantes permettant leur rollmgs leur adhésion réversible au sous-
endothélium. Parallélement, 'engagement du récepBpllo induit une signalisation intra-
plaquettaire qui permet I'activation plaquettasgyfalisation « outside-in »). Cette activation
plaguettaire est nécessaire a I'expression memipeart®e lintégrine a2bB3 sous une
conformation active (signalisation « inside-out ignt la séquence RGD localisée dans les
domaines C4 des multiméres de VWEF. L'interaction Biitégrine a2bB3 permet ainsi
'adhésion irréversible des plaguettes au soustbdtiom puis leur agrégation, étapes
indispensables a la consolidation du thrombus @tige. La fonction pro-adhésive du VWF
est corrélée a sa taille. Les multiméres plasmesigle plus grande taille sont en effet les plus
susceptibles d’activer les plaquettes en raisoledleimportante avidité (nombre de sites de
liaison pour la Gplb) et affinité intrinseque (seuil d’élongation erépence de forces de

cisaillement inversement corrélé & la taille dedtiméres) pour les plaquett€d.

Transport et stabilisation du facteur anti-hémaghe A (facteur VIII)

Le VWF plasmatique joue un rdle de protéine chapegovis-a-vis de nombreuses protéines
Bl Cette fonction de «bus moléculaire » s’exercéamenent vis-a-vis du facteur VIII
(FVIIl). Le VWF joue ainsi un réle indirect dans ¢@agulation plasmatique en se liant au
FVIII. La liaison non-covalente du VWF au FVIII repe sur un site de liaison spécifique
localisé au niveau des domaines D'D3 (résidus T@B1>>% Le FVIII lié au VWF ne peut
interagir avec les constituants du complexe téiifmsmeur IX, facteur X et phospholipides
anioniqgues membranairesg qui prévient l'activation prématurée de la cdatipn. La

thrombine est en effet nécessaire au clivage dupkom FVII-VWF et a l'activation du

FVIIl en FVllla. Cette interaction VWF-FVIII proteégégalement le FVIII d’une dégradation
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enzymatique prématurée par la protéine C actifédn I'absence de formation du complexe
VWE-FVIII, la demi-vie plasmatique du FVIII est airréduite jusqu’a 1 a 2 heures au lieu de
12 heures en présence de VWF. Un déficit en F\litpdonc étre observé soit en cas de
déficit quantitatif en VWF, soit en présence d’'unatation au sein des domaines D’ et D3

affectant la capacité de liaison du VWF au FVllia{adie de Willebrand de type 2N).

ii.  Autres fonctions du VWF
Le VWF est impliqué dans de nombreux processusiplogiques autres que 'hémostade

Réle pro-inflammatoire du VWF

Le VWF joue un réle actif dans la réaction inflamiaige. Les complexes VWF-plaquettes,
formés a la surface de I'endothélium activé, pgotiat au recrutement des leucocytes
circulants au site de I'inflammation. Ces comple¥&8F-plaquettes favoriseraient les étapes
de rolling et d’adhésion leucocytaif®® ainsi que I'extravasation leucocytaif&'. Ces
observations concordent avec la capacité du VWFealier a différents récepteurs
membranaires leucocytaires (PSGLB2, intégrine et Siglec-5¥*, ainsi qu’aux « neutrophil
extracellular traps » (NETs). Cette liaison du V\&i&x NETs repose sur une interaction
électrostatique entre le domaine Al du VWF chargsitipement et '’ADN, constituant
principal des NETs chargé négativement, et néeetsiprésence de forces de cisaillement
37 Les NETSs, d'identification récente, sont desrfients d’ADN décondensés associés a des
protéines granulaires de type histones, qui sbatéis par les leucocytes activés a I'issu d’'un
programme de mort cellulaire spécifiqi®. Au-dela de leur role anti-microbien, les NETs

ont également des effets pro-thrombotiques et ayigtes.

Une étude récente suggére ainsi l'intérét d'undbitibn ciblée du VWF pour réduire
linflammation tissulairan-vivo. Dans un modele murin de vascularite leucocytaplespar
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dépbts de complexes immuns (modele d’Artus), Isdtion d’'un anticorps polyclonal anti-
VWEF induit une nette régression des lésions inflatwines cutanées via l'inhibition de
I'extravasation leucocytaire. De facon notable, efétt anti-inflammatoire ne s’accompagne
pas de manifestations hémorragiques puisque l@pscanti-VWF utilisé n’interfere pas

avec les fonctions pro-hémostatiques du K

D’autres études suggerent également l'intérét dmhcette fonction pro-inflammatoire du
VWF dans les pathologies thrombotiques artérieesveineuses. Un modéle murin de
thrombose veineuse profonde (TVP), induite par sténose partielle de la veine cave
inférieure, suggére ainsi I'implication du VWF &fdientes étapes du processus de TVP.
L'interaction VWF-Gplhu serait essentielle au recrutement des plaquettasl’mteraction
entre plaquettes et cellules de I'immunité innéseobée a la phase initiale de la TVB.
Secondairement, linteraction VWF-NETs favoriserd& propagation du processus
thrombotique!®. La lutte contre l'inflammation constitue égalerhem nouvel axe de
recherche dans linfarctus cérébral en vue d'unellenee prévention des phénoménes
thrombo-inflammatoires a 'origine des Iésions cfiémie-reperfusion (I/R), sur lesquelles la
thrombolyse semble peu efficaléd. Différents modéles animaux suggérent le VWF comme
une cible candidate d’intérét pour la préventios lésions I/R. La ligature puis la reperfusion
de l'artére cérébrale moyenne induit ainsi un ttfizs cérébral moins sévere chez les souris
génétiquement déficientes en VWF (VWFvs contrdles. Inversement, la restauration d’'une
synthese endogene de VWF par injection hydrodynaende VWF sauvage a une souris
VWF™ restaure sa susceptibilité a l'infarctus céréBfalLes formes VWF-THPM pourraient
étre plus particulierement en cause dans I'apparidies lésions I/R car TADAMTS13 semble
avoir un réle protecteur vis a vis de ces lési@mspermettant une limitation de la taille de

I'infarctus dans ces modeéles animatik
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Réle anti-angiogénique du VWF

La premiere étude expérimentale & établir un lieineeVWF et angiogenése date de 2011.
Cette étude soutient un réle du VWF endothéliabdarrégulation négative de I'angiogénese.
L’inhibition de I'expression endothéliale du VWFrpsiRNA induit une augmentation de la
prolifération cellulaire et de l'angiogenése col#ed par le récepteur VEGF-R2 (vascular
endothelial growth factor receptor 2). De plus,slan modéle de souris VWEcette étude
rapporte une augmentation conjointe de l'angiogen@ans un modele sous-cutané de
Matrigel) et de la densité capillaire auriculaipar rapport a des souris sauvages controles
%3] Cette méme équipe a par ailleurs mis en évidene@ugmentation du nombre de cellules
endothéliales circulantes et des niveaux élevégydekines pro-angiogéniques chez les
patients atteints de VWI®. Randi et al. propose ainsi un modéle ou le VWgulrait
négativement l'angiogénese dépendante du récept&@@F-R2. (Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor-2) selon deux voies, inted- extra-cellulaire, impliquant

respectivement I'angiopoiétine 2 et I'intégrimes3 7).

Certaines formes de maladie de Willebrand (VWDnetzaractérisées par une incidence
élevée d’hémorragies digestives sur angiodyplasies,études ont soulevé un vif intérét en
suggérant I'hypothése d’un lien direct entre cegaianomalies du VWF et une altération du
processus angiogénique. Les hémorragies digedides aux angiodysplasies compliquent
plus volontiers la VWD de type 3 (dans lesquellesiéficit en VWF concerne a la fois les
compartiments endothélial, plasmatique et plaquejiaet les formes constitutionnelles ou
acquises associées a une perte des multimeresuti@dids moléculaires du VWF (VWF-

HPM) dans le compartiment plasmatique. Ce derroertsuggere que le VWF plasmatique,
notamment les VWF-HPM, pourrait également jouerrdle physiologiguement essentiel

dans la régulation négative de I'angiogenése, sglomécanisme qui reste a défifitt.
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Réles du VWE dans la prolifération cellulaire efgdbptose

De facon inattendue, le VWF a récemment été impligans I'induction de mécanismes pro-
apoptotiques. L'interaction VWF-Gpidbpourrait dans certaines conditions induire I'apgpt

481 " Linteraction VWEF-intégrineavB3 aurait un effet anti-prolifératif sur

plaquettaire
certaines lignées tumorales en entrainant I'apenties cellules cancéreusts Inversement,
certaines tumeurs pourraient développer un mécanididchappement a cet effet anti-
tumoral du VWF, via la synthése d’une protéase loiepde cliver les multiméres de VWA,

Le lien récent établi entre le VWF et I'artériopaticérébrale CADASIL (cerebral autosomal
dominant arteriopathy with subcordial infarcts atelkoencephalopathy) souléeve de
nouvelles interrogations sur I'implication du VWErs le remodelage de la paroi vasculaire.
En cas de dépdts importants de VWF dans l'intitiateraction entre VWF et cellules

musculaires lisses se traduirait par une modificatiélétere du phénotype de ces cellules, en

lien avec I'induction de voies de signalisationraatellulaires spécifiqugs.

VWE et mégacaryocytopoiéese

Le VWF intervient a différents stades de la throptiése. Une anomalie de la maturation
mégacaryocytaire a ainsi été reportée en présantzrdutation p.R1308P responsable d’'une
MW de type 2B°?. Plus récemment, une étude suggére I'importannpigoée du VWFet

des forces de cisaillement pour la maturation teatei des pro-plaquettes en plaquettes

discoides dans la circulati6ii.
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2. L'ADAMTS13

a. Biosynthése et structure primaire
Le geneADAMTS13(A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSgaon domains-

13), situé sur le bras long du chromosome 9 (9g84)e taille de 37kb et est constitué de 29
exons. Son transcript principal est un ARNm de 4,7kbartichour un précurseur protéique
de 1427 aa: la pro-ADAMTS13. Il existe égalemelauties transcrits, issus d’épissages
alternatifs, dont la fonction est inconnue. La BJIBAMTS13 comporte un peptide signal (33
aa), un propeptide (41 aa) et la chaine monoménuatere (1353 aa). La structure primaire
de TADAMTS13 est composée d’'une succession de doesastructuraux caractéristiques de
la famille ADAMTS : un domaine métalloprotéase Mathal (aa 75-290), un domaine
désintégrine (aa 291-385), un premier motif throsplomdine : TSP-1 (aa 386-439), un
domaine riche en cystéines : Cystein-rich (aa 48H);5/ motifs TSP-1 additionnels (aa 686-
1191) et 2 domaines CUB: complement componentdQl&r Urinary EGF et Bone
morphogenetic protein (aa 1192-1427) [Levy GG et28l01] Figure 6). Cette protéine

monomeérique a une masse moléculaire de 190 kDa.

P M D (1) €| S |2 3 [a)5([6)7][8 c'ijB CszB
| I / \ )
f f f
Site Liaison au Liaison au
catalytique domaine A2 du VWF domaine D4 du VWF

Figure 6: Structure primaire multi-domaines de la po-ADAMTS13

On distingue de l'extrémité N-terminale vers I'éxtité C-terminale : le peptide signal (S), le
domaine métalloprotéase (M) contenant le site ytiqale, le domaine Désintégrine (D), ufi motif
thrombospondine (1), le domaine cystéin-rich (@),domaine Spacer (S), 7 motifs additionnels
thrombospondine (2 a 8) et 2 domaines CUB.
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b. Sécrétion et clairance
L’ADAMTS13 est synthétisée principalement par ledludes stellaires péri-sinusoidales

hépatique$™ et les cellules endothélialeg. Sa demi-vie est de 2 & 3 jours. Sa concentration

plasmatique est d’environpg.mr™.

c. Fonction de TADAMTS13 : la protéolyse du VWF

La biosynthése du VWF génere un ensemble hétératgmeultimeres de différentes tailles,
pouvant inclure jusqu’a 60 sous-unités dimériqaessont stockés dans les corps de Weibel-
Palade. Dans le plasma normal, les multiméres dé& \¢@htiennent de 2 a 40 sous-unités et
ont donc une taille moyenne inférieure aux multieséstockés au sein des corps de Weibel-
Palade. Ceci témoigne de l'existence de mécanisémgdant la taille des multiméres de
VWF dans le plasma. La protéolyse du VWF par 'ADASIL3 joue un réle majeur dans

cette régulatiofr™
i. Bases moléculaires de la protéolyse du VWF par TARMTS13

L’ADAMTS13 a pour substrat unique le VWF, qu’elleopeolyse au niveau d’'une liaison
peptidique unique localisée dans le domaine AZedaf résidus Tyrosine 1605 et Méthionine
1606 (Y2 M™%) 157 Ce clivage s'observe aprés une élongation prisaldib VWF, qui
nécessite une dénaturation chimique du VWF paailides concentrations de guanidine-HCI
ou d'urée en phase statiqd8, ou la présence de forces de cisaillement élesesnditions
de flux 8. Les bases moléculaires de la protéolyse du VWF IBDAMTS13 sont
désormais bien établi€¥!. Cette protéolyse nécessite une interaction posakntre le VWF

et TADAMTS13, via des exosites spécifiques loaddisau niveau des domaines A2 et D4 du
VWF 961 Cette interaction VWF-ADAMTS13 peut étre modéisomme un processus
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multi-étapes nécéssaire a l'orientation correcteddmaine catalytigue métalloprotéase de
I'”ADAMTS13 vis-a-vis du site de clivage T¥>Met'®® 2 (Figure 7). La protéolyse du
VWEF par TADAMTS13 est un phénoméne extrémementatyigue. Il a été en effet estimé

que cette réaction protéolytique interviendraiapenviron 200 secondiesvivo 2.

H 5|3 M | D @ C’ & eeeeeao CUB1 | CuB2 [-C
A AT I
c | D4 |
B
Forces de cisaillement
c .
Forces de cisaillement

Figure 7: Représentation schématique de linteractin multi-sites VWF-ADAMTS13
(préalable au clivage protéolytique du domaine AR\UNF par le domaine métalloprotéase de
'ADAMTS13)
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ii. Reégulation mécano-enzymatique de la protéolyse dMF/par TADAMTS13

La protéolyse du VWF par TADAMTS13 en conditions flux est un processus mécano-

enzymatique complexe soumis & une régulation teorppatiald™* 6,

En conditions laminaires, la vitesse d’écoulemensang augmente de la paroi vers le centre
du vaisseau. Le flux sanguin peut alors étre meééliomme une succession de couches
concentriques, ou lamina, s’écoulant a des vitesseables, maximales au centre du vaisseau
et nulles le long de la paroi. Ce différentiel deesses génere des forces de cisaillement (ou
shear stress) d’intensité maximale le long de I@ipaasculaire. Ces forces de cisaillement

sont d’intensité variable dans l'arbre circulatatesont trés intenses dans la microcirculation
(artérioles et capillaires). Ces forces hydrodympras générent des contraintes mécaniques
proportionnelles a la taille des molécules ou éedicirculantes dans le sang. La structure
polymérique et la flexibilité conformationnelle MWF lui conférent une sensibilité unique

aux forces de cisaillement issues du flux sanguin.

En présence d’'un flux laminaire, les multimereseg dans la circulation ont leurs deux
extrémités localisées dans des lamina distinctegjue different donc par leur vitesse
d’écoulement. Ce différentiel de vitesse généere comrainte hydrodynamique d’intensité
plus importante sur I'extrémité la plus proche dephroi vasculaire provoquant la rotation
rapide des multiméres sur eux-mémes. De plus, guehaycle de rotation a 360°, les
multiméres expérimentent deux cycles d’élongatiomjsaction extrémement dynamiques. Le
flux laminaire peut ainsi étre modélisé comme laulnte d'un écoulement de type
rotationnel dans le plan sagittal et d'un écoulem@sm type élongationnel dans le plan

horizontal** (261
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En raison du temps réduit de la phase d’élongatiextension des multiméres est limitée en
condition laminaire ce qui permet a la fois de préwtoute interaction spontanée avec les
plaquettes circulantes et de protéger le VWF ddégradation spontanée par TADAMTS13.
Trois facteurs additionnels contribuent a une régoh temporo-spatiale de la protéolyse du
VWF par TADAMTS13 en conditions de flux : 1) A iesité égale de forces de cisaillement,
la sensibilité du VWF a I'élongation est corréléla fongueur des multimeéres car ces derniers
subissent des contraintes hydromécaniques plusriames 2) La liaison du VWF a un
récepteur cellulaire (Gpéh P-sélectine) annule la composante rotationnellgrafit de la
composante é€longationelle du flux. A intensité @églénte de shear stress, le VWF lié
s’allonge ainsi plus que le VWF libre dans le plaset est plus susceptible a I'action
protéolytique de 'ADAMTS13 3) En cas de brécheadaire, les conditions de flux sont
modifiées avec la présence de deux zones d’écontetengationnel au niveau méme de la
bréche et dans la zone vasculaire en amont siagee diasoconstriction. Ces conditions
rhéologiques créent des gradients de pression nmeaples d'une augmentation tres
importante des forces de cisaillement augmentalat fais I'affinité du VWF a la Gplb
(formation du thrombus plaquettaire) et sa sensbd la protéolyse par TADAMTS13 en

périphérie du caillot (régulation négative de laigsance du thrombus).

Le clivage du VWF par TADAMTS13 n’intervient aingjue dans certaines conditions, en
fonction de I'accessibilité du site de clivagd®P-M**® & son enzyme. L'ADAMTS13
intervient pour prévenir la libération dans le plasdes multiméres de trés grande taille,
sécrétés par I'endothélium (multiméres de tres hawils moléculaire, VWF-THPM).
L’ADAMTS13 protéolyse ces mégamultiméres en proveeades corps de Weibel-Palade,
alors gu’ils sont encore liés a I'endothélium vaa P-sélectine ou lintégrinevp3. Cette

liaison du VWF et la présence de forces de cisadiet élevées favorisent en effet
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I'élongation de ces mégamultiméres VWF-THPM qui asgnt alors la liaison peptidique
Y1002 \18%8 | 'ADAMTS13 prévient ainsi la libération de ces liméres hyper-fonctionels

dans le plasma. Leur clivage génére des multimdeesille inférieure (VWF-HPM, VWF-

IPM, VWF-BPM), qui dés leur libération dans le pres adoptent une conformation
globulaire les protégeant de toute dégradationléopmtaire par TADAMTS13Kigure 8).
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Figure 8: Régulation de la taille du VWF par TADAMTS13.

Protéolyse des multiméres de trés haut poids miaiée {(VWF-THPM) liés a I'endothélium (via la P-
sélectine) et aux plaquettes (via la Gpllen multiméres de taille inférieures (VWF-HPM, MP-
BPM).

Au sein d’'un thrombus artériel en formation, le VW& aux plaquettes constitue un autre
substrat préférentiel de ’TADAMTS13. La liaison ¥WF a la Gplln plaquettaire favorise
'ouverture du domaine A2 adjacent et sa protéolyae ’TADAMTS13. Cette derniére en
diminuant la taille des multimeres de VWF au saintltombus artériel contribue a prévenir
I'occlusion compléte de l'artere par le thrombus. IGle de TADAMTS13 est essentiel dans
la microcirculation ou l'agrégation plaquettairet essentiellement dépendante du VWF.

L’ADAMTS13 joue ainsi un rdle majeur dans la linmitan de la taille des multimeres de
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VWEF plasmatique et dans la régulation négativeadadissance du thrombus artériel dans la

microcirculation.

iii. Exemples de dysréqulation de la protéolyse du V\WH ADAMTS13

Le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTTpanhaladie de Willebrand (VWD) de
type 2A témoignent de l'importance de la régulatida la protéolyse du VWF par
TADAMTS13. Le PTT est une micro-angiopathie throotilue dont la survenue est associee
a un déficit fonctionnel sévére en ADAMTSH. Il en résulte une absence de protéolyse du
VWF a lorigine d'une présence anormale de VWF bBmént multimériséd’origine

endothéliale (VWF-THPM) dans la circulatiofigure 9).

Corps VWeibel-Palade
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PTT purpura thrombotique thrombocytopenigue
ADAMTS (adisintegrin and metalloprotease with thrombospondin repeats)

Figure 9: Présence anormale de multiméres de tresabt poids moléculaire dans le sang
en l'absence d'ADAMTS13 fonctionnelle : situation arisque de purpura thrombotique
thrombocytopénique (PTT). A I'état normal, TADAMTS13 clive les multimeres dies
haut poids moléculaire (THPM) synthétisés danslael endothéliale puis stockés dans les
corps de Weibel-Palade, en multiméres de plusepéditle dit de haut poids moléculaire
(HPM), poids moléculaire intermédiaire (IPM) ou Ipasds moléculaire (BPM).
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Dans certaines circonstances associées a une tactivendothéliale majeure, ces VWF-
THPM peuvent induire une activation plaquettairergpnée dans la microcirculation a
I'origine de thrombi disséminés. Ces thrombi induisdes défaillances d’organes multiples,
une fragmentation mécanique des hématies respendainle anémie hémolytique mécanique

et une thrombopénie de consommation.

La VWD de type 2A est une pathologie hémorragigiigdiitaire secondaire a une protéolyse
excessive du VWF par TADAMTS13. Elle est causéer@égle par une mutation altérant la
conformation du domaine A2 du VWF et augmentantpsition du site de clivage*$>
M*®% Ceci entraine la protéolyse des multiméres de Ipdwt poids moléculaire (VWF-HPM

et parfois VWF-IPM) indispensables a la fonctiso-pémostatique du VWF.
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[I. La maladie de Willebrand (VWD)

La premiére observation clinique de maladie de &vithnd (Von Willebrand Disease, abrégé
VWD dans la nomenclature internationale) date d2619.e Dr Erick Von Willebrand

rapporte alors le cas d’'une petite fille de 5 aogsaltant pour un syndrome hémorragique
cutanéo-muqueux et qui décédera secondairemenfige lde 13 ans de ménorragies.
L’anamnese familiale confirme alors I'existence rdanifestations hémorragiques similaires
du cbté paternel et maternel, touchant indifféremintes 2 sexes, et suggérant ainsi l'origine
génétique de cette pathologie hémorragique. Cettevaile pathologie, distincte de

I’lhémophilie déja décrite a I'époque, est initialmhdésignée sous le terme de « pseudo-
hémophilie ». La purification de la protéine puie kéquencage du gene du VWF

interviendront un demi-siecle plus tard.

1. Définition et prévalence

a. VWD constitutionnelle
La VWD constitutionnelle est définie comme une paibgie hémorragique d’origine

génétique, secondaire a un défaut de la concemratie la structure ou de la fonction du
VWF, indépendamment de la localisation ou non deusation causale sur le gevgvF©.
Elle est considérée comme la plus fréquente démlogfies hémorragiques constitutionnelles.
Si sa prévalence a été initialement estimée a @mdir% de la population générdiz®® ce
chiffre a secondairement été revu a la baisse mmntoairs de 0,01 %"\ La forme la plus

sévere de VWD (VWD de type 3) est rare de I'ordzel 1§ individus.
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b. VWD acquise
La VWD acquise ou syndrome de Willebrand acquigjaed von Willebrand disease,

abrégé AVWS dans la nomenclature internationale)uee pathologie hémorragique dont
I'expression clinico-biologique peut étre similagiela VWD constitutionnelle. L’apparition
récente d'un syndrome hémorragique cutanéo-muquenx, 'absence d’antécédents
hémorragiques familiaux ou personnels, est tréesatear du diagnostic. La mise en évidence
d’'une VWD acquise nécessite un bilan étiologiqua aecherche d’'une pathologie sous-
jacente susceptible d’interférer avec la synthkserotéolyse, la clairance ou la fonction du
VWEF. Bien que rare, sa prévalence pourrait étrs-sstimée en raison de la méconnaissance
de cette pathologie hémorragique par la commurraétiicale et du caractére non-spécifique

des manifestations hémorragiques associées.

2. Physiopathologie de la VWD

a. Classification et bases moléculaires de la VWD catitsitionnelle

La classification internationale de la VWD condiitnnelle, initialement publiée en 1994
puis révisée en 2006, repose sur une approche typénee. Elle individualise 3 types
principaux de VWD : les déficits quantitatifs palts (type 1) ou complet (type 3), et les
déficits qualitatifs (type 2) comprennant quatresstypes : 2A, 2B, 2M et 2R¥ (Table 1).

La transmission de la VWD intervient le plus souveglon un mode autosomal dominant, a

I'exception des types 3, 2N, ainsi que de raremwutg 2A dont la transmission est récessive.
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Type tsyzlés' Base(s) moléculaires du déficit en VWD
1 Déficit quantitatif partiel en VWF
2 Déficit qualitatif en VWF (variants moléculaires)
2A Défaut d’interaction du VWF avec les plaquetteke etous-endothélium secondaire a
'absence des VWF-HPM
2B Augmentation de I'affinité du VWF pour les plagestt
2M Défaut d’interaction du VWF avec les plaquettede sous-endothélium malgré I'absena
de déficit quantitatif en VWF-HPM
2N Diminution de I'affinité du VWF pour le FVIII
3 Déficit quantitatif total en VWF

Table 1: classification ISTH de la maladie de Willbrand constitutionnelle
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Les mutations causales sont variées avec unebdistm hétérogéne sur I'ensemble du géne
dans les types 1 et 3, et une distribution relatimet restreinte dans le type 2 ou elles sont le
plus souvent localisées a proximité des sites fongels d’interaction compromettant la
liaison du VWF a un de ses ligands (essentiellenpdajuettes, collagene et facteur VI

(Figure 10).
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Figure 10: Localisation des anomalies de traductioen fonction du type de
maladie de Willebrand

. Typel

Le type 1 est défini comme un déficit quantitatdriel en VWF. Il se traduit par une
diminution proportionnelle de la concentration piqte (VWF:Ag) et de [lactivité
fonctionnelle (activité cofacteur de la ristocétindWF:RCo) du VWF, sans anomalie
significative de la structure multimériqgue. La piagce intra-familiale du phénotype
hémorragique et la probabilité de retrouver uneatt sur le gen&/WF varient selon
lintensité du déficit. Pour des taux de VWF:Ag © 8. dL?, le génotypage objective
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habituellement une mutation a forte pénétrancectife soit la sécrétion, soit la clairance du
VWE. Inversement, pour des taux compris entre EDddl.dL?, les rares mutations mises en
évidence ne co-ségrégent pas avec le phénotypertagriome!®®®?. Ceci suggere I'existence

de polymorphismes génétiques hors lodd/F affectant la sécrétion ou la clairance

plasmatique du VWF.

. Type2

Le type 2 regroupe les variants qualitatifs de V@&/Ibrigine d’'une interaction anormale du

VWF avec les plaquettes (2A, 2B et 2M) ou le F\(2N).

Sous-type 2A

Dans le variant 2A, la diminution de [laffinitt dWWF plasmatique pour la Gpib

plaguettaire est secondaire a un déficit en mutide haut poids moléculaire (VWF-HPM).

Deux classifications répertorient les différentscarésmes, parfois associés, sous-jacents au
déficit en VWF-HPM. L’étude du profil multimériquebtenu apres électrophorese en
conditions non-dénaturantes sur un gel de SDS-aggrermet de distinguer quatre variants
dans le sous-type 2A: 2A (lIA), 2A (lIC), 2A (lIiDgt 2A (lIE). Cette classification
phénotypique se base sur I'analyse de la distobutiultimérique et sur la présence ou non
des bandes satellit€d!. L’analyse des bandes satellites, marqueurs peotéolyse du VWF
par TADAMTS13, s’apparente ainsi a une étude sgquoantitative de la protéolyse du VWF
("] La protéolyse du VWF par '’ADAMTS13 est ainsi augntée dans les variants 2A (I1A)
mais diminuée voire absente pour les sous-typedIZA, 2A (IID) et 2A (lIE) par rapport a
des sujets témoiné? (Table 2). L'approche génotypiquE® repose sur I'expression de la
protéine mutanten vitro par transfection cellulaire eucaryote. Les mutetiassociées aux
variants 2A (IlA), localisées essentiellement akeau du domaine A2, sont ainsi classées en

2 groupes. Les mutations du groupe 1 affectentiegan endothélial I'assemblage ou la
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sécrétion des VWF-HPM. Les mutations du groupei&erferent pas avec I'assemblage ou
la sécrétion du VWF mais elles augmentent la susii#g des VWF-HPM a leur protéolyse
par 'ADAMTS13 dans le plasma. Ainsi, bien que larte des VWF-HPM soit une
caractéristique commune a I'ensemble des variaht$e® mécanismes sous-jacents au déficit

varient selon la mutation causale.

Sous-type 2B

Dans le variant 2B, les mutations en cause modifeesonformation du domaine Al en une
conformation « active » permettant la liaison spoge du VWF a la Gpidbplaquettaire
(mutation « gain de fonction »). Cette adsorptipordganée du VWF aux plaquettes serait
responsable de la thrombopénie et de la disparitgsnmultiméres VWF-HPM du plasma. Le
VWEF lié a la surface des plaquettes est en effet facilement protéolysé par TADAMTS13
[74 " La liaison entre le domaine Al du VWF et Gplba plaquettaire retentirait sur la
conformation du domaine voisin A2, facilitant aingicces de 'ADAMTS13 au site de

\] 1606 [75]

clivage Y%= D'aprés des études plus récentes, la physiommieolde la

thrombopénie apparait plus complexe avec la dagmrigle mécanismes additionnels pour

521 clairance accélérée des

certaines mutations : anomalies de la mégacarypoigse
complexes VWF-plaquettes par les macrophages spiésiet hépatigues dans un modéle
murin??. La mutation 2B p.V1316M (initialement décrite dda syndrome de Montréal, une
variété de thrombopénie familiale) se caractérisgamment par une thrombopathie,
secondaire & une anomalie de I'activation de Gpléb[signalisation « inside-out »Y°.

Cette découverte fournit un nouvel élément de céhgmsion de la sévérité du phénotype

hémorragique associé a la mutation 2B p.V1318u
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Domaine Mode de VWFEF-HPM Bandes satellites Bases moléculaires dicidéh VWF
Transmission
- Groupe 1 :
Anomalie de la multimérisation du VWF
2A(l1A) A2 Dominant W Accentuées A_nomalles du §tpckage du VWF au
niveau endothélial
- Groupe 2 exces de protéolyse du VWF
par TADAMTS13 dans le plasma
2A(IIC) D1/D2 Récessif 1 Absentes Anomalie de la multimérisation du VWF
2A(lID) CK Récessif N Absentes Anomalie de dimérisation du VWF
Anomalie de multimérisation du VWF
2A(lIE) D3 Dominant ?’ Absentes Rétention intra-endothéliale du VWF

ou présents

Augmentation de la clairance

Table 2 : Ancienne classification phénotypique daalVWD constitutionnelle de type 2A
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Sous-type 2M

Dans le variant 2M, les VWF-HPM sont présents nogialitativement anormaux avec une
affinité diminuée pour la Gptb(domaine Al) et/ou le collagene sous-endothétiaimaines

Al et A3).

Sous-type 2N

Le variant 2N résulte d’'une absence (ou francherdition) de la liaison du VWF au FVIII.
Cette anomalie de la liaison VWF-FVIII se tradudtr un déficit plasmatique isolé en FVIII
(homozygotes ou hétérozygotes composites) conmitasteec des taux normaux ou peu

diminués de VWF (VWF:Ag et VWF:RCo).

iii. Type3
Le type 3 est défini comme un déficit quantitatiingplet en VWF. La symptomatologie
comprend des manifestations hémorragiques de typgutopathie (hématomes profonds et

hémarthroses) liées a la sévérité du déficit semomcen FVIII en plus des manifestations

hémorragiques cutanéo-muqueuses classiques de a VW

b. Physiopathologie de la VWD acquise

La dénomination « syndrome de Willebrand acqui8WWS) apparait plus appropriée au vu
de la diversité des pathologies sous-jacentes définit acquis en VWF. Ces nombreuses
étiologies illustrent la diversité des mécanisnmssgacents répertoriés a ce jour: diminution
de la synthése du VWF en cas d’hypothyroidie, iitibito de la liaison du VWF au collagéne
ou aux plaquette’$®! en présence d'auto-anticorps neutralisants, augien de la clairance
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plasmatique du VWF en présence d'une dysglobulinémonoclonalé’, adsorption du
VWF plasmatique sur les plaquettes dans certaissieghrombocytémie esssentieffé ou
sur des cellules carcinomateus®s protéolyse du VWF plasmatique en présence degorc

821 un rétrécissement

de cisaillement élevées générées par un syndronidopmglifératif
aortique séverl® ou une assistance ventriculaire gauche a fluximofit!. La mise en place
d’'un registre international avait initialement naa évidence une nette prédominance des
étiologies myélo-prolifératives (15%), lympho- pféfatives (48%) ou cardio-vasculaires
(21%) B D'aprés des études de cohorte plus récentescdediopathies a forces de

cisaillement élevées, de caractérisation plus téceseraient actuellement la cause la plus

fréquente de VWD acquid&2687]

3. Manifestations cliniques

La VWD se traduit par un syndrome hémorragique ctdiet préférentiellement la peau
(ecchymoses, saignement prolongé lors de plaiméeajeet les muqueuses (hyperménorrhée,
épistaxis, gingivorragie, hémorragies digestives} saignements post-traumatiques ou post-
chirurgicaux, notamment lors d’amygdalectomie cavdisions dentaires, sont classiquement
observés en l'absence de traitement hémostatiggvemiif. Plus rarement, on observe la
survenue d’hémarthroses ou d’hématomes dans lee$ode VWD associées a des taux tres
diminués de FVIII. Lintensité du syndrome hémorcag dans la VWD est cependant trés
hétérogene. Elle est globalement corrélée a laris@\wdu déficit en VWF, en FVIII ou en
plaquettes (pour le variant 2B) mais la pénétrateeéa VWD peut étre trés variable au sein

d’'une méme famille.
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Bien que le syndrome hémorragique soit identiguasdie@s formes constitutionnelle et
acquise, la survenue de manifestations hémorragignentanées semble plus rare dans la

VWD acquise, possiblement en lien avec I'intégditéecompartiment plaquettaire.

Les hémorragies digestives sont observées aussdbies la VWD acquise que dans la VWD
constitutionnelle. Elles surviennent essentiellentans les formes associées a un déficit en
VWF-HPM, qui semblent associées a une prévalence dlevée d’angiodyplasies digestives.
La premiére étude a faire mention de ce lien evithéD constitutionnelle et angiodysplasies
digestives date de 1993. Cette étude de registtarmicsur 4503 patients avait alors mis en
évidence une prévalence d'angiodysplasies digestiee2% dans la VWD de type 2 et de
4.5% dans la VWD de type 3, constrastant avec vénvafence nulle dans la VWD de type 1
881 'Cependant, la prévalence réelle des angiodysplaigestives était probablement sous-
estimée puique les examens permettant une explordé I'intestin gréle n’ont été introduits
qu'ultérieurement : la vidéocapsule en 2000 ettéewscopie en 2004%. Par ailleurs, cette
étude ne comportait pas d’analyse différenciée adgrevalence des angiodysplasies en
fonction des sous-types de VWD de type 2 (2A, 28,62 2N). A ce sujet, une récente étude
italienne souligne, au terme d’'un suivi prospecd# deux ans, une incidence de 36%
d’hémorragies digestives dans la VWD constitutidlenge type 2A (absence de VWF-HPM)
vs une incidence limitée & 3% dans la VWD de type(résence de VWF-HPMJ®. Une
prévalence élevée d’hémorragies digestives a dép@isapportée dans différentes formes de
VWD acquise associées a un déficit en VWF-HPM : VVWDquise associée a une
insuffisance mitrald®, VWD acquise associée aux assistances circulatomécaniques a

flux continu®* 92 %3
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4. Diagnostic biologique

Le bilan de ¥®intention en cas de suspicion de VWD comporte aunmum le dosage du
FVIII, le dosage antigénique et la mesure de Rétetifonctionnelle du VWF (respectivement
VWF:Ag et VWF:RCo), et la réalisation d'une agrégat plaquettaire a faibles
concentrations de ristocétine (Ristocetin Inducéatelet Agregation, RIPA) si ce test est
disponible. Le calcul des ratios FVIII / VWF:Ag &WF:RCo / VWF:Ag fait partie
intégrante de ce bilan de dépistage. La réalisatiom temps d’occlusion sur PFA-100® peut
s’avérer utile en raison de la sensibilité de c# gix déficits quantitatif ou qualitatif en

VWEF, & I'exception de la VWD de type 2R (voir Annexe, revue 2).

Le typage phénotypique d’'une VWD requiert la redien d’examens biologiques plus
spécialisés: étude de la distribution multimérique/WF, dosage du propeptide (VWFpp) ou
mesure de la liaison du VWF au collagene (VWF:GB)btention du profil multimérique du
VWEF requiert la réalisation d’'une électrophoréselles souvent sur un gel SDS-agarose, qui
permet la séparation des multimeres plasmatiquderetion de leur poids moléculaire. Cet
examen est capital pour le typage de la VWD, uie doartés les diagnostics de VWD de
type 2B et de type 2N. Il permet notamment la digion entre VWD de type 2A (ou il existe
un déficit plasmatique en VWF-HPM et parfois en VAWM) et VWD de type 2M (ou tous

les multimeres sont présentBjgure 11).
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Suspicion clinique

. Dosage ELISA VWD
de VWD constitutionnelle 1 VWF:Ag VWF:Ag / 1
‘ et VWF:RCo <10% -
genotypage \
Bilan biologique d’orientation : V‘QVD
VWEF:Ag
VWF:RCo
FVIII:C
+/-RIPA
Déficit isolé FVIII . VWD
2 ’ : : VWF:FVIIIB
FVIII:C/ VWF:Ag < 0.5-0.6 génotypage 2N
VWF:Ag<30% Epreuves croisées Pseudo
et/ou VWF:Rco<30% 3 RIPA positive plasma/plaquettes / VWD
et/ou ratio VWF:Rco/VWF:Ag<0.6-0.7 (<0,8 mg/mL) ;i
Génotypage \ YWD

(VWF exon 28 +/-GPIBA) 2B

Profil multimérique VWF

+/-VWF:CBA
+/-VWFpp
Génotypage
VWD VWD VWD
1 2A 2M

Figure 11: Place de la détermination du profil mulimériqgue du VWF dans la stratégie
de diagnostic et de typage de la maladie de Willeand

A I'exception du bilan biologique nécessaire a ligeren évidence d’'un auto-anticorps anti-
VWEF, les examens a visée diagnostique dans le esgmerde Willebrand acquis sont les
mémes que ceux utilisés dans la VWD constitutideneVWF:Ag, VWF:RCo, VWF.CB,
FVIII.C, et calcul des ratios VWF:RCo/VWF:Ag et VWEB/VWF:Ag. Cependant, leur
sensibilité est parfois insuffisante surtout daes VWD acquises d’origine cardiovasculaire
881 | e diagnostic de certaines VWD acquises repossi @rincipalement sur I'analyse du
profil multimérique du VWF obtenu aprés électropiser en SDS-agarosé®®’l La

réalisation systématique d’une électrophoreseipst @commandée en cas de forte suspicion

de VWD acquisé”.
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5. Traitement

La prise en charge des manifestations hémorragsgmmndaires a la VWD constitutionnelle
repose sur différents traitements hémostatiques ldodication varie en fonction du type de
VWD, des comorbidités du patient, de la durée gibleé du traitement substitutif et de la
sévérité des manifestations hémorragiques : hétimpsta locaux, traitements hormonaux,
anti-fibrinolytiques, desmopressine, transfusiceplettaire, concentrés de facteur Willebrand
purifié d'origine plasmatique, concentrés de factedlll d’origine plasmatique ou
recombinante. Les concentrés de VWF et/ou de FBéiit administrés le plus souvent soit « a
la demande » en cas d’hémorragies spontanéegnseiprophylaxie primaire » lors d'un acte

chirurgical.

Plus rarement, une prophylaxie secondaire par corgsede VWF peut étre indiquée en cas
d’épisodes hémorragiques séveres ou recidivantusidelrs études rétrospectives
monocentriques ont reporté, essentiellement dansW® de type 3, une efficacité de la
prophylaxie secondaire sur les hémarthroses, lssag&fs ou les ménorragies sévergs”,
L’efficacité de cette approche dans la préventiecoadaire des hémorragies digestives est
variable selon les études en lien probablement dgeschéma de prophylaxie retenu
(posologie & fréquence hebdomadaire des injectidhsemble ainsi que la prophylaxie des
hémorragies digestives par concentrés de VWF niéeedss posologies plus élevées que
celles permettant le controle des hémarthroses,omagies ou épistaxis. Une étude
prospective internationale multicentrique_ (VWD mmational Prophylaxis VIP Study,

NCT00557908) est en cours pour confirmer ces dannée

Les principes de traitement sont identiques dan¥WD acquise mais le traitement de

I'étiologie sous-jacente est bien entendu indispblespour espérer obtenir une rémission a
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long terme de la symptomatologie hémorragique. €orant le traitement a visée
hémostatique, les options thérapeutiques pourdiéetnent ou la prévention des épisodes

hémorragiques sont plus limitées que dans la V\Wtititionnelle.
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lll. VWD acquise au cours des cardiopathies a forces desaillement
élevées

1. VWD acquise et rétrécissement aortique

Le rétrécissement aortique (Rao) est la valvulapathardiaque la plus fréquente avec une
prévalence dans les pays occidentaux qui devrgg#gment augmenter ces prochaines années
avec le vieillissement de la population. Une métahgse récente montre que le Rao et le Rao
sévére concernent respectivement 12.4% et 3.4%odedentaux de plus de 75 affd.
L'évolution spontanée du Rao est caractérisée pw période de latence ou cette
valvulopathie est asymptomatique. L'apparition gengtomes a l'effort (angor, dyspnée,
syncopes ou lipothymies) marque un tournant évduti le plan pronostique et constitue une

indication de remplacement valvulaire aortique (RYA

Une association entre hémorragies digestives keees angiodysplasies et le Rao a été
décrite par Mr Heyde des les années cinquanteliganghysiopathologique alors évident. La
prévalence du syndrome de Heyde dans le Rao sieaitordre de 2 a 3%. Ces
saignements digestifs régressent classiquemens &pahirurgie de RVAS 1°Y alors que

la résection digestive n'est efficace que dans H&% cad'®. En 1992, I'hypothése d’une
VWD acquise faisant le lien entre hémorragies gastiestinales liées a des angiodysplasies
et Rao est soulevéd®?. Cette hypothése est confortée secondairemerd auié mise en
evidence d’'une prévalence élevée d’angiodysplasied’anomalies de multimérisation du
VWF chez les patients atteints d’'un RH8¥ et la disparition de ces Iésions aprés
remplacement valvulaire chirurgicP”. Le constat d'une augmentation des fragments de
protéolyse du VWF en présence d’'un Rao sévereesdi®ileur diminution six mois aprés
chirurgie valvulaire, suggére alors l'interventidiane protéase plasmatique clivant les VWF-

HPM au sein de leur domaine A2, Aprés la purification et le clonage de TADAMTS#8
46



2001, une protéolyse excessive du VWF par TADAM3Sdpparait comme le principal
mécanisme candidat au déficit acquis en VWF obsdarés le Rao. Cette hypothese est
confortée ultérieurement par I'étude systématiduezades patients présentant un Rao de la
relation entre l'intensité des des forces de devaiént et I'importance du déficit en VWF-
HPM. Ce travail révéle que le pourcentage résideeVWF-HPM est inversement corrélé a
l'intensité du gradient trans-aortique. Il confir@i@si le réle causal des forces de cisaillement
élevées générées par le Rao dans la perte des \RWF-Btablissant ainsi le chainon

manquant entre ADAMTS13 et protéolyse des VWF-HBMFigure 12).

S

o Willebrand
factar cleaved by : :||::| Fickt bn large

318 multiemers
: ) I: =
.

won ‘Willebrand factor

—_
; —
" ) 2 - | ‘
ey 0 4 1 . k .
. veyy - ' 5
o x \ \' " Large multimers
-~ AN e v u
— // S 2h,

Figure 12: Physiopathologie de la dégradation desuttimeres de haut poids moléculaire
du VWF en présence d'un rétrécissement aortique sexe (d'apres Sadler, 2003)

Ce mécanisme physiopathologique est égalementemaiable dans d’autres cardiopathies
susceptibles d’engendrer des forces de cisailleglentes et chez lesquelles on observe une
prévalence élevée d'un déficit en VWF-HPM : inssdfice mitrald®, cardiomyopathie
hypertrophique obstructive avec bourgeon sepf&l, canal artériel persistart®” ou

valvulopathies congénitales compleX8&!
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2. VWD acquise et assistances circulatoires mécaniquaglux continu

a. Historique et indications des assistances circulates mécaniques (ACM)

L’ACM consiste en l'implantation chirurgicale d’'uneompe permettant de suppléer les
fonctions ventriculaires gauche et/ou droite cheg patients en insuffisance cardiaque
terminale. Cette technique a été initialement cenen vue d'une assistance cardiaque
temporaire pour certaines cardiopathies aiglieseptibes d'une rapide récupération

spontanée (myocardites virales, bas débit post-CEChridge to recovery »), ou pour des
patients en insuffisance cardiaque terminale eentdt d’'une transplantation cardiaque
(« bridge to transplantation »). Les dispositifag$istances circulatoires different selon : 1)
leur localisation extra- ou intra-corporelle, 2udemode d’'implantation (abord vasculaire,

implantation chirurgicale hétérotopique ou orthagope pour les coeurs artificiels), 3) leur

principe de fonctionnement (pneumatique ou éleatidt) le type d’assistance mono- ou bi-
ventriculaire (I'assistance ventriculaire gauchepdacée entre le ventricule gauche et l'aorte
alors que l'assistance bi-ventriculaire est plaeatre le ventricule gauche et l'aorte ainsi

gu’entre l'oreillette droite et I'artére pulmonajre

Schématiquement, il existe deux types de dispsgiErmettant une assistance ventriculaire
prolongée : les dispositifs dé™lgénération permettant un support mono- ou bi-i@r&ire

et induisant un débit pulsatile (ventricules pnetigues paracorporels et ventricules
électriques implantables ; ACM a flux pulsatile) agux de 2 génération permettant un
support mono-ventriculaire et induisant un débititow (pompes électriques rotatives axiales
ou centrifuges, ACM a flux continu)Téble 3, Figure 13. Les dispositifs permettant une
assistance ventriculaire de courte durée repossueliement sur des pompes électriques a
flux continu ou sur TECMO veino-artérielle (Extorporeal Life Support, ECLSY&ble 4,
Figure 14). Les coeurs artificiels sont implantés en lieyplece des ventricules ou du coeur

natif et ont un fonctionnement pulsatileaple 5).
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Figure 13: Assistance ventriculaire gauche par pong rotative a flux continu
HeartMatell

Drainage veineux a partir de ['OD oxygénateur
5

/| Pompe centrifuge a débit continu

Reéinjection arterielle rétrograde dans 'artére iliaque
commune

Figure 14: ECMO veino-artérielle périphérique fémoro-fémorale.
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Dispositifs Type Débit Indication | AVWS
d’ACM support
Thoratec® PVAD oui (BiV)
Ventricules :
. Abiomed BVS */ ?
pneumatiques
5000°®
para-corporels
Medos® MonoV >
BiV Pédiatrie
BerlinHeart Excor® ou Bl oui
1ere
Ventricules o Thoratec IVAD Pulsatile +/- ?
pneumatiques generation
intra-corporels HeartMate IP +/- ?
Ventricules HeartMAte XVE® +/- Non
électriques
® - ?
intra-corporels Novacor MonoV +/ :
LionHeart® +/- ?
Thoratec +++ oui
HeartMate II®
De Bakey® +/- ?
Pompes 2e
électro- Jarvik 2000 ® MonoV Continu +/- oui
mécaniques | 8énération
CirculLite® +/- oui
HeartWare® +++ oui
LVAD Incor®
Pompes 3¢ DuraHeart LVAS®
électro- MonoV Continu A venir ?
e ®
magnétiques génération HeartMate Il
Ventrassist®

Table 3 : classification des ACM de longue duréeigte non exhaustive)

Les ACM de 1" génération comportent les ventricules pneumatigaesa-corporels et les ventricules
électriques implantables (dispositifs a débit pila Les ACM de 2 génération comportent les
pompes électriques rotatives axiales et centrif(dispositifs a débit continu)
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Dispositifs Type support Débit Indications AVWS
Impella 2.5® MonoV Oui
Pompes rotatives
p . TandemHeart® (VG++4) ?
périphériques
Levitronix CentriMag MonoV ou BiV Continu BTR/BTD Oui
ECMO veino-artérielle Oui

ECMO

(ECLS)

Table 4 : ACM de courte durée.Différentes pompes rotatives a flux continu peuvéme implantées pour une assistance circulatoieamique
transitoire dans l'attente d’'une récupération d'umsuffisance ventriculaire gauche aigiue (« Bridgerecovery »; BTR) ou comme solution d'attente
(« Bridge to decision ; BTD) avant une décisiorragipéutique définitive (transplantation cardiaqueplantation d’'une ACM-FC a demeure, arrét des $oins

L'ECMO veino-artérielle une alternative a ces pompeur une ACM de courte durée.

Dispositifs Débit AMM AVWS
Coeurs artificiels | Cardiowest ,
. pulsatile BTT (France) Non*
pneumatiques ou SynCardia TAH
Coeur artificiels . . . ?
i L Abiocor pulsatile BTT (Etats-Unis)
électromécaniques
Carmat pulsatile DT, Essai clinique ?

Table 5: ACM par ceoeurs artificiels. Les cceurs artificiels sont implantés a la place @urcnatif soit transitoirement (en vue d’une tréarg@ation
cardiaque secondaire, BTT), soit définitivement \3€&lon le dispositif. Les coeurs artificiels ademlent disponibles ou en cours d’essais cliniques s

caractérisés par un débit pulsatile.
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Les indications de 'ACM de longue durée se somsabérablement élargies ces dix derniéres
années suite a I'avenement des dispositifs d'asgist mono-ventriculaire a flux continu.
Cette 2 génération de pompes a permis une nette amétiordti pronostic et de la qualité de
vie des patients nécessitant une ACM prolongée amecautonomie et une miniaturisation
compatibles avec un retour au domicile. Deux étymtésceps ont rapidement confirmé la
supériorité des assistances mono-ventriculairdaxacbntinu de type HeartMate-1I® (HM-
lI®) sur la génération antérieure d’assistancedriemaires a flux pulsatile aussi bien chez
les patients en attente de transplantafithque dans le cadre d’'une implantation & demeure
(111 ) e pronostic des patients inéligibles & la tréasation cardiaque s'est vu transformé
avec I'avenement de 'ACM-FC avec 74% de patientyie un an apres I'implantation d’'un
HM-1I® versus une survie spontanée inférieure a 4us traitement médical. Ce dispositif
d’ACM-FC a ainsi rapidement obtenu ’'AMM en 2010upane implantation a demeure chez
les patients en insuffisance cardiaque terminadéigibles a la transplantation (« destination

therapy »).

Cependant, I'évolution des patients sous ACM-FCcasactérisée par une prévalence élevee
d’épisodes hémorragiques et thrombotiques rendant prise en charge particulierement
complexe, et ce d’autant plus qu’'une anticoagulatiarative (associée selon les centres a une
anti-agrégation plaquettaire) au long cours resteessaire. A niveau d’anticoagulation
comparable, la fréquence des hémorragies digestviss évenements thrombotiques semble
ainsi significativement plus élevée sous ACM-FC equ’présence d'une valve aortique

mécaniqué*?.
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b. Manifestations hémorragiques sous ACM a flux contia

i. Incidence

Les hémorragies sont une complication fréquentes sA\CM-FC et surviennent
principalement sur le site opératoire, nécessitéidguemment une ré-intervention
chirurgicale, ou au niveau du tractus digestif. l&dades princeps réalisées en vue de
I'obtention de I'AMM pour le dispositif d’ACM-FC HMI® rapportaient ainsi une incidence
élevée d’hémorragies chirurgicales et d’hémorragiegestives spontanéd§® ! |es
hémorragies digestives sont rapidement apparuemeamme complication caractéristique de
'ACM-FC, avec une incidence dix fois plus élevéaus HM-II® dans les quinze jours
suivant l'implantation comparé & la génération aetge d’ACM a flux pulsatilé'*®. Une
prévalence élevée d’hémorragies digestives tardiv&§ jour post-implantation) a ensuite
été rapportée chez les patients implantés a derftétiré® Ceci a conduit certains experts a
recommander un niveau plus faible d’anticoagulagiananti-vitamines K sous HM-1I&*°,
Ceci a vraisemblablement contribué a la diminutab la prévalence des hémorragies
digestives spontanées qui varie désormais de 1958@selon les études les plus récefifes
117. 18] cependant, les complications hémorragiques deenela £ cause d’hospitalisation
pour les patients sous ACM-FC aux USA. Elles surviennent pour la majorité dans les 3
mois suivant I'implantation de ces dispositifs selane incidence bimodale : hémorragies
thoraco-médiastinales dans I£™®1semaine suivant limplantation d’'un HM-II® par
sternotomie, puis hémorragies digestives passaff @an avec un pic d’incidence environ

un mois aprés implantati¢t®.

Les données concernant les patients sous oxyganatiembranaire extra-corporelle
(ExtraCorporeal Membrane Oxygenation, ECMO), oadistance respiratoire (ECMO veino-
veineuse) ou circulatoire (ECMO veino-artériellepose également sur une pompe a flux

continu, sont plus limitées mais il existe égaletmame prévalence élevée d’hémorragies.
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L’analyse du registre international ELSO (Extracvgal Life Support Organization) montre
ainsi une prévalence élevée de manifestations hégiques au niveau des sites de
canulations vasculaires et des territoires cutanéqueux (épistaxis, hémorragies digestives,
hémorragies bronchiques notamment) [Extracorpocéal Support Organization. Registry
report: international summary. Ann Arbor: ELSO;y@012]. Une récente méta-analyse
portant sur environ 1800 patients reporte une peéea hémorragique globale de 33% sous

ECMO et une prévalence d’hémorragies digestivezg™?.

il Pronostic

Les hémorragies digestives semblent associeedfaihla taux de mortalité lors de I'épisode
aigtie *** 2% Cependant, les hémorragies post-opératoires geécet les hémorragies
digestives récurrentes ont été identifiées récerhmamme facteurs de risque indépendants

de mortalité sous ACM-FE&8l,

c. Syndrome de Willebrand acquis et ACM a flux continu
La prévalence des manifestations hémorragiques AQM-FC est trop élevée pour étre

attribuable aux seuls traitements anticoagulantti-@tamines K) et/ou antiagrégants
plaquettaires (aspirine et/ou dypiridamole). Lavplénce des hémorragies digestives sous
ACM-FC serait ainsi supérieure a la prévalence hémaue globale sous traitement
combiné par antiagrégants et anti-vitamines K pme valve cardiaque mécaniot€’. Par
ailleurs, un INR supra-thérapeutique n’est pas iptide de la sévérité du syndrome
hémorragique sous ACM-F&* 118 Ceci suggére I'existence de mécanismes additisnne

dans la survenue des manifestations hémorragiquss/ACM-FC.

L’hypothése d’'un syndrome de Willebrand acquis tsiepidement imposée sur la base

d’arguments biologiques et cliniques. En effet,ralgu’'une dégradation des VWF-HPM
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survient systématiquement sous ACM-FC, ce phénonsemeble rarement observé sous
ACM a flux pulsatile!*?!, Cette dégradation des VWF-HPM sous ACM-FC esenls®
aussi bien avec les pompes rotatives type HM-i® 2> 23 que centrifuges type
HeartWare®'?* (Table 3). Une dégradation des VWF-HPM est également ra@pasous
assistance circulatoire percutanée de type Impéeff@®ou sous ECMO veino-artériell&®

127 dispositifs reposant sur une pompe & flux conirable 4).

La perte des VWF-HPM intervient précocement aprgslantation d’'une ACM-FE2®! et est
réversible aprés sevrage de 'ACM-FC ou aprés plansation cardiaqué®® 2! Cette
dégradation des VWF-HPM a été reproduitevivo 3% et dans des modéles animaux
d’ACM-FC ™3, Cliniquement, une incidence anormalement éleviéénibrragies digestives
sur angiodysplasies est rapportée en présencehddogathies comme l'insuffisance mitrale
B ou le Rao'® conditions également associées & une perte de&-NRWI. Une
physiopathologie similaire a celle du Rao (excepmé¢éolyse) semble en cause dans la perte
des VWF-HPM observées avec les dispositifs actuBSCM-FC. L'intensité de la
dégradation des VWF-HPM chez les patients sous pomgntrifuge a flux continu
Heartware® est en effet corrélée a la vitesse gmtape d’assistand&¥, suggérant un role
causal des forces de cisaillement par analogieduicest reporté dans le R&Y. Cette perte
des VWF-HPM s’accompagne par ailleurs d’'une augatemt parallele des multimeres de
bas poids moléculaires et des bandes satellitepatise avec un clivage du VWF par

'’ADAMTS13 [,
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3. Diagnostic

Le bilan de dépistage classique de la VWD, reposantun dosage conjoint du FVIII, du

VWF:Ag et du VWF:RCo, est régulierement pris a défaotamment dans le diagnostic des
syndromes de Willebrand acquis. Seuls les techriglextrophorétiques semblent ainsi avoir
une sensibilité satisfaisante pour le diagnostic dgndromes de Willebrand acquis
notamment ceux d'origine cardio-vasculaifd’. Cependant, ces techniques sont
chronophages et requiérent une une expertise tpehnimportante. Ceci restreint leur

disponibilité et limite leur intérét diagnostiqua €as de manifestations hémorragiques

séveres nécessitant un traitement a visée héntpatan urgence.

4. Traitement

a. Traitement et prévention des épisodes hémorragiques

En cas d’hémorragies digestives sous ACM-FC, I'lSHInternational Society for Heart and
Lung Transplantation) recommande :1) un arrét deasitetments anti-agrégants et
anticoagulants 2) une endoscopie digestive sysigueata la recherche d'une lésion
accessible au traitement endoscopique 3) une bdesde vitesse de la pompe d’assistance
concernant les hémorragies digestives récurrentesrsgiodysplasieS®?. Il n’existe ainsi
pas de recommendations en faveur d’'un traitemetisée hémostatique (par injections de
concentrés de VWF) ou anti-angiogénique faute de&tuspécifiques. Le régime optimal
d’anticoagulation sous ACM-FC n’a pas fait I'objgessais cliniques. Il n’existe pas de
recommendations concernant la prise en charge yWetrasnes de Willebrand acquis sur

valvulopathies cardiaques.
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b. Traitement de la cardiopathie causale

i. Cas des VWD acquises associées aux valvulopathies

La prise en charge optimale d’'une VWD acquise iqy#ile traitement de I'étiologie causale.
Le remplacement valvulaire aortique (RVAO0) chirgalj par implantation d’'une valve
mécanique ou biologique sous circulation extra-coeie, permet le plus souvent la
restauration des VWF-HPM et le traitement défirdés hémorragies digestives Y en lien
avec le rétablissement de conditions hémorrhéolmgiqmormale€®. La cinétique de cette
correction du déficit en VWF-HPM n’a pas fait I'@bjd’étude spécifique bien qu’elle semble

complete 24 heures aprées un RVAo chirurgical. Es da persistance d’anomalies

rhéologiques au sein de la valve implantée chepdéents porteurs d’'un mismatch prothese
anneau aortique, le déficit en VWF-HPM est susbéptde récidiver a distance de la
chirurgie®. D'aprés une étude rétrospective de la Mayo cliichirurgie conventionnelle
permettrait une éradication du syndrome de Heydz @0% des patients opéré¥l. De
facon analogue, une myomectomie septale sembleepieema correction des hémorragies
digestives observées dans un contexte de VWD aeguiscardiomyopathie hypertrophique

avec bourgeon septaf*.

Si le RVAo chirurgical sous CEC demeure l'interventde référence dans le traitement du
Rao séveére, la cardiologie interventionnelle a conon développement majeur dans cette
indication ces dix derniéres années. La mise eceptbune bioprothése valvulaire aortique
par voie transcutanée (Transcatheter Aortic Vataplantation, TAVI) a désormais 'AMM
en cas de Rao symptomatique chez un patient ibiigiu RVAo chirurgical. Douze ans
aprés sa premiére implantatibf’, on estime que cette intervention a été réalisée plus
de cinquante mille patients dans le monde. Apresahord le plus souvent au niveau de

lartere fémorale, un cathéter est monté au niveeula valve aortique en vue de
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limplantation d’'une bioprotheseFigure 15A). Deux types de valves sont actuellement
implantés: la valve Edwards® dont le déploiemequiert une inflation & I'aide d’un ballon,
et la valve CoreValve® auto-expandable. Plusiesssais cliniques randomisés ont confirmé
la supériorité du TAVI au traitement médical et smmuivalence au RVAo chirurgical chez
des patients Rao a haut risque chirurdi¢di*®*”! Une étude récente mentionne l'intérét de la
procédure TAVI pour le traitement curatif du syndede Heyde secondaire au RHb La
valvuloplastie au ballonnet (Balloon Aortic Valvplasty, BAV) constitue une alternative a
la procédure TAVI dans le traitement du Rao maigectechnique a une efficacité trés

variable d’un patient a I'autre ce qui limite sowlication(Figure 15B).

Catheter

Right - Left
Atrium ’/;\lnum
vaive Difatation par ballonnet
(3 &
Right BN,

Ventricle '(L.;" . \Leﬂ

[ Ny Ventricle
Implantation valvulaire percutanée Valvuloplastie aortique percutanée
(TAVI) (BAV)

Figure 15: procédures de cardiologie interventionnée indiquées dans le traitement du
Rao.

A) implantation valvulaire d'une bio-prothése paviev percutanée (transcatheter aortic valve
implantation, TAVI) B) dilatation percutanée de $ténose valvulaire au moyen d'un ballonnet
(valvuloplastie aortique, BAV).
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ii. Cas des VWD acquises associées aux ACM a flux canti

La VWD acquise associée aux ACM a flux continu (AEX2) constitue le plus souvent une
impasse thérapeutique. Actuellement, il n’existes e traitement hémostatique dont
I'efficacité et la sécurité dans cette indicatiariest validées par des études cliniques. Le
sevrage de I'ACM-FC ou le recours a la greffe agde ne concerne qu’une minorité de
patients en raison de la pénurie de greffon etatdre-indications fréquentes a la greffe
notamment dans l'indication « destination therapar ailleurs, la nécessité sous ACM-FC
d'une anticoagulation curative en prévention primai’événements thrombotiques rend
particulierement complexe la prise en charge depaéisnts dont I'évolution est compliquée

d’hémorragies séveres notamment digestives.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

60



Les syndromes de Willebrand acquis sur cardiopsithieforces de cisaillement élevées
constituent, depuis dix ans environ, une thématiggeprésente dans I'EA2693. Deux de nos
travaux avaient ainsi permis de préciser la préagela physiopathologie et I'évolution des
syndromes de Willebrand acquis associés au résgmisnt aortique (Rao) sévétd et a la
cardiomyopathie hypertrophique avec bourgeon s€fthlNous avions ainsi observé dans le
Rao I'existence quasi-systématique d’'un déficitnaultimeres de haut poids moléculaire du
VWF (VWF-HPM) et la présence de manifestations hd&agiques cutanéo-muqueuses chez
environ un quart des patients étudiés, souligninsi & pertinence de I'association faite par
Heyde entre Rao et hémorragies digestives dansameges cinquantes. Nous avions
également mis en évidence une corrélation inverge &intensité des forces de cisaillement
générees par le Rao et le niveau résiduel des VWRM;Hsuggérant un réle causal de ces
anomalies hémorrhéologiques dans la physiopathmldgi syndrome de Willebrand acquis.
Cette observation rendait concevable I'hypothesgnel’ protéolyse des VWF-HPM par
TADAMTS13 sous linfluence de forces de cisaillemieanormalement élevées. De facon
notable, nous avions confirmé [I'existence d'une spbyathologie similaire dans la
cardiomyopathie hypertrophique avec bourgeon septac également un role causal des
forces de cisaillement dans I'apparition du défesitVWF-HPM. Enfin, nous avions observé
le caractere réversible des anomalies de multiatéis du VWF aprés RVA chirurgical,
excepté en cas de persistance d’anomalies de élcondaire a un mismatch valve/anneau
aortique. Bien que les VWF-HPM soient normalisés elendemain de la chirurgie, nous
n'avions cependant pas étudié précisément la qumétide correction du syndrome de

Willebrand acquisn vivo.

61



Dans l'intervalle, 'avénement de I'assistance wiatoire mécanique a flux-continu (ACM-
FC) a demeure («destination therapy ») a remisperspective de facon aigie la
problématique du traitement curatif du syndromé\iiéebrand acquis. La prise en charge du
syndrome de Willebrand acquis sous ACM-FC est nedte plus complexe que celui associé
au Rao : 1) il nexiste pas de traitement prévemtifcuratif des manifestations hémorragiques
dont I'efficacité soit démontrée. 2) les patierdasassistance sont a haut risque de thrombose
de pompe et d'événements ischémiques d'originenthoembolique et nécessitent une
anticoagulation curative au long cours en prévenpiomaire. 3) le sevrage de l'assistance ou
son relais par la greffe cardiaque permettent teecbon du syndrome de Willebrand acquis
mais sont rarement envisageables chez ces patiegiite impasse thérapeutique souligne la
nécessité de développer des techniques innovaatdmgnostic et de traitement préventif ou

curatif du syndrome de Willebrand acquis sous ACM-F

L’évaluation quantitative de la protéolyse du VW& mune méthode analytique compatible
avec un diagnostic rapide des VWD constitutionisetia acquises associées a un exces de
protéolyse du VWF par TADAMTS13, apparait nécessaies méthodes électrophorétiques
actuelles ne sont en effet pas adaptées a l'urgeimgnostique et thérapeutique. La
disponibilité de ce type de test serait par ailantéressante dans le cadre d’'un essai clinique
évaluant la corrélation dans ces pathologies emtces de protéolyse du VWF, intensité du

syndrome hémorragique et pronostic.

Au total, les cinétiques précises de l'apparitiande la correction des anomalies de
multimeérisation du VWF sur cardiopathies a forcecaaillement élevées sont inconnues
vivo, bien que des donnéisvitro suggérent leur caractére dynamiffiefaisant du VWF un
potentiel bio-marqueur d’intérét clinique dans pashologies. Il n’existe pas de traitement

spécifiqgue du syndrome de Willebrand acquis sedomdaux ACM-FC. Le diagnostic du
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syndrome de Willebrand acquis sur cardiopathiesréefde cisaillement élevées est difficile
en raison du caractére non spécifique des hémeralijjestives, du caractere méconnu de
cette pathologie dans la communauté médicale etlinhtsitions en pratique clinique des

techniques électrophorétiques actuelles.

Ce travail de these avait ainsi pour objectifs :

1) L’étude du VWF comme biomarqueur de cardiopatlidorces de cisaillement élevées et
de son intérét en cardiologie interventionnellerd@valuation en temps réel de la qualité de

'implantation valvulaire ¢hapitre 1).

2) La recherche de molécules prévenant la dégmaddti VWF sous ACM-FCchapitre 2).

3) Le développement d'un test diagnostic rapide SALIdes formes acquises ou

constitutionnelles de VWD associées a un excesatéglyse du VWFdhapitre 3).
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CHAPITRE 1 : Le facteur von Willebrand comme biomarqueur d’anomalies de flux
dans les cardiopathies a forces de cisaillementeeées

Publication 1 : Von Willebrand factor as a biological sensor ofdaldlow in heart disease
and interventions.

Van Belle E*,_ Rauch A*, Vincentelli A, Jeanpierre lEegendre P, Juthier F, Banfi C, Rousse
N, Godier A, Caron C, Elkalioubie A, Corseaux D,fduat A, Zawadzki C, Mouquet F,
Chinetti G, Staels B, Goudemand J, Jude B, LerRihgSusen S. (*Co-auteurs). En révision.

'Department of Cardiology, Lille University HospitafEA 2693, Lille-lIl-University;
*Department of Hematology and Transfusion Lille Wmsity Hospital, * INSERM
U770&UMR_S770, Univ Paris-Sud, Le Kremlin Bicétrd,INSERM UMR 1140, Paris®
INSERM UMR 1011, UniLille 2, Institut Pasteur de Lille; EGID, France

*the authors contributed equally to the manuscript

64



Le traitement des valvulopathies cardiaques padia@agie interventionnelle a connu un
développement majeur ces dix dernieres années. ise Bn place d'une bioprothése
valvulaire aortique par voie transcathéter (Tratisatar Aortic Valve Implantation, TAVI) est
désormais possible chez les patients ayant uncigtsiment aortigue (Rao) symptomatique
mais inéligibles au remplacement valvulaire chiitasous circulation extra-corporelfé®.

La qualité de I'implantation valvulaire en TAVI esssentielle sur le plan pronostique mais
son évaluation par échographie-doppler trans-tiquacbidimensionnelle ne permet pas

toujours une évaluation fiable soulignant I'intédétméthodes alternatives.

Un déficit acquis en VWF-HPM est associé au F&bet aux assistances circulatoires
mécaniques & flux continu (ACM-FE!. Ces deux conditions ont un commun I'induction de
forces de cisaillement élevées qui favorisent figltion et la protéolyse des multimeres de
haut poids moléculaire du VWF (VWF-HPM) lors de rlquassage au sein de la valve
sténosée ou de la pompe. Les cinétiques préciappatition et de réversion de ces anomalies
gualitatives du VWF, respectivement lors de I'miibn d’'une ACM-FC ou lors de la
correction d'un Rao ne sont pas connues. Bien g@sedbnnées expérimentalgsvitro
suggerent le caractére extrémement dynamique s ihétiqued®®, cette notion n'avait

pas jusqu’ici fait I'objet d’une étude-vivo.

Nous avons émis I'hypothéese que la multimérisadlanvWF évoluait tres rapidement dans
des conditions caractérisées par de soudainestivasadans lintensité des forces de
cisaillement. Nous avons étudié la cinétique deslifitations du profil multimérique du
VWF dans trois modeles distincts associés a deaatwans aigles des conditions de flux :
apres induction puis correction d’une sténose aerte ascendante dans un modele lapin, a
l'initiation d’'une assistance ventriculaire gauga une pompe a flux continu HeartMate-II®

chez des patients en insuffisance cardiaque telengtalors d’un remplacement valvulaire
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aortique par voie percutané chez des patients ameRao sévére. Nous avons également
évalué, dans les groupes TAVI et BAV, l'intérétldemesure automatisée par le PFA-100®
du temps d’occlusion plaquettaire sur cartouchaéirine/ADP (PFA-CADP). Nous avions
comme hypothése que ce paramétre trés sensibleléfiait fonctionnel en VWE*, pouvait

refléter en temps réel I'évolution cinétique des FANPM.

Nous avons observé chez le lapin une perte sigtifie des VWF-HPM, cing et trente
minutes apres linduction d’'une sténose aigiie derle ascendante. Nous avons mis en
évidence une cinétique similairx-vivoetin-vivo, a l'initiation d’une assistance circulatoire
mécanique par HeartMate-lI®. Une restauration mpieés VWF-HPM intervient dans le
modéle lapin aprés la levée de la sténose de d¢'aascendante. Celle-ci est en effet
significative cinq minutes apres la levée du bagdiortique et compléte a trente minutes.
Une cinétique similaire des VWF-HPM est observéezdthomme apres déploiement d’'une
bio-prothése aortique (procédure TAVI), en assamiabvec une correction compléte des
anomalies de flux. A linverse, la dilatation aullbanet du Rao (procédure BAV) ne
s’accompagne que dune faible restauration des \WWM, en association avec la
persistance d’anomalies de flux au niveau de laevabrtique. De facon notable, I'étude du
PFA-CADP montre une cinétiqgue superposable a adke VWF-HPM dans les groupes
TAVI et BAV. On observe en effet une normalisatrapide et complete du PFA-CADP chez

les patients TAVI contrastant avec une correcti@ueste chez les patients BAV.

Notre étude souligne un potentiel intérét du VWkote bio-marqueur d’anomalies de flux
dans les cardiopathies a forces de cisaillemerntéte La mesure du PFA-CADP, sensible a
un déficit en VWF-HPM, témoigne en temps réel dgqualité de I'implantation valvulaire au

cours de la procédure TAVI.
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Abstract

Aims: Percutaneous aortic valve procedures are a rbagakthrough in the management of
patients with aortic stenosis (AS). In some circtanees their result can still be inadequate
while their evaluation in real-time is challengiMye hypothesized that: 1) induction/recovery
of high molecular weight (HMW) multimers of von Wébrand factor (VWF) defect, could

occur within minutes following acute changes indaldlow, 2) a bedside point-of-care assay
(PFA-CADP), reflecting HMW-multimers changes, coudd used to monitor percutaneous

aortic valve procedures.

Methods and Results:We investigated the time course of the inductiadvery of HMW-
multimers defects under conditions of instantanethenges in shear stress in an AS-rabbit
model and in patients undergoing implantation @oatinuous-flow Left Ventricular Assist
Device (LVAD). We further investigated the recovesy HMW-multimers and monitored
these changes with PFA-CADP in AS-patients undeigoiranscatheter aortic valve
implantation (TAVI) or balloon valvuloplasty (BAV).

Experiments in the AS-rabbit model and in LVAD-eatis demonstrated that
induction/recovery of HMW-multimers occurs withinmsinutes. TAVI-patients experienced
an acute decrease in shear stress and a recoveMWdf defects within minutes of
implantation. In BAV-patients, a modest improveméntshear stress and no recovery of
VWEF defects were observed. PFA-CADP profiles mireetlkHMW-multimers recovery both

in TAVI-patients (correction) and BAV-patients (oorrection).
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Conclusion:

These results demonstrate that variations in VWHimeric pattern are highly dynamic,
occurring within minutes after changes in bloodl&ssessing VWF changes overtime

with a point-of-care assay like PFA-CADP could Iseful to monitor acute changes in blood

flow during BAV and TAVI procedures.

Key Words: aortic stenosis, von Willebrand factor, blood fldeft ventricular assist device,

transcatheter aortic valve interventions, bedsidaitaring
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Introduction

Percutaneous aortic valve procedures, includingstatheter aortic valve implantation
(TAVI) and balloon aortic valvuloplasty (BAV), areecent major breakthrough in the
management of patients with aortic stenosis tAS)n some circumstances their results can
still be inadequate while their evaluation in reale can also be challenging. Among
examples are the cases of balloon valvuloplastycquhores and valve-in-valve TAVI

procedures, where an insufficient opening of thévevacan still be observed while the

recognition of the problem during the procedure meagain difficulf.

Acquired deficiency of von Willebrand factor (VWFgharacterized by a loss of high
molecular weight (HMW) multimers, is associatedhagairdiovascular disorders in which the
entire blood volume is exposed to high shear sffesishas been demonstrated that acquired
VWEF deficiency can be detected within days follogvimplantation of an axial-continuous-
flow-Left Ventricular Assist Device (LVADY. We and other$*?also demonstrated that the
VWEF deficiency present in patients with AS was eoted within days following its surgical
treatment. Based an-vitro studies, it was inferred that unfolding and clepeaf the VWF
A2 domainin-vivo could occur within 200 seconds in response toeachianges in shear
conditions®. However, the initial time course of loss/recoverly VWF HMW-multimers
following acute changes in blood flan-vivo has not yet been studied.

PFA-closure time ADP (CADP) is a highly sensitivaywto screen for HMW-multimers
defectd* and has been shown to be prolonged in patients 4hitth shear-cardiovascular
disorders” including those with A$''> As PFA-CADP can be assessed by a small whole
blood analyzer (PFA-100®) it has the potential ®oused as a bedside monitor of HMW-

multimers changes.
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We hypothesized that induction/recovery of HMW-nm#érs defect could occur
within minutes of acute changes in blood flow ineldicdoy cardiac interventions and we
further investigated the potential underlying metsims. We also hypothesized that HMW-
multimers recovery, as assessed by PFA-CADP, cbeldised to monitor in real-time the
results of transcatheter aortic valve procedures.eValuate these hypothesesvivo, we
investigated the time course of HMW-multimers lossdvery in an animal model of
reversible aortic stenosis specifically developadthat purpose. We further investigated the
time course of HMW-multimers loss/recovery andrékaited bedside whole blood assessment
(PFA-100 analyzer) in 28 patients included in th€NAY1 (Willebrand-TAVI) registry and
undergoing 1) implantation of an axial-continuolesstLVAD (HeartMate-I[1, n=8) and 2)

transcatheter aortic valve procedures, either BA¥10) or TAVI (n=10).
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Materials and Methods

Instantaneous induction and reversion of high shearstress in a rabbit model of

reversible aortic stenosis

We developed a new rabbit model of instantaneoesersible, calibrated supra-aortic
stenosis, adapted from Assad et and Godier et &f (seesupplementary methods for
details). This model allowed the evaluation in slane rabbit, of the dynamic time course of
loss and recovery of HMW-multimers. In each ralgb#17), blood was sampled, before (T0),
and after the induction of aortic stenosis (T5, )T3len the stenosis was reversed 30 minutes

after its induction and blood was sampled 5 anchBlutes after reversion (T35, T60).

Patients from WITAVI Registry

After approval from the local ethics committee, werformed a prospective registry of
patients undergoing HeartMaté4dllimplantation or percutaneous aortic valve intetigm
including clinical data collection and blood samgliduring the procedure. All patients

provided informed written consent and were incluotethe WITAVI registry.
Induction of high shear stress in patients undemgamplantation of HeartMate-Il LVAD

HeartMate-10 (Thoratec Corp., Pleasanton, California) is aralagontinuous-flow-
LVAD. lts initiation in patients represents a unggdlinical situation of nearly instantaneous
exposure of blood to high shear stress. A timesmwf VWF multimeric analysis was
performedn-vivoin 8 consecutive patients at the time of initiataf HeartMate-I[I support.
Samples were collected before (TO) and after tteof HeartMate-IlI support at 9000 rpm

(T5, T30 and T180 minutes).
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Reversion of high shear stress in patients witlia@tenosis undergoing transcatheter aortic

valve procedure

Conversely, the TAVI procedure is associated with naarly instantaneous
normalization of aortic valve arkdand represents a unique clinical situation oféinttneous
reversal of pathological high shear, while ball@amtic valvuloplasty (BAV), which consists
in a dilatation of the aortic valve without valveptacement, is associated with a modest and
inconstant improvement of the aortic valve ate@herefore patients undergoing BAV could

be used as a “negative” control in which shearsstdoesn’t reverse completely.

A time-course of HMW-multimers analysis and itsated whole blood assessment (PFA-
CADP) was performedn-vivo in 20 patients with severe aortic valve stenosisstiable
clinical condition, with a clinical need for eith@AVI (n=10) or BAV (n=10) procedures.
Both procedures were performed through a percutengansfemoral approach according to
standard practice while TAVI was performed with Bgwards-Sapien XT devitg Samples
were collected before (TO) and after the proceduite T30 and T180 minutes). Potential
improvement in shear stress conditions (transvatwglocity and gradient) was evaluated by

a transthoracic echocardiography performed befode2d hours after the procedure.

Induction of high shear stresdn-vitro using a HeartMate-1100 assist device model

Using anin-vitro HeartMate-I[l model, we first investigated the kinetics of HMWHtmmers

loss and recovery in the absence of endothelium.egoh experiment, human blood (either
heparinized or citrated) from healthy donors wasfysed in a tubing system using a
circulatory flowing pump device in which the Headdd-II® was the pump. Because the

results of the experiments performed using hepaethior citrated blood were similar, they
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are presented together. The HeartMate-ll® rotor wes to high shear (9000 rpm), as
achieved in patients implanted with HeartMate-1t®,to low shear (3000 rpm). We further
assessed the role of VWF proteolysis as a mechamslerlying the loss of HMW-multimers

in this model (see supplementary methods).

Laboratory assessment

VWF antigen (VWF:Ag, Sta Liatest, Diagnostica Staw.) and VWF propeptide (VWFpp,
Lifecodes VWF & Propeptide Assay, Gen-probe®) lsewekre measured by ELISA. VWF
activity was assessed by a latex immunoturbidiroetsisay (Innovance® VWF Ac; Siemens
Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany). As aor was the detection of changes in
HMW-multimers we choosed to perform experiments using gels with low agarose
concentrations'?’. VWF multimeric analysis was performed as previputescribed. The
results are expressed as a ratio to normal poddedna (NP, standard human plasma Siemens
healthcare diagnostics, Marburg, Germany). Immuedpitation/western blot analysis was
performed to measure VWF proteolysis fragments @é 140kDa) (see the supplementary

method section for details).

PFA-CADP was assessed by platelet-function analyeA-100®, (Siemens Healthcare

Diagnostics, Marburg, Germany) using ADP cartridgesA-CADP, normal range=68-

121sec) as previously describetf

VWF:Ag and VWF multimeric analysis were newly dey@td for rabbits. Loading of the

electrophoretic gels was normalized for VWF:Ag @mit The results are expressed as

relative to baseline values determined for eachabhi
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Statistical analysis

Data were expressed as means (xSD), unless indio#terwise. Multiple time comparisons
were performed using repeated measures of 1-way \WWNQVhen appropriate, time points
were compared with a Wilcoxon rank test for paioedvann Whitney for unpaired groups. P

values <0.05 were considered statistically sigariic
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Results

Instantaneous induction and reversion of high shearstress in a rabbit model of

reversible aortic stenosis

In the AS-rabbit model, a significant decrease MW-multimers was observed 5 minutes
(0.76+0.13;p<0.01) and further 30 minutes (0.74F}p80.01) after stenosis induction when
compared to baseline values (Fig 1). Converselig@ifeant increase in HMW-multimers
was already observed 5 minutes after reversal efstienosis (0.89+0.12;p<0.01). Thirty
minutes after the reversion, a complete recovery HMW-multimers was observed

(0.98+0.10) (Fig 1).

Rapid loss of HMW-multimers after induction of high shear stress in patients

undergoing HeartMate-Il [0 implantation

The kinetics of HMW-multimers loss in human bloodisvstudied at the time of
HeartMate-10 implantation in 8 consecutive patients (6 maled arfemales, aged 59+12
years). A significant time-dependent loss of HMWHimoers was observed after initiating the
pump (rotor set 9,000 rpm) reaching 0.86+0.37, 0.69+0.32 and (48B3 at 5min, 30min
and 180min respectively (p<0.01, Fig 2C and 2D}xignificant time-dependent increase in
intermediate (I) plus low (L) MW mirroring the lossf HMW-multimers was observed
reaching 1.11+0.11 at 180 min compared to 1.01+@i0OBaseline (p<0.05). Consistent with
the loss of HMW-multimers, a time-dependent de@eas/WF:Act/VWF:Ag ratio was also

observed reaching 0.90+£0.13 at 180 mm vs 1.06x@i23aseline (p<0.05).
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These findings were further investigated in the&itro HeartMate-I[l model. In the
in-vitro HeartMate-I[1-model, when whole human blood was submitted tt Isigear stress
(rotor set at 9,000 rpm), a progressive and tinfeeddent loss of HMW-multimers was also
observed. The loss of HMW-multimers was more prowed after 5 minutes than in LVAD-
patients and was complete after 180 min (p<0.006d;2A and B). The role of VWF-
proteolysis was verified by: 1) a time-dependertrease in specific VWF proteolytic
fragments (140 and 176kDa) in patie(@sippl Fig 1A), and 2) an absence of time-dependent
loss of HMW-multimers when spiking EDTA before punmgiation in-vitro (suppl Fig 1B).
The shear-dependency of HMW-multimers loss was aksified by setting the rotor of

HeartMate-10J at 3,000 rpm (Suppl Fig 1C).

A potential role of acute endothelial release of MW\ attenuating the loss of HMW-
multimers observed in patients was evaluated bysoreay VWFpp.In-vitro, as expected, no
change in VWFpp was observed overtime (89+27 atrh80vs 89+32 at baseline, ns). In
patients, a time-dependent increase in VWFpp wasrobd. This VWFpp increase, already
significant 5 minutes after initiating the pump 8&284UlI/dL vs 259+139Ul/dL at baseline,
p=0.01), was still apparent after 30 minutes (532t1l/dL) and 180 minutes

(560140U1/dL).

HMW-multimers increase rapidly after reversion of pathological high shear stress in

patients undergoing TAVI procedure

The effect of the reversion of high shear on the /Wultimeric pattern was studied
in 20 patients with AS requiring to undergo eitB#V (n=10; 5 males and 5 females; aged

8216 years, LVEF=53+10%) or TAVI (n=10; 6 males afidemales; aged 84+5 years,
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LVEF=55%£13%). All patients had NYHA class 3 or 4damo patient had decompensated heart
failure. Reversion was further studied in thevitro HeartMate-II® assist device model which
represents the correction of high shear in a medgiout endothelium. As expected, in
patients with AS a HMW-multimers defect was obsdrae baseline (0.50+0.18 compared to

NP), whereas increased levels of IMW+LMW multimg8+0.04) were present.

In patients treated with TAVI, the procedure resdlin a near normalization of shear
forces (max transvalvular velocity from 4.47+0.41shat baseline to 1.81+0.43 rif.gfter
valve replacement; p<0.001) inducing a marked reollicin mean transvalvular gradient
(53.04£9.2 mmHg to 7.6£3.1 mmHg; p<0.001, Fig.3)o3& treated with BAV experienced a
modest improvement in shear conditions (max tramslar velocity from 4.47+0.25msat
baseline to 3.88+0.65nt safter BAV; p<0.05) and, as a consequence, a matisease in

mean transvalvular gradient (49.6+3.8 mmHg to 3534 mmHg; p<0.05, Fig.3).

In patients undergoing TAVI, the amount of HMW-nmiumérs nearly doubled at 5
minutes after valve implantation (0.87+£0.24, p=0.Gthd an almost complete recovery was
observed after 180 min (p<0.0001; Fig 4A and4B)gdiber with the HMW-multimers
recovery, a significant time-dependent decreadM@df+LMW multimers already significant
at 5 min (1.03+0.05) and peaking at 180 min (0.98%p was observed (p<0.01). A time-
dependent correction of VWF:Act/VWF:Ag ratio wass@lobserved (from 0.85+0.13 at

baseline to 1.08+0.21 at 180min, p<0.05).

BAV procedures did not increase significantly theoaint of HMW-multimers
(0.58+0.2, 0.66+0.25, 0.64+0.15, at 5, 30 and 1&utes after BAV respectively; p=0.21,
Fig 4C and 4D). No significant time-dependent cleng IMW+LMW multimers nor in

VWF:Act/VWF:Ag ratio were observed.
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Additional experiments were used to understanddhe of the vascular endothelium
in the reversion process using thevitro HeartMate-IlJ model. Reversion was further
studied in than-vitro HeartMate-II® assist device model which represéiméscorrection of
high shear in a model without endothelium. Highasheas induced for 3 hours (9,000rpm),
then the blood flow was submitted to low shear gltching the speed from 9,000 rpm to
3,000 rpm) for the next 3 hours, mimicking revermsfpathological high shear. As expected
in the absence of endothelium, no recovery of HMWtmmers was observed in this model
(Suppl Fig 2).

A potential role of the vascular endothelium in Hl&W-multimers recovery was also
evaluated by measuring the VWFpp levdlging TAVI and BAV procedures. In TAVI
procedures, VWFpp significantly increased 5 minutes after valve inmpégion
(195+63Ul/dL), and further after 30 (215+100Ul/dland 180 minutes (429+195Ul/dL;
p<0.01) when compared to baseline (168+71Ul/dL)BWV procedures, VWFpp did not

increase significantly overtime (275£136Ul/dL aD18in vs 199+107Ul/dL at baseline, ns).

Real-time monitoring of HMW-multimers recovery by PFA-CADP in percutaneous

aortic valve procedures

As expected and mimicking the VWF multimeric prefilcharacterized by reduced
HMW-multimers, PFA-CADP was prolonged in AS-pat®ii252+68sec). In TAVI-patients,
a time-dependent correction of PFA-CADP was obser(#3+51sec, 116+40sec and
94+26sec at 5, 30 and 180 min respectively, p<@.06) 5). By contrast, in BAV-patients
no significant change in PFA-CADP was observed tower (212+ 61, 204+ 71, 219+76 at 5,

30 and 180 min, p=0.69, Fig 5).
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Discussion

The present study, performed in three clinical doomas and one animal model in which the
entire blood volume is exposed to high shear steEmonstrates that acute changes in blood
flow are associated with highly dynamic consequsnoe the VWF multimeric profile,
occurring within minutes. It demonstrates the keles of HMW-multimers proteolysis and
VWF multimers release by the vascular endotheliumthose acute changes of VWF-
multimeric profile. It further demonstrates thatdbile whole blood assessment (PFA-
CADP), reflecting HMW-multimers changes, could tsd in clinical practice to monitor in
real-time the quality of the results of percutargeaortic valve procedures. Altogether these
results provide the first integrated demonstratitat VWF can be considered as a biological

sensor of blood flovin-vivo.

Dynamic variations in HMW-multimers in response toacute changes in blood flow

The present study is the first one to demonstratevariations in VWF-multimeric profile in

response to acute changes in blood fiowivo are highly dynamic.

While it has been demonstrated that the loss of HMWimers could be observed the day
after the initiation of LVAD suppotf, the initial response of VWF-multimers following
induction of high-shearin-vivo was unknown. The dynamic onset of shear-induced
proteolysis of HMW-multimers has been extensivedgatibedin-vitro'**°**! Hence, when
subjecting VWF to high shear forces, unfolding afige VWF multimers has been shown to
occur in less than 1m- vitro and VWF cleavage was inferred to be effective withO0
secondsin-viva'®, The present study confirms that the loss of HM\Mtimers follows a
similar time framein-vivo, and occurs almost immediately after the inductbmigh shear
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stress.Indeed a significant decrease in HMW-multimers vdoserved 5 minutes after
induction of high shear, both in rabbits submittedan acute AS and after initiation of
HeartMate-IJ support at high speed (9,000 rpm). Additional expents performed in the
HeartMate-I1LI-LVAD model further confirmed the shear-dependenéyHMW-multimers
loss; a rapid loss of HMW-multimers was observedtigh speed (9,000 rpm), while no loss
was observed at low speed (3,000 rpm).

While HMW-multimers recovery has been observed witthays after aortic valve surgical
replacement in AS-patieris no information was available on the initial phaseorrection

of AS. A major finding of this study is to demorater a nearly immediate recovery of the
HMW-multimers upon reversion of the high-shear abads while no recovery was observed
in the absence of correction. In the rabbit model ia AS-patients undergoing TAVI, HMW-
multimers recovery was observed 5 minutes afterection of aortic stenosis. In AS-patients
undergoing BAV and in whom only a weak reductionsimear forces was achieved, no

consistent HMW-multimers recovery was observed.

HMW-multimers proteolysis as a shear-dependent pragss

VWEF shear-induced proteolysis considered the main mechanism underlying theliesd
HMW-multimers defect observed in “high-shear cavdscular conditions”, such as aortic
stenosis or continuous-axial-flow-LVAD supptit The present study provides new
experimental evidence that proteolysis links thduation of high shear to the nearly
immediate loss of HMW-multimers. First, in the Hddate-IIC1-LVAD patients, the loss of
HMW-multimers was associated with an increase inF/pvoteolytic fragments. Second, the
loss of HMW-multimers at initiation of high sheanralitions was blunted when a protease

inhibitor (EDTA) was added to the-vitro device model. Finally, the increase in IMW and
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LMW multimers as seen in HeartMateéJdHLVAD-patients and the decrease of IMW and
LMW multimers seen in TAVI-patients are also cotei$ with this hypothesis. Altogether
these results further re-enforce that shear-indusexleolysisis the major mechanism
underlying the acquired HMW-multimers loss observied “high-shear-cardiovascular

disorders”.

Vascular endothelium and recovery of HMW-multimersdefect

The inhibition of HMW-multimers proteolysis is nstfficient to explain alone their sudden
rise in TAVI patients, unless new VWF moleculesugiate in the blood. This question was
investigated by measuring VWFpp, which reflects taee of endothelial VWF release at
steady-state conditioffs In patients undergoing TAVI, an increase in VWFprlicative of

an acute release of VWF by the vascular endothehlwas observed. This demonstrates that
in combination with the acute inhibition of HMW-ntimhers proteolysis, an acute release of
VWF multimers is providing the requested condition the acute recovery of the HMW-

multimers defect.

Recent studies have demonstrated that an increa$e iarterial luminal pressure is able to
induce an acute release of VWF by the vascularteetiont®. In our study, the observations
of a sudden rise in VWFpp in situations where atrdase of arterial luminal pressure is
observed (such as TAVI- or HeartMaté&HLVAD patients), and the lack of VWFpp increase
in a model without endothelium (such as the Heat¢M&I1-LVAD model), is consistent with

this hypothesis.

Altogether this suggest that in TAVI-patients, thewly provided multimers, in response to

the increased arterial luminal pressure, are ngdosubmitted to local abnormal high shear
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and proteolysis when passing through the valves tiesulting in an ultimate increase in the

proportion of HMW-multimers (Fig 6).

PFA-CADP to monitor in real-time the result of aortic percutaneous interventions

Per-procedural evaluation of the result of aortiercptaneous interventions, an
important time as corrective measures can stillbéertaken, remains a challenging issue.
There is therefore a critical need for a quick eglthble method of evaluation of the results of

these interventions.

PFA-100®, which is a whole blood functional testpsimary haemostasis, has been
shown to be highly sensitive to HMW-multimers déskt A major finding is that a rapid
correction in PFA-CADP, reflecting HMW-multimerscmvery, was observed in patients
undergoing TAVI, while no significant change wasetved in those undergoing BAV. This
demonstrates that PFA-100 can reflect in “real-timeute shear modification and evaluate

the quality of the results of transcatheter aarilve procedures.

PFA-CADP could therefore be used to monitor suchce@dures in some critical
circumstances. While BAV is a useful procedurejsitassociated with a highly variable
improvement in aortic valve area. The use of adarballoon may provide further
enlargement of the aortic valve at the risk of se\a®rtic regurgitation. Such choice is further
complicated as the benefit of BAV is difficult tvauate accurately during the proceduta
such a case the lack of improvement of PFA-CADRhm catheterization laboratory could
provide additional informations and guide the mabdecisions to use a larger valvuloplasty
balloon. Similarly, while TAVI is often performedh ipatients with a degenerated biological
prosthesis in the so-called Valve-in-Valve proceduhne result can be hampered by the high
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residual transvalvular gradient due to a prosthasisthesis mismatch. The development of a
broader size choice and fully retrievable devicel$ pvovide the opportunity to adapt the
initial choice during the procedure pending thabstinesis/prosthesis mismatch can be
accurately and quickly recognized. In this situatadso, the lack of improvement of PFA-
CADP could help the medical decision while the guatiin still in the catheterization

laboratory.

Study limitations

The number of patients included in this study cdadcconsidered as limited. This was largely
a consequence of the translational approach o$toidly and of our goal to provide a real-time
assessment of the processes involved. We beli@testith an approach favouring multiple
“clinical situations” and the assessment of muitiiime-points in each “clinical situation”
rather than a high number of subjects in each i@dinsituation” was more adapted to our
research. It did not preclude the detection of ifgant differences, while the findings

obtained in one situation allowed further validataf the findings from another.

While the rabbit model allowed us to investigatseifoffset of loss of HMW-multimers, the
underlying mechanisms could not be investigatedham same model due to the lack of
specific reagents for rabbits. However, these masha were investigated using the
HeartMate-IL-LVAD model and in patients undergoing transcathetortic valve

procedures.

The use of multimeric analysis of VWF as a biomadeblood flow is potentially limited by
the fact that it is a time-consuming technique sTissue was offset, however, by the use of a

point of care PFA-CADP assay which renders our fag®n clinically relevant.
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Clinical perspective: VWF as a biological sensor délood flow

Although this was previously speculated basedhexitro findings, our results provides the
first integrated demonstration that circulating V\&€ts as a biological mechanosensor and a
dynamic marker of changes in blood flawvivo. This observation, together with the recently
described pleiotropic function of VWF suggests a key role WVF as a biological

transducer of changes in blood flow.

In addition, the mechanosensor property of VWFassessed with a point of care assay,
could be useful in clinical practice to monitor sewchanges in blood flow (e.g during
procedures such as BAV and TAVI), and to assist ttierapeutical decision in critical

circumstances.
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Figures

Figure 1. Dynamic loss and recovery of HMW-multimes in a rabbit “reversible” aortic

stenosis model

A: Quantitative analysis of HMW-multimers (relative baseline) after induction and

reversion of aortic stenosis (repeated ANOVA, pd&Odverall; n=17). Significant loss of

HMW-multimers 5 minutes and 30 minutes after inductof stenosis (p<0.01 vs baseline)
and immediate recovery 5 minutes and 30 minutes aftversion of stenosis (p<0.01 vs 30
minutes post induction) were observed.

B: Representative profile of VWF multimeric patteras the different time points after

induction and reversion of stenosis in one rabbit.

C: Densitometric analysis of electrophoretic gel imggkack arrows indicate the front of

migration, NP=normal human pooled plasma).

Figure 2: Immediate loss of HMW-multimers upon high shear stress at initiation of

axial-continuous-flow HeartMate 11 0 device

A: Quantitative analysis of HMW-multimers (relativetormal human pooled plasma) after
perfusion of human whole blood under high sheaditmms (9000 rpm) in the HeartMate-
1O (HM 1) in-vitro model (repeated ANOVA, p<0.0001 overall; n=10)significant loss of
HMW-multimers occurred overtime, already signifit&minutes after HeartMatektll start

(p<0.01 vs baseline) and complete at 180 minutes.

B: Representative time course of HMW-multimers los#h( densitometric analysis) after

initiating the HeartMate-II in-vitro.

C: Quantitative analysis of HMW-multimers (relative hormal human pooled plasma) in
patients undergoing initiation of HeartMatéilisupport (repeated ANOVA, p<0.01 overall;
n=8). A significant loss of HMW-multimers occurreavertime, already significant 30
minutes after initiating the HeartMate-ll support (p<0.01 vs baseline).

D: Representative time course of HMW-multimers losgth densitometric analysis) after
initiating the HeartMate-II supportin-vivo. (B and D: black arrows indicate the front

migration, NP=normal human pooled plasma).
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Figure 3: Pre and post-procedural transvalvular eclcardiographic aortic valve
evaluation in patients undergoing transcatheter adic valve interventions

A: Evolution of the maximum aortic velocity after TAWr BAV procedure. Procedure
induced a near normalization of mean aortic veyoicitTAVI patients. Although significant,
only a modest improvement was observed in BAV pidie

B: Evolution of the mean aortic transvalvular gratliefter TAVI or BAV procedure.
Procedure induced a near normalization of meanicatnansvalvular gradient in TAVI

patients. Although significant, only a modest impgment was observed in BAV patients.

Figure 4: Time course of HMW-multimers recovery in patients with severe aortic
stenosis undergoing transcatheter aortic valve intgentions

A: Quantitative analysis of HMW-multimers in patienisdergoing correction of aortic
stenosis by TAVI (repeated ANOVA, p<0.0001 overai10). HMW-multimers recovery
was significant 5 minutes after valve implantati@x0.05) and complete at 180 minutes
(p<0.01).

B: Representative time course of VWF multimeric patt@vith densitometric analysis) in a
patient undergoing TAVI procedure.

C: Quantitative analysis of HMW-multimers in patientsdergoing BAV procedure (repeated
ANOVA, p=0.21 overall; n=10). No significant charsge VWF multimeric pattern occurred
after valve dilatation.

D: Representative time course of VWF multimeric patt@vith densitometric analysis) in a

patient undergoing BAV procedure.

Figure 5: Real-time assessment of changes in VWF iitimeric pattern with PFA-CADP

in patients undergoing transcatheter aortic valventerventions.

In TAVI-patients, a time-dependent correction of APEADP was observed (repeated
ANOVA, p<0.0001). In BAV-patients, no significantrte-dependent change of PFA-CADP

was observed.
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Figure 6: VWF as a biomarker of transcatheter aortt valve interventions

A loss of VWF HMW-multimers is observed in severati stenosis consecutive to an
increase in shear-induced proteolysis of VWF thioulge pathological aortic valve. A
recovery of VWF HMW-multimers is observed earlyeafa TAVI-mediated new aortic valve
implantation whereas VWF multimeric profile remainachanged after a BAV-mediated
aortic valve dilatation. We proposed that the ticwmrse of HMW-multimers recovery
following TAVI procedure is mediated by two mechems dependent on the correction of
aortic stenosis: 1) A normalization in local aortia@nsvalvular shear stress conditions
preventing the proteolysis of circulating HMW-muiers through the implanted aortic valve.
2) An increase of HMW-multimers release by the uéatendothelium secondary to an
increase in arterial luminal pressure. Finally Pfedside assessment reflecting HMW-
multimers changes could be used clinically to mamiih real-time the results of transcatheter

aortic valve interventions.
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Von Willebrand Factor As A Biological Sensor Of Bl@md Flow To Monitor

Percutaneous Aortic Valve Interventions: Insights Fom The Witavi Reqistry

Supplementary Appendix

Supplementary methods

Rabbit model of reversible aortic stenosis

Animals

All experiments were conducted in syngeneic male/ Mealand rabbits weighing 2.7-3 kg,
of the same blood group. Animals were obtained ftbem CEGAV Breeding Colony (Les
Hautes Noés, St Mars d’Egrenne, France). Rabbite Weused in individual cages under
standard conditions of temperature (14—-20°C) agldt I{12 h per day) with food and water
provided ad libitum. All experiments were conductedaccordance with the European
Communities Council directive (86/609/EEC) aftempmagval was obtained from the local
Ethics Review Board of Lille University, and confoed to the US National Institutes of
Health guidelines for the care and use of laboyatoimals. Anaesthesia, ventilation and
monitoring were performed as previously described

Aortic stenosis and reversion

An adjustable silicone vascular clamp, consistihg banding ring, a connecting tube and an
inflation reservoir (Harvard Apparatus, Hollistddent, UK), was placed on the ascending
aorta to induce a controlled circumferential sténaddon-inflated, the device was adjusted to

the outside diameter of the aorta while inflationtloe vascular clamp with a predefined
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volume allowed a reproducible stenosis. The voluwmas defined to obtain a reduction in
cross sectional area >75% as observed in patieittissevere aortic stenosisInflation and
deflation using this device were performed in I#san 5 seconds thus stenosis and its
reversion were immediate.

Blood sampling

Blood samples were collected through a carotidyatatheter. Blood samples were obtained
before stenosis (baseline), after induction ofiaatenosis (T5, T30). Then the stenosis was
reversed 30 minutes after its induction and blocas veampled 5 and 30 minutes after
reversion of the stenosis (T35, T60). Blood losgosdary to blood sampling was
compensated by continuous isotonic NaCl infusiantiie carotid catheter. At the end of the
experiment, once the time course was completediitealvere sacrificed by injection of a

2mL of T-61 (Tanax ®). VWF antigen and multimeriofile were analyzed.

VWEF antigen and VWF multimeric analysis in rabbits

All samples were collected in 0.129 M trisodiumraié tubes (9NC BD Vacutainer,
Plymouth, UK) and centrifugated at 2500 g for 15wutes. Poor-platelet plasma (PPP) was
frozen and stored at -80°C until analysis.

Rabbits PPP-samples were tested for VWF antigenKM\) by Elisa as recommended by
the manufacturer (Cedarlane® CL20403K). Resultevwepressed relative to baseline values
observed for each animal.

Rabbits PPP-samples were subsequently tested fd¥ WMdtimeric patterns via 1.4% SDS-
agarose electrophoresis as previously describechdioran samples , excepting for the
revelation step. Loading of SDS-agarose gels wamalized for VWF:Ag content. The
revelation step was adapted for rabbit specieggusipolyclonal anti-human VWF antibody

(Cedarlane® CL20403K), cross-reacting with rabbWk, that was conjugated to alkaline
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phosphatase enzyme (Lynx rapid alkaline phosphatag@dody conjugation kit, AbD
serotec®). VWF multimeric pattern was detected akaline phosphatase-mediated
NBT/BCIP (Nitroblue Tetrazolium / 5-Bromo- 4-Chle®Indolyl Phosphate) hydrolysis.
HMW-multimers were determined using densitometgarging. Results were expressed

relative to baseline values determined for eachitab

HeartMate-1l I assist device model

Anticoagulated whole human blood (250 mL) was petlin a circulatory perfusion system
incorporating a HeartMate-ll® pump (Thoratec Cor@leasanton, California).Two
cylindrical tubings (1x2 x 3/32 xs; Sorin Group llapt®) were used to connect the device.
The inlet and outlet ducts of the HeartMate-1I® weonnected with these two tubings to
obtain a closed circuit. HeartMate-II® rotation wset to 9,000rpm. Samples were taken 5
min before the onset of perfusion (baseline) aner & min (T5), 30 min (T30) or 180 min

(T180).

Assessment of VWF proteolysis as underlying mecham of HMW-multimers loss

induced by HeartMate-I1 O support

Spiking experiments in the presence of EDTA

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA 10mM -Sigma®)s spiked in whole human blood
before the initiation of the HeartMatd-llpump. Subsequently blood was perfused under high
shear conditions (9,000rpm). Blood was sampledrbefte onset of perfusion (TO) and after

5 min (T5), 30 min (T30) or 180 min (T180).
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VWEF proteolysis fragments analysis by immunopredipn/western-blot

VWEF proteolysis fragments were assessed in 3 HedeaM-patients via western-blot
analysis of immuno-precipitated VWF. VWF was immprecipitated using rabbit
polyclonal anti-VWF antibodies (50g/ml beads; Dako, Glostrup, Danmark) adsorbed onto
Protein-G coated magnetic beads (Dynabeads Pr@telinvitrogen, Saint Aubin, France) for
2 h at room temperature. After extensive washing RBS/0.1 % Tween-20,
immunoprecipitated VWF was released from the bedms 5 min incubation at 100°C in 30
uL PBS/10uL NuPAGE-LDS 4xsample buffer (Life Technologies,raAubin, France) in
the presence of 2 mM dithiothreitol. Electrophasesias performed using discontinuous 4-
12% SDS-page (Invitrogen). After transfer to an lofmon P membrane (Millipore,
Molsheim, France), the presence of VWF proteolfreigments was revealed via incubation
with a pool of 10 distinct monoclonal antibodiesagnizing distinct epitopes of VWF (10
ug/ml). Bound antibodies were probed using perogihbeled goat antmouse antibodies
(dilution 1:500; Santa Cruz, Heidelberg, Germanyjl aisualized with SuperSignal West
Pico Enhanced Chemiluminescence Substrate (Th&isober Scientific, Villebotsur
Yvette, France). Blots were analyzed via Imatyel software
(http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) in order to@ntify uncleaved VWF (225 kDa bands)

and VWF proteolysis fragments (140 kDa and 176 kBxads).

Shear-dependency of the loss of HMW-multimers

Anticoagulated whole human blood was perfused eitineler high shear stress (pump set at
9,000rpm) or low shear stress (pump set at 3,00ayitons for three hours. Blood was

sampled before (baseline) and after starting tmeg(r's, T30 and T180 minutes).
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Supplementary legends to figures

Figure S1. Shear-induced proteolysis as the underlyg mechanism of the loss of HMW-
multimers of VWF after initiation of HeartMate-Il [1 support

A: VWEF proteolysis was assessed via Western blalyars. A Representative time course of
immuno-precipitated VWF proteolytic bands (140 ahiéb kDa bands) under high shear
conditions (9,000rpm) and densitometric integratodr8 western blots obtained in patients
undergoing implantation of HeartMatd-lILVAD are presented. Results (meantSD) are
expressed as a ratio versus baseline. A time-depémttrease in immuno-precipitated VWF
proteolytic bands was observed.

B, C: In-vitro, no loss of HMW-multimers was observed under tegbkar conditions (9,000
rpm) when spiking a protease inhibitor (EDTA 10mifore pump initiationE) nor at low
shear (3,000 rpm)Q).

Figure S2. Absence of HMW-multimers recovery aftereversion of pathological high
shear in the HeartMate-IIOJ assist device model

Whole human blood was submitted to high shear @@) during 3 hours and then to low
shear for the next 3 hours (3,000 rpm) by switchhmg pump. The VWF multimeric profile
remained unchanged after the offset of high shieess
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Figure 1
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Figure 2
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Maximum aortic velocity

Figure 3
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Figure 4

A TAVI ¢ BAV
p<0.0001 ) . p=0.21
o 15 T 215
10} [0}
= 2
g T T g
2 10 £ 1.0
: : =
[0} g ey (3]
E =
= 05 % L £ 051 ? -
= £
% 00 : : . ; % 0.0 T T v -
i 5 30 180 Time (min) i) 5 30 180 Time (min)
B TAVI D BAV
HMW HMW
s 2
2 2
= —_—0
— 5
—_— fgo 180
Migration front > Migration front
NP 0 5 30 180 NP 0 5 30 180
TAVI BAV

99



Figure 5
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Suppl Figure 1
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Suppl Figure 2
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CHAPITRE 2 : Prévention de la dégradation du VWF soas ACM-FC

Publication 2: Antibody-based prevention of von Willebrand faadegradation mediated by
circulatory assist devices

Rauch A, Legendre P, Christophe OD, GoudemandniBedle E, Vincentelli A, Denis CV,
Susen S, Lenting PJ. Thromb Haemost. 2014 Jul 25L1(Epub ahead of print)
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La protéase plasmatique ADAMTS13 régule la tailles dnultiméres de VWF
plasmatique et ainsi leur fonction pro-hémostatidies bases moléculaires de la protéolyse
du VWF par TADAMTS13 ont été amplement étudiées dernieres années. Le clivage du
VWEF intervient au niveau d’'une liaison peptidiqueique, Y°*>M**% localisée au sein du
domaine A2. Cette protéolyse nécessite un alignensstéquat du site catalytique
métalloprotéase de TADAMTS13 et du domaine A2 diWW, obtenu grace a une interaction
préalable de ces deux molécules au niveau de diff@rexosites. Concernant le VWF, les
exosites impliqués dans cette interaction sontliss au niveau des domaines A2 et D4,
mais seul ce dernier est accessible spontaném&ADAMTS13. En conditions de flux
normales, le VWF plasmatique circule en effet soms conformation globulaire, au sein de
laquelle les exosites et le site de clivag@®¥M**® du domaine A2, profondément enfoui
dans la molécule, sont inaccessibles a TADAMT3i&gn que l'interaction entre le domaine
A2 du VWF et TADAMTS13 soit un pré-requis a la peolyse du VWF par TADAMTS13,
cette liaison n’'intervient que dans certaines cion associées a une élongation des
multimeres de VWF. Ce mécanisme de régulation neéeaaymatique protege le VWF natif
d'une dégradation spontanée par I'ADAMTS13 dans flax sanguin et limite
physiologiquement I'action de 'ADAMTS13 a certainesituations spécifiques a risque
thrombotique :1) LADAMTS13 protéolyse les méga-timakres endothéliaux de VWF, dés
leur sortie des corps de Weibel-Palade, préveniasi & libération dans le sang de ces
formes hyperfonctionnelles de VWF. 2) Le VWF li&auaquettes, au sein du thrombus en
formation, a également une conformation étendueoréble a sa protéolyse par

TADAMTS13, qui contribue ainsi a limiter la croiasce du caillot.
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Deux pathologies témoignent chez I'homme de l'in@ace physiologique de la protéolyse
du VWF par TADAMTS13. Un déficit fonctionnel séve@en ADAMTS13 est associé a une
micro-angiopathie thrombotique : le purpura throtithee thrombocytopénique (PTTA
l'inverse, une protéolyse excessive du VWF par IMBTS13 peut se voir dans différentes
formes héréditaires ou acquises de maladie de héliel (VWD), et se manifester par des
hémorragies séveres. Ceci est le cas de la VWD 2A mais aussi des syndromes de
Willebrand acquis associés au rétrécissement aerifRao) ou aux assistances circulatoires
mécaniques a flux continu (ACM-FC). Ces deux deasieconditions sont caractérisées une
perte des VWF-HPM, une augmentation des produitsdéigradation du VWF et une

incidence élevée d’hémorragies cutanéo-muqueugamnwent digestives.

Les hémorragies digestives sous ACM-FC constitugntéritable enjeu thérapeutique en
raison de leur prévalence élevée et de leur impagatif en termes de survie et de qualité de
vie. Leur survenue complique singulierement lagoas charge des patients sous ACM-FC,
chez qui une anticoagulation curative est indigaéeprévention primaire d’événements
artériels thrombotiques. Ces hémorragies digestirdrgessent classiguement aprés le
traitement de l'anomalie causale : remplacementwaire aortique ou greffe cardiaque.
Cependant, cette derniere option est rarement agedble pour les patients sous assistance
ventriculaire gauche, en raison de la pénurie esffars cardiagues ou d’éventuelles

comorbidités contre-indiquant la greffe.

Un traitement préventif ou curatif du syndrome ddlahrand acquis associé a un
excés de protéolyse du VWF par 'ADAMTS13, con&ifit une réelle avancée
thérapeutique pour les patients sous ACM-FC. Leeldppement de molécules ciblant

spécifiguement un des exosites impliqués dansaiaoin VWF-ADAMTS13 semble une
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approche fondée car cette interaction est nécegsair permettre la protéolyse du VWF. De
plus, une telle approche est théoriguement compatibec le maintien d’'une protéolyse

résiduelle du VWF et semble donc associée a uneifajble de PTT pharmaco-induit.

Nous avons testé deux classes de molécules datesogique : une librairie d’anticorps
monoclonaux anti-VWF ou anti-ADAMTS13 issus de otds d’hybridomes murins et des
fragments recombinants de VWF ou d’ADAMTS13 proslugar transfection stables de
cellules eucaryotes BHK (Baby Hamster Kidney).

Dans un premier temps, nous avons ciblé comme milekcd’intérét celles inhibant
partiellement la liaison du VWF a TADAMTS1®-vitro. Cette étape de dépistage a reposé
sur un test d'immunoadsorption permettant la meslgela liaison entre VWF purifié
d’origine plasmatique et ADAMTS13 recombinante himeaen présence d’EDTA. Nous
avons ainsi identifié les fragments A2-Fc et l'antps 508 (Ac508) comme potentiels
inhibiteurs candidats.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié le peteles deux molécules sélectionnées a
inhiber la protéolyse du VWF par 'ADAMTS13 en cdatmohs de flux in-vitro. Ces
conditions ont été artificiellement reproduites slam modele de mini-vortex, permettant une
consommation tres limitée de réactifs. Nous avams ao-incubé VWF et ADAMTS13 dans
un aliqguot & PCR pendant une heure sur un minexceh présence soit du fragment A2-Fc,
soit de I’Ac508. Aprés arrét de la réaction par BDTa protéolyse du VWF a été évaluée
semi-quantitativement par I'analyse de 'augmentattu non des fragments de protéolyse du
VWEF (140 et 176 kDa) dans ces différentes conditidim mise en évidence des fragments de
protéolyse s’est effectuée par Western blot avepréalable une étape d’enrichissement des
échantillons en VWF par immuno-précipitation. Sd#c508 s’est révéler inhiber la

protéolyse du VWF par TADAMTS13 dans ces condi@xpérimentales.
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Nous avons ensuite voulu caractériser le modeidiaet le potentiel a visée thérapeutique de
’Ac508. La compréhension du mécanisme d’actior’4e508 a nécessité la localisation de
son épitope. Celle-ci s’est effectuée en deux étapeut d’abord, nous avons évalué
linteraction de I'Ac508 a différents fragments déWF d’origine recombinante ou
enzymatique en ELISA et en immuno-dot. Nous avamsi éocalisé I'épitope de cet anticorps
dans la partie distale du domaine D4 du VWF. Nreoums ensuite testé un panel de peptides
synthétiques biotinylés chevauchants correspondarés séquence en acides aminés de la
partie distale du domaine D4. Nous avons ainsiitdtpitope de I'’Ac508 a une courte
séquence polypeptidique de 12 acides aminés audseidomaine D4. Le domaine D4
comporte un épitope qui permet la liaison du VWE&fnsous sa conformation globulaire a la
partie distale de 'ADAMTS13 (domaines TSP5-8 et BEIP). Cette liaison VWF-
ADAMTS13 est nécessaire mais non suffisante poumettre la protéolyse du VWF par
TADAMTS13. Au total, nous avons deéduit le mécanermd’action suivant: I’Ac508 en
inhibant I'étape initiale de l'interaction VWF-ADAMS13 permet une inhibition de la
protéolyse du VWF par TADAMTS13.

Nous avons ensuite effectué la caractérisationhiitique de I’Ac508 pour évaluer son
intérét a visée thérapeutique. Son affinité poW\léF a été estimée par la technique « bio-
layer interferometry » (BLI) & l'aide de I'Octet dfeBio®). La BLI est une technique
analytique basée sur le principe d'interférométqtique, qui permet de mesurer en temps
réel l'interaction entre 2 ligands a la surfacen#Uibre optique. La BLI permet ainsi de
déterminer les constantes cinétiques de vitesssal#tion et de dissociation (kon, koff) et
laffinité a I'équilibre de la réaction (K. Cette technique est peu consommatrice
d’échantillon et s’avere performante pour I'étudéctiantillons purifiés. L'Octet a mis en

évidence une interaction dose-dépendante et wit@finoyenne entre '’Ac508 et le VWF.
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Nous avons ensuite estimé le pouvoir inhibiteur I#e508 via un test d’inhibition
compétitive de la liaison VWF-ADAMTS13 en micropleey Nous avons ainsi confirmé que
I’Ac508 inhibait partiellement la liaison VWF-ADAM313 avec une inhibition maximale de
50% environ. Nous avons estimé sa concentratioibitibe 50 (IC50) & 0.9 pg.mt, soit

une concentration compatible avec son utilisatewivo.

En I'absence de modéle animal murin adapté a U@atalnin-vivo de I'’Ac508, nous avons
utilisé un modeéleex-vivoen sang total pour évaluer son efficacité dangréaention de la
dégradation du VWF sous ACM-FC. Dans ce modelec3@8 inhibe de facon dose-
dépendante la dégradation des VWF-HPM. De facombiet il persiste une protéolyse
résiduelle du VWF en présence de fortes conceotrstd’Ac508 comparé a l'inhibition

compléte observé avec 'EDTA.

Nous démontrons ainsi qu’'une prévention de la digien du VWF sous ACM-FC est
possible via un anticorps monoclonal ciblant I'natgtion VWF-ADAMTS13 au niveau du
domaine D4 du VWF. Cette approche pourrait étre@ée a un risque faible de PTT

pharmaco-induit car elle permet le maintien d’'unatgolyse résiduelle du VWF.
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Abstract

Haemorrhagic episodes in patients carrying ciromagssist devices represent a severe life-
threatening clinical complication. These bleedingsedes may originate from a reduced
functionality of von Willebrand factor (VWF), a ntutheric protein pertinent to the formation
of a haemostatic plug. It has been reported tlratreduced functionality is due to increased
proteolytic degradation by the enzyme ADAMTS13, leepomenon that is facilitated by
device-induced increases in shear stress to whisti Vs exposed. Here, we have tested a
series of VWF-derived protein fragments and monamalanurine anti-VWF antibodies for
their capacity to reduce shear stress-dependemnadion of VWF. Via direct binding
experiments, we identified an anti-VWF antibodyttpartially blocked VWF-ADAMTS13
interactions (46 = 14%). Epitope mapping experirmgatealed that the antibody, designated
mMADb508, is directed against the distal portionred VWF D4-domain (residues 2134-2301)
and recognises a synthetic peptide encompassinguess2158—-2169. Consistent with its
partial inhibition of VWF-ADAMTS13 interactions iinding assays, mAb508 reduced
ADAMTS13-mediated VWF degradation in a vortex-badegradation assay by 48 + 10%.
In a HeartMatell-based whole blood perfusion systemAb508 was able to reduce
degradation of highmolecular-weight (HMW)-VWF-mautters dose-dependently, with a
maximal inhibition (83 + 8%) being reached at corcations of 10 pg/ml or higher. In
conclusion, we report that partial inhibition of \WAADAMTS13 interactions using an anti-
VWF antibody can prevent excessive degradation MMWHVWF multimers. This strategy
may be used for the development of therapeuti@optio treat bleeding episodes due to shear

stress-dependent VWF degradation, for instancafiemts carrying circulatory assist devices.

Keywords: von Willebrand factor, ADAMTS13, circulatory assdevices, acquired von
Willebrand syndrome, antibody therapy
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Introduction

Von Willebrand factor (VWF) is a multimerglycoprotein that plays an essential role
in the formation of platelet-rich thrombi, partiady under conditions of high shear stress.
The main source of circulating VWF are the endathelells, where it is synthesized as a
single chain pro-subunit with a discrete domairhgecture, which was recently re-annotated:
D1-D2-D'-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK (1)ntra-cellular processing results
in the removal of the propeptide (D1-D2 domainsgi anultimerisation of the protein via
amino and carboxy-terminal disulfide bonding (2he$e processes generate a heterologous
pool of differentially sized multimers that may ¢aim as many as 60 subunits, which are
stored in the endothelial Weibel-Palade bodies sewleted into plasma via constitutive and

agonist-induced pathways (3).

The multimer size of VWF is pertinent to its platetecruiting function, with the larger
multimers displaying the highest haemostatic paérin normal plasma, the multimers may
contain between 2 and 40 subunits (1-20 bands whaealysed by SDS-agarose
electrophoresis [4]), which are shorter than thiosmd in the endothelial storage organelles.
Indeed, mechanisms are in place regulating VWFimaltsize in the circulation, including
proteolysis by the VWF-cleaving protease ADAMTSE3isintegrin And Metalloprotease

with ThromboSpondin domains-13) (5).

The molecular basis of VWF proteolysis by ADAMTSi&s been extensively studied (6). A
number of interactive sites have been identifiadluding the A2- and D4-domains of VWF,
which are important for the proper alignment of A&iRAMTS13 active site (7-9). This active
site attacks the Tyrl605-Met1606 peptide bond ihdbcated within the VWF A2 domain
(20). Interestingly, access to this peptide boriésen the shear stress-in-duced unfolding of

the substrate (for review see [11]), thereby ptatgdt against degradation while circulating
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normally, and limiting proteolysis to specific cotons. One of these conditions occurs when
multiple VWF multimers assemble into large stretthmindles attached to the endothelial
surface upon agonist-induced secretion. These bsndie not only capable of catching
platelets, but their stretched conformation allopi®teolysis by ADAMTS13 thereby
preventing the release of platelet-binding ultnaaVWF multimers into the circulation (12,
13). Another condition favouring proteolysis occurisen VWF binds to platelets within the
growing thrombus. This opens the ADAMTS13 cleavage, and subsequent proteolysis
results in reduction of VWF multimer size (14). Gequently, the platelet-binding capacity is

diminished, avoiding excessive thrombus growth toaid occlude the vessel.

The physiological relevance of ADAMTS13-mediatedtpolysis of VWF is apparent from
the severe thrombotic micro-angiopathy that is eissed with the functional deficiency of
ADAMTS13, a disorder known as thrombotic thrombopgnic purpura (TTP) (15). In
contrast, increased proteolysis of VWF by ADAMTSgads to a bleeding diathesis, as is
exemplified by von Willebrand disease (VWD)-type .2XWD-type 2A is caused by
mutations (mostly in the VWF A2 domain) that resaolexcessive proteolysis of the VWF by
ADAMTS13, with a concomitant loss of the higher immstatically active multimers (16).
Another example relates to acquired von Willebrayddrome (aVWS), where increased
VWEF proteolysis has been associated with variouscell settings, like aortic stenosis (17,
18) and ventricular assist devices (VADS) therdl®, 0). Both conditions are characterized
by an increased incidence of bleedings, espeajsbtrointestinal (Gl) bleedings (20, 21), in
association with a selective loss of high molecwliarght (HMW)-multimers and an increase

in VWF degradation products (18, 22). aVWS ususdlyolves after aortic valve replacement
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or discontinuation of VAD support (18, 20, 23,28)owever, the latter is limited by graft
availability and Gl bleeding represents thus thestnahallenging complication under VAD

support.

Overall there is a clear unmet medical need fareatinent targeting specifically excessive
degradation of HMW-VWF multimers, for instance ied by circulatory assist devices.
Ideally, such treatment should only partially iféee with VWF degradation in order to
prevent drug-induced TTP-like symptoms. We hypad#esk that interfering with VWF-
ADAMTS13 binding exosites might subsequently previd partial inhibition of VWF
proteolysis. Here, we describe a monoclonal antifVid4 domain antibody supporting this
proof of concept. Biochemical analysis revealedotemt partial inhibitory effect on VWF-
ADAMTS13 interactions. Its potential to diminish W\proteolysis was confirmed using a
recently developed ex vivo model of increased VVégrddation in whole blood induced by a

circulatory assist device, which faithfully repra#s the biological phenotype of aVWS.
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Materials and methods

Proteins

Purified plasma-derived (pd)-VWF and recombinaptMWF were obtained as described
previously (25, 26). All -VWF fragments were praga using stably transfected BHK-cell
lines. Transfection was performed using pNUT- oUBE-plasmids that contained synthetic
cDNA sequences. cDNAs cloned into pNUT containe8'-aequence encoding the VWF
signal peptide to allow secretion and a 3'sequestemding the HPC4 recognition motif
(amino acid sequence EDQVDPRLIDGK). D'D3-HPC4 whtamed via the expression of a
pNUT-plasmid encoding VWF-residues 1-1247. The fmdi protein lacks the VWF
propeptide (residues 1-763) and is dimeric. A1IAZABE4 and D4-HPC4 include VWF-
residues 1261-1872 and 1947-2301, respectively. 44aGged proteins were purified to
homogeneity using HPC4-immuno affinity chromatodmaps instructed by the manufacturer
(Roche Diagnostics, Meylan, France). Al-Fc, A2-P&-Fc and D4-Fc include VWF
residues 1261-1478, 1480-1672, 1681-1878 and 190T;2respectively. Al13-1-685-Fc
includes residues 1-685 of ADAMTS13. All proteingoeessed using the pFUSE contained a
C-terminal Fc sequence of human IgG1 and were dlimec-tagged proteins were purified to
homogeneity using protein A-Sepharose as instrudbgd the manufacturer (VWR

International, Fontenay-sous-Bois, France).

A panel of 29 monoclonal murine antibodies agamsthan VWF was established in the
1980s (27, 28). Monoclonal antibodies were puriftedhomogeneity as described (27).
Recombinant wild-type ADAMTS13 (wt-rADATMS13) comténg a V5- and a His-tag was
produced as described (29). Conditioned mediumcleed in wt-rADAMTS13 that was
concentrated five-fold using an Amicon Ultra-15 ttiéagal filter unit with a Ultracel-30K

membrane (Millipore, Molsheim, France) and exteelsiwdialysed against 50mM Tris, pH
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7.4 was used throughout the study. Bovine Serunulb (BSA) was obtained from Sigma-

Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).

Binding of wt-rADAMTS13 to VWF

pd-VWF (2 pg/ml) was adsorbed to microtitre weldter blocking with BSA-containing
buffer, immobilised VWF was incubated with supeamitcontaining wt-rADAMTS13 (3
pg/ml) supplemented with EDTA (10 mM) and Pefab{@® mM) for 3 hours (h) at 37°C.
Bound wt-rADAMTS13 was probed using a peroxidaseeled monoclonal anti-V5 tag
antibody (Abcys, Paris, France) for 2 h at 37°C almdected via peroxidase-mediated
hydrolysis of tetramethylbenzidine (TMB). VWF fragnts (10 nM final concentration,
unless indicated otherwise) or anti-VWF antibodi@sl mg/ml final concentration, unless
indicated otherwise) were pre-incubated with wt-sDTS13 for 30 minutes (min) at room

temperature before addition to VWF containing miteo wells.

Vortex-based VWF degradation assay

Vortex-based degradation of VWF was essentiallyfgpered as described (30). Briefly,
purified pd-VWF (30 pg/ml), wt-rADAMTS13 (3 pg/mlind Pefabloc (2.5 mM; Sigma-
Aldrich) were incubated in a volume of 40 pl angh@sed to constant vortexing (2500 rpm;
Vortex Genie 2T; VWR International) for the indiedttime. Where indicated, samples were
supplemented with EDTA (10 mM), polyclonal goatighbAMTS13 antibodies (50 pg/ml),
A2-Fc (1 pg/ml) or mAb508 (0.1 mg/ml). VWF degradatwas assessed via Western blot
analysis, which was preceded by immuno-precipitatising anti-VWF antibodies where
indicated. VWF was immuno-precipitated using ralgmtyclonal anti-VWF antibodies (50
pg/ml beads; Dako, Glostrup, Danmark) adsorbed d@rtuiein-G-coated magnetic beads

(Dynabeads Protein G, Invitrogen, Saint Aubin, Egnfor 2 h at room temperature. After
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extensive washing in PBS/0.1 % Tween-20, immunapitated VWF was released from the
beads via a 5 min incubation at 100°C in 30 pul RBS{| NUPAGE-LDS 4x sample buffer

(Life Technologies, Saint Aubin, France) in the gamce of 2 mM dithiothreitol. Samples
were separated via discontinuous 4-12% SDS-pagetrdgen) and transferred to an

Immobilon P membrane (Millipore, Molsheim, FrancEhe presence of VWF or degradation
fragments was revealed via incubation with a pdoll® distinct monoclonal antibodies

recognising distinct epitopes of VWF (10 pg/ml). uBd antibodies were probed using
peroxidase-labelled goat anti-mouse antibodiesutidit 1:500; Santa Cruz, Heidelberg,
Germany) and visualised with SuperSignal West-PEEohanced Chemiluminescence
Substrate (Thermo-Fischer Scientific, Villebon-3wette, France). Blots were analysed via
ImageJ® 1.44 software (http://rsbweb.nih.gov/ijarchtml) in order to quantify increase in
VWEF degradation products (represented by the poeseh 140 kDa and 176 kDa bands)

relative to untreated VWF.

Antibody binding to synthetic peptides

A series of nine highly purified (>95%) synthetiepgtides overlapping various hydrophylic
motifs of the D4 domain region 2140-2277 containgnly-terminal biotin tag were obtained
from EZBiolab (Carmel, IN, USA). Peptides were dilised in H20, eventually

supplemented with one-sixth volume of 10% NH4OHirtprove solubility if necessary.

Peptides were immobilised onto streptavidin-coatetcrotiter plates (SigmaScreen
Streptavidin High Capacity, Sigma-Aldrich) at a centration of 50 pg/ml. Peptide-coated
wells were incubated with mAb508 or mouse isotyp@ (5 pg/ml) in PBS containing 3%
BSA. Bound antibody was probed using peroxidaseHeth polyclonal anti-mouse IgG and

detected via peroxidase-mediated hydrolysis of TMB.
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Biolayer interferometry-analysis

Equilibrium binding assays were performed via byelainterferometry (BLI)-analysis using
Octet-QK equipment (ForteBio, Reading, UK) essdlytas described (26). Protein A-coated
biosensors were incubated with mAb508 (0.5 mg/mIBLI-buffer (PBS / 2% BSA) for 7
min allowing saturation of the sensor. Biosensoegevthen incubated for 5 min in BLI-buffer
to achieve stable baseline, and subsequently itedbaith various concentrations of pd-
VWEF in BLI-buffer for 10 min. All incubations werperformed at room temperature under

continuous shaking (1000 rpm). Data were analysemjuOctet Software version 4.0.

Ex vivowhole blood perfusion

The perfusion system consisted of a circulatorywithg pump device in which the
HeartMatell® (Thoratec Corp., Pleasanton, CA, U8A} the pump. Two cylindrical tubings
(1x2x3/32 xs; Sorin group Implant®) were used tarart the device. The inlet and outlet
ducts of the HeartMatell® were connected with thesge tubings to obtain a closed circuit,
which further contained a sampling device. Therilistion volume was approximately 250
ml. The system was filled with citrate-anticoagathivhole blood (blood group O) provided
by the local blood bank (Etablissement FrancaisSdag, Lille, France). Where indicated,
blood was supplemented with EDTA (10 mM final camication) or antibody mAb508 (0.5-
50 pug/ml final concentration). The pump rotor wasa 9000 rpm, a speed that is normally

applied upon patient use (31).

Blood was sampled 5 min before onset of perfusi@) &and 5, 30 and 180 min after onset of
perfusion (T5, T30 and T180, respectively). Bloathples were analysed for multimeric
profile via 1.4% SDS-agarose electrophoresis asritesl (18). Analysis of loss of HMW-

multimers was measured and calculated as desdilided
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Results

Selection of candidates inhibiting VWF-ADAMTS13 ineractions

To select potential inhibitors of VWF proteolysige first tested candidate molecules in an
immunosorbent assay assessing binding of ADAMT®litnimobilised VWF in the presence
of EDTA. In this assay, immobilised VWF is elonght@nd exposes its interactive sites for
ADAMTS13, including those localised within the VWA2 domain (8). Two distinct types of
potential inhibitors were evaluated. First, the gndial of several monomeric or dimeric
VWEF-derived fragments (C-terminally tagged withheit the HPC4-recognition sequence or
with Fc) to block VWF/ADAMTS13 interactions was ted (Figure 1A). When analysed at a
concentration of 10 nM, the majority of them (D’P3RC4, Al-Fc, A3-Fc, A1A2A3-HPC4
and D4-Fc) exhibited minor inhibition:(20%), whereas dimeric A2-Fc displayed substantial
inhibition at this concentration (65 + 6%; n=5; p3@1). We next assessed a panel of murine
monoclonal antibodies (0.1 mg/ml) directed eithgaiiast VWF or ADAMTS13igure 1B).
Control experiments showed that ADAMTS13 binding swaarkedly inhibited in the
presence of polyclonal anti-VWF antibodies (75 +;9%43; p<0.0001), whereas binding was
unaffected in the presence of control mouse IgGneNof our three monoclonal anti-
ADAMTS13 antibodies proved inhibitory (data not alm). Among the 29 monoclonal anti-
VWEF antibodies tested, 18 mAbs were unable to ihhBWF-ADAMTS13 interactions,
whereas 10 antibodies displayed mild inhibition %)5In Figure 1B, representative data for
antibodies recognizing different VWF domains (D1,/2, A3) are depicted. The strongest
inhibitor was antibody mAb508, which reduced birgdof ADAMTS13 to VWF by 46 + 14

% (n=5; p<0.0001). Taken together, these data ifgetite A2-Fc fragment and antibody

mMADb508 as potential inhibitors of the VWF-ADAMTSi8eraction.
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mMADb508 reduces vortex shear stress-induced VWF preblysis

Fluid shear stress plays a critical role in regngatADAMTS13-mediated proteolytic
cleavage of soluble VWF by ADAMTS13. Therefore, tested the inhibitory effect of
mAb508 (0.1 mg/ml) and A2-Fc (1 pg/ml), under cdiaiis of increased shear stress, using a
vortex-based degradation assay (30). VWF degradat@s monitored using densitometric
integration of VWF cleavage products (140 and 1&)kobtained after immunoprecipitation
and western-blot analysis. In our experimental @, proteolytic cleavage of pd-VWF
(30 pg/ml) by recombinant ADAMTS13 (3 ug/ml) incsea as a function of incubation time,
with maximal degradation obtained after 30 nfig(re 2A). In subsequent experiments, we
incubated for 60 min to ensure maximal degradatimportantly, degradation of VWF by the
metalloprotease ADAMTS13 was inhibited by the addiof the chelator EDTA (10mM) or
polyclonal goat anti-human ADAMTS13 antibodies (desal proteolysis <10% compared to
control; Figure 2B). Furthermore, no VWF proteolysis was observethenabsence of shear
stress. Unexpectedly, VWF proteolysis was unafteftesidual proteolysis 96 + 5%; n=3) by
the addition of A2-Fc (1 pg/ml), despite the notibiat this fragment interferes with VWF-
ADAMTSI13 interactions under static conditions. lontrast, degradation of VWF was
markedly reduced (residual proteolysis 52 + 10% garad to control; n=4; p<0.0001) in the
presence of mAb508 (0.1 mg/ml). This indicates tint monoclonal anti-VWF antibody
mMADb508 is able to partially interfere with ADAMTS4Bediated proteolysis under conditions

of increased shear stress.
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The epitope for mAb508 is located in the VWF D4 domin

To identify the epitope of mAb508, we first evakhtbinding of the antibody to distinct
VWEF fragments in an immuno dot-blot assay, in whiihund antibody was probed using
peroxidase-conjugated polyclonal goat anti-mouskbadiies Figure 3A). As expected,
mMADb508 interacted with both r-VWF and pd-VWF thagre used as positive controls. No
signal was observed for HPC4-tagged constructs BAPE4 and A1A2A3-HPC4, whereas a
weak signal was present for Fc-tagged variants §1A42-Fc and A3-Fc. A similar weak
signal was observed with a control Fc-fragment @omg residues 1-685 of ADAMTSL13,
suggesting a minor cross-reaction of the anti-molg®® with human Fc fragments.
Conversely, mAb508 strongly bound to two differdragments that contained the D4
sequence (VWF residues 1947-23Bigure 3A), i.e. monomeric D4-HPC4 and dimeric D4-
Fc. A similar specificity for VWF D4 domain was @sed in an immuno-sorbent assay
(Figure 3B). Indeed, no binding was observed with VWF fragtadacking the D4 domain,
including a D4 domain-deleted VWF variant. In castr a strong positive signal was
observed for the binding of mAb508 to pd-VWF andhb®4 fragments Rigure 3B).
Moreover, similar dose-response curves were obdefee the binding of mAb508 to
immobilized D4 fragments and pd-VWF, suggesting tth@ D4 domain contains the full
epitope for mAb508Kigure 3C). In order to define the mAb508 epitope in the V\DE
domain, we next tested binding of the antibody WNfragments obtained via proteolysis by
Staphylococcus aureus V-8 protease, which cleaviténvihe D4 domain between residues
2133 and 2134 (32). mAb508 reacted exclusively whih SPII fragment (residues 2134-
2813) but not with the SPIII fragment (764-2133at@dnot shown), narrowing the antibody's

epitope to the distal part of the D4 domain, iesidues 2134-2301.
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To obtain more detailed information on the epitdpealisation, we used a series of nine
biotinylated-peptides encompassing hydrophilic sagiof the distal D4 domain. Using this
approach, we observed that mAb508 bound to a spegpéde covering residues 2158 to 2169
(Figure 3D). In conclusion, the epitope of mAb508 appeansdadocated within the VWF D4
domain, a region previously found to be of relewafar the VWF-ADAMTS13 interaction

(6, 8).

mMADb508 is a partial inhibitor of VWF-ADAMTS13 inter actions

To further characterise the mAb508-VWF interactitime apparent binding affinity was
determined. Interactions between mAb508 and globiuliklength VWF were assessed via
bio-layer interferometry analysis using Octet-QKigmnent. Increasing concentrations of
purified pd-VWF (0 to 0.2 mg/ml) were incubated mimAb508 immobilised onto protein A-
biosensor tips. A time- and dose-dependent assatiaf pd-VWF to mAb508 was observed
(Figure 4A, inse). In order to calculate the apparent affinity, passes at equilibrium
(Bmax) were plotted versus VWF concentrations. B#stg of the data was obtained using a
model describing the interaction of a single claissinding sitesFigure 4A), which revealed

a Kp,app of 13 = 3 pg/ml (mean = SD), correspondingb®+ 11 nM based on VWF

monomer concentrations.

We next investigated the inhibitory potential of b%8 for the VWF-ADAMTS13
interaction in a competitive VWF-ADAMTS13 inhibitiobinding assay. VWF was directly
coated (2 pg/ml) into a microtitre plate and insieg concentrations of mAb508 (range: O to

50 pug/ml) were used as competitor of ADAMTS13 (4rply
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A dose-dependent inhibition was observéiygre 4B). mAb508 inhibited the binding of
soluble ADAMTS13 to immobilised VWF with an estiradt IC50 of 0.09 = 0.03 pg/ml.
Maximal inhibition was obtained using 0.5 pg/mlasftibody and did not exceed 50% even
when using antibody concentrations up to 50 pgkdure 4B). In conclusion, mAb508
binds to VWF with moderate affinity, and its bindito VWF patrtially inhibits the interaction

between VWF and ADAMTS13.

mMADb508 leaves haemostatic potential of VWF unaffeet

We next tested if mAb508 modulates VWF functiond &ano different tests were performed.
First, VWF-ristocetin cofactor (VWF:RCo) activity a8 determined in the presence or
absence of antibody mAb508 (50 pg/ml). A similar FARCo activity was determined in the
absence or presence of mAb508, when tested in plasrithree separate individuals (72.7 £
7% vs 71.0 + 10.6%, respectively). Second, thecei® Ab508 on the haemostatic activity
using the whole-blood platelet function analysdfAR100 was assessed. The closure time of
this test is highly dependent on functional VWF. ditferences in PFA-100 closure times
were observed, irrespective whether collagen/epimee (Col/Epi) or collagen/ADP
(Col/ADP) cartridges were used. Closure times wea/Epi: 139 + 29 seconds [sec] vs 131
+ 72 sec & Col/ADP: 83 = 9 sec vs 83 * 4 sec in #isence and presence of mAb508,

respectively. This data indicate that mAb508 leavd4- function unaffected.

123



mMADb508 reduces shear stress-induced VWF proteolysisider conditions of flow

To evaluate whether mAb508 could represent a patenbl to inhibit degradation of HMW-
multimers in patients with VAD, we used an ex vigerfusion system incorporating the
circulatory support pump Heartmate 1I®. Perfusidrcitrated whole blood using this device
results in a time-dependent loss of HMWmultimersfifted as >15 band§igure 5A), a
phenomenon also observed in patients carrying dieisice (19). Densitometric analysis
revealed a 50% loss of HMW-multimers was observed anin after initiation of the
perfusion, and a >95% loss of HMWmultimers occumaédr 3 h of perfusionHigure 5A-D).

In the presence of the chelator EDTA, HMW-multimesained stable, with only a marginal
loss (7 + 3%) observed after 3 h of perfusion unakgthological high shear stredsigure
5B). Using increasing concentrations of mAb508 (ran@e&-50 pg/ml; n=3 for each
concentration), a dose-dependent mAb-based intwibdi VWF proteolysis was observed at
each of the time points analysdéigure 5A and B). Representative densitometric scans of
multimer patterns at time points 0 and 3 h for ¢batrol and 3 h for mAb508 (0.5 and 10
pag/ml) are presented iRigure 5C and D A similar extent of inhibition was observed for
antibody concentrations of 10 and 50 pg/ml, indingathat maximal inhibition was achieved
at 10 pg/ml. Importantly, inhibition was partial both cases, as a 20% loss of HMW-
multimers was detected after 3 h perfusion for ezfdinese antibody concentratiorisgure

5B), consistent with the partial inhibitory potentedlmAb508 in the binding experiments.
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We considered the possibility that the kineticABIAMTS13-mediated VWF degradation or
the action of mAb508 could be modulated by theafsgtrate as an anticoagulant. Therefore,
similar perfusion experiments were performed udhgpd that was heparin-anticoagulated
(5.7 U unfractionated heparin/ml blood, correspogdio a dose of 400 U/kg bodyweight
assuming 70 ml blood/kg bodyweight). As presentedrigure 5E, the kinetics of VWF
degradation in heparin-anticoagulated blood wasilainto that in citrate-anticoagulated
blood. In addition, Mab508 (10 pg/ml) inhibited VWdegradation to a similar extent in
heparin- and citrate-anticoagulated blood, indizathat its mode of action is independent of
the anticoagulant used.

In conclusion, our findings describe the identifica of antibody mAb508 as a partial
inhibitor of ADAMTS13-mediated degradation of VWHreventing excessive VWF

proteolysis in whole blood under flowing conditions
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Discussion

Bleeding secondary to increased VWF degradatiocursently the leading complication in
patients undergoing left ventricular assist devit§ AD) support (33) and points to an
emerging medical need for a treatment preventirgeptysis of VWF. The most likely
candidate responsible for shear stress-induced @égfadation is ADAMTS13, although a
contribution of other proteases cannot be fully leded (34). Given that a lack of
ADAMTS13 activity is associated with TTP, it is ther important to consider that blocking

VWEF proteolysis should be incomplete in order toidvl TP-like complications.

In search for proteolysis inhibitors, we evaluadéstinct candidates aiming to disrupt binding
of ADAMTS13 to the VWF A2 or D4 domain, two inteta@ sites necessary to allow VWF
proteolysis (6). Among these candidates, one mAbetamg the VWF D4 domain was
identified to combine the desired properties obgeptial therapeutic candidate, as it partially
inhibited VWF-ADAMTS13 binding and reduced but nftly inhibited loss of HMW
multimers under conditions of high shear stressedsected, our screening of inhibitors of
ADAMTS13-mediated proteolysis revealed that a reoimiant A2-Fc variant was efficient in
interfering with VWF-ADAMTS13 binding, achieving 6 inhibition while a two-fold molar
excess of ADAMTS13 over A2-Fc was presdag(re 1). This inhibitory action fits with the
localisation of the Tyr1605-Met1606 scissile bomdl @dditional interactive sites within the
VWF A2-domain. The exposure of these A2-domain ratBve sites is shear stress-
dependent for full-length VWF, but appears to bestitutive for the tested A2-Fc fragment.
However, A2-Fc (used at a concentration of 1 pgbootresponding to 10 nM) was unable to
prevent VWF degradation under conditions of incedashear stress, suggesting that the

scissile bond within the A2-Fc fragment is rapidlgaved under these conditions thereby
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reducing the inhibitory potential of this fragmégRiigure 2). Indeed, it has previously been
reported that peptides overlapping the C-termiraat pf VWF A2 domain interfere with
VWEF proteolysis at micromolar concentrations, iadiieg that such fragments are relatively
weak inhibitors (35)Additional experiments would therefore be neede@s$b the inhibitory
effect of A2-Fc at higher concentrations. An altgive approach could be to block A2
domain-ADAMTS13 interactions using anti-A2 domaimtibodies, as was described
elsewhere (36) or antibodies targeting ADAMTS13@pes that overlap the A2-interactive
site, including the ADAMTS13 spacer domain. Howewlis ADAMTS13 spacer domain
contains the core antigenic epitope of anti-ADAMBSauto-antibodies known to be
associated with acquired autoimmune TTP (37, 38ndd, such approach might be

associated with an increased risk of drug-induceg.T

Besides the VWF A2 domain, the VWF D4 domain isoad® attractive target to block
ADAMTS13-mediated proteolysis. Indeed, the VWF Déndhin contains an exosite
accessible on globular VWF, mediating the initipsin the association between VWF and
ADAMTS13 (8, 9). However, opposite to the A2-Fc dgmeent, no inhibition of VWF-
ADAMTS13 binding was observed using a D4-Fc fragm@igure 1). We considered the
possibility that D4-Fc was folded incorrectly. Hovee, D4-Fc displayed similar binding as
full-length VWF to three distinct anti VWF D4-dommaiAbs Figure 3 & data not shown),
indicating that its folding was within the normange. More likely, D4-Fc is simply
inefficient in its interaction with ADAMTS13. Thipossibility is consistent with the low
affinity (KD,app = 0.7uM) that was previously reported for the interactioetween the

isolated VWF D4 domain and ADAMTS13 (8).
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Unlike the D4-Fc fragment, binding was efficienitiyibited in the presence of a murine mAb
directed against VWF D4 domain (designated as mBp50he epitope for mAb508 is
localised between residues 2134 and 2301 and seenmyolve the sequence 2158-2169
(Figure 3). mAb508 binds the VWF D4 domain with a moderdtaidy (KD,app = 52 nM;

Figure 4A). This value should be considered as an estinrateiew of the multimeric

structure of VWF and the dimeric nature of the mAihich complicate an accurate
assessment of the true affinity constant. Despite moderate affinity, mAb508 was
particularly efficient to block VWF-ADAMTS13 bindm under the conditions employed.
Additional experiments are needed to reveal thareatf the inhibitory mechanism, whether

inhibition is allosteric or involves direct compein for overlapping binding sites.

In order to assess the clinical potency of the afsanti-D4 domain antibodies to prevent
excessive VWF degradation under LVAD support, wplemented a novel LVAD-perfusion
model Figure 5). This model faithfully mimics the clinical setgnsince all experiments are
performed in citrated whole blood in the present@hysiological concentrations of VWF
and ADAMTS13. Furthermore, unlike vortex-based degtion assays (30), there is no
volume limitation allowing more flexibility with rgard to spiking experiments with inhibitors
and allowing time-course studies with several bl@adnplings. Using this LVAD-based
perfusion model, a dose-dependent inhibition of HMWtimer degradation was obtained
with mAb508, consistent with the marked inhibitiobtained in the vortex-based degradation
assay Figure 2 & Figure 5). Antibody mAb508 shares it specificity for th& Bomain with
antibody RUS8, which was recently reported to ir@esf with ADAMTS13-mediated

degradation of VWF in a vortex-based degradaticay$d).
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However, degradation of HMW-multimers was fully regsed in the presence of 25 pg/ml of
antibody RU8, whereas residual VWF proteolysis wst#l detectable at mAb508
concentrations of 45 pg/ml, indicating fundameunliffierences in their mode of action. The
inability of mAb508 to fully inhibit VWF proteolysi, even in the presence of a vast molar
excess, not only fits the requirement for partiahilbition in order to avoid TTP-like

symptoms, but also allows for a wide therapeuticdoiv.

In conclusion, we provide an ex vivo proof-of-coptér an antibody-based therapy for the
treatment of VWF degradation induced by circulatasgist devices. Such antibody-based
treatment could be of benefit not only in VAD, lal$éo in other pathologies characterised by
increased VWF proteolysis like aortic stenosis ygpdrtrophic obstructive cardiomyopathy
complicated by Heyde syndrome (18, 39), VWD-type(2B), essential thrombocytemia (41)
or extracorporeal membrane oxygenation support . (4&)ditional studies including
humanisation of mAb508 and extensive pre-clinitcal®s to evaluate the in vivo efficacy
and safety of this approach are warranted to fuidlsess its therapeutic potential. One issue
that requires particular attention concerns thelioation of this antibody-based approach in
combination with the anticoagulant used by thegoatiOften, patients carrying LVADs are
given vitamin K-antagonists and/or heparin (ratiiean direct thrombin- or factor Xa-
inhibitors). Combining anti-VWF antibodies with #e anticoagulants could potentially
increase the bleeding risk in these patients. Heweur analyses demonstrated that antibody
mMAb508 leaves VWF function unaffected (as deteranimeVWF:RCo and PFA-100 assays).
Moreover, the action of mAb508 was independentefanticoagulant used, suggesting that
the antibody could be used in combination with entrranticoagulants without increasing the

bleeding risk.
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What is known about this topic?

* It is known that patients carrying circulatoryss$ devices have an increased risk of
bleeding due to dysfunctional VWF.

* These devices induce high shear stress-condjtifesouring ADAMTS13-mediated
degradation of VWF.

What does this paper add?

» We describe monoclonal anti-VWF antibody mAb5@Bijch is directed against the VWF
D4-domain.

* mAb508 prevents excessive VWF degradation in artdMatell whole blood-perfusion
model.

* Our results may provide the basis for an antibodsed therapy to prevent VWF-dependent

bleeding episodes in patients carrying circulatsygist devices.
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Figure legends

Figure 1: Screening for competitive inhibitors of WWF-ADAMTS13 binding.

Candidate inhibitors were tested in an immuno-sariassay evaluating the binding of V5-
tagged wt-rADAMTS13 (3 pg/ml) to immobilized pd-VWR pg/ml) in the presence of
EDTA (10 mM). A) Fc- or HPC4-tagged VWF fragment® (1M) were incubated for 30 min
at 37°C with wt-rADAMTS13 before addition to immdibed full-length VWF in microtitre
wells for 3 h. Bound ADAMTS13 was probed using aopédase-labelled monoclonal anti-
V5 tag antibody for 2 h at 37°C and detected viayiease- mediated hydrolysis of TMB. B)
mADbs targeting VWF was evaluated for their effeat ADAMTS13 binding to VWF as
described for panel A using polyclonal antibodissregative (mouse IgG) and positive
(rabbit anti-VWF IgG) controls (all antibodies weested at a concentration of 0.1 mg/ml).
Data represent the mean + SD of 3-5 experimentsasndxpressed as residual ADAMTS13
binding compared to incubation in the absence ofFfY\Wagments or antibodies for panel A
and B, respectively. For panel B, data represengimioodies recognising different VWF
domains (D’, Al, A2, A3) are depicted. ***: p<0.0D@s calculated via one-way ANOVA

with Dunnett-multiple comparison test.

Figure 2: Functional evaluation of mAb508 and A2-Fdn a vortex-based degradation

assay.

A) pd-VWF (30 pg/ml), wt-rADAMTS13 (3 ng/ml) and fabloc (2.5 mM) were incubated in
a volume of 40 ul and exposed to constant vorteXwigrtex Genie 2T; 2500 rpm) for
different periods of time (5—-60 min). As a contral60-min incubation under vortexing was
performed in the presence of EDTA (10 mM). VWF d@efstion was assessed via Western
blot analysis. Panel A represents a typical expeminshowing time-dependent degradation of
VWEF. B) pd-VWF, wt-rADAMTS13 and Pefabloc were exgal to constant vortexing for 60
min as described under panel A in the absenceesepce of one the following components:
EDTA (10mM), polyclonal anti-ADAMTS13 antibodies Q5ug/ml), A2-Fc (1 pg/ml) or
mAb508 (0.1 mg/ml). VWF and ADAMTS13 were also ibated for 60 min in the absence
of vortexing (no shear). VWF degradation was seuardified via integration of immuno-
precipitated VWF degradation bands (140 & 176 kg ImageJ software. Data represent
mean + SD of four experiments and are expressegessentage VWF degradation.

Degradation after 60 min vortexing in the abserfcadalitional components added was set at
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100%. ***: p<0.0001 as calculated via one-way ANOWAth Dunnett-multiple comparison

test.
Figure 3: mAb508 interacts with D4 domain of VWF.

Panel A: Purified proteins (all 10 nM) were immadeld onto a blotting membrane and
incubated with mAb508 (5 pg/ml) for 16 h at roormperature. Bound mAb508 was probed
with peroxidase-labelled goat-anti-mouse antibodies detected via luminal-based enhanced
chemiluminescence. B and C) Purified proteins (M) were immobilised onto microtitre
wells for 16 h at 4°C. After washing, wells wereubated with mAb508 (B: 5 pg/ml; C: 0.5
ng/ml-50 pg/ml) or an isotype mouse IgG control Bug/ml) for 1 h at 37°C. Bound
antibodies were probed using peroxidase-labelldgcjmmal goat antimouse IgG antibodies
and detected via peroxidase-mediated TMB hydraly8} Biotinylated-peptides were
immobilised onto streptavidin-coated microtitre lwednd incubated with mAb508 or isotype
mouse 1gG (both 5 pg/ml). Bound antibodies werebpdoand detected as described for
panels B and C. Data in panels B and D represeahmeSD of 3-5 experiments. For panel

C, data from a single experiment are shown.
Figure 4: Biochemical analysis of VWF-mAb508 interation.

A) Protein A-coated biosensors were saturated wikb508 (0.5 mg/ml) during a 7 min
incubation using Octet-QK equipment. Subsequebibsensors were incubated with various
concentrations purified pd-VWF (0-0.2 mg/ml) andasation of VWF was monitored real-
time for a 10-min period until equilibrium was réad. Data represent mean + SD of four
independent associations and depicted are the la@duresponses (shift in nm) at
equilibrium versus VWF concentration. The drawreliepresents the best fit using a model
describing the interaction of a single class ofdiig sites. Inset panel A: representative
association curves of different concentrations VR, B) Binding of ADAMTS13 to
immobilised VWF was performed as described for Fegli in the absence or presence of
various concentrations mAb508 (0.05 ng/ml — 50 [g/Data represent the mean £ SD of
four experiments and are expressed as % of resARlDAMTS13 binding compared to the

absence of mAb508. Drawn line represents the bastihg a sigmoidal dose-response.
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Figure 5: Evaluation of mAb508 on shear-induced VWHFproteolysis in flowing blood.
Citrated whole human blood (200 ml) was perfusedam ex-vivo perfusion system
incorporating a HeartMatell® pump. The pump rot@swset to 9000 rpm. Perfusions were
performed in the absence (closed black circlegresence of EDTA (10 mM; closed black
squares) or various concentrations of mAb508 (@/nly grey circles; 2 pg/ml grey squares;
10 pg/ml, grey triangles up; 50 pg/ml, grey triaagytiown). Samples were taken 5 min before
the onset of perfusion (T0) and after 5 min (T%),8in (T30) or 180 min (T180). Samples
were subsequently tested for multimer patternsl\vi& SDS-agarose electrophoresis and the
presence of HMW-multimers (>15-mers) was determigdrepresentative multimer pattern
of samples taken in the absence or presence of G8AED pg/ml). Normal plasma (NP) is
added as reference. B) Presence of HMW-multimeercégmtage of HMW-multimers
compared to TO, which was set at 100%) as a fumaifatime. C, D) Overlays obtained by
densitometric scanning of VWF multimeric patterhewing the relative amount of HMW-
multimers (>15 bands) at T180 vs TO. Presenteceipettin the absence of mAb508 (blue
line: T180 Ctl) or in the presence of mAb508 (bldide: TO and red line: T180 mADb) either
at 0.5 pg/ml (C) or 10 ng/ml (D). E) Representativdtimer pattern of samples taken during
perfusion of heparin-anticoagulated blood (5.7 Uraotionated heparin/ml blood) in the

absence or presence of mAb508 (10 pg/ml). Normasméa (NP) is added as reference.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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CHAPITRE 3 : Développement et évaluation d'un nouvau test ELISA pour le
diagnostic des formes de maladie de Willebrand assiées a un exces de protéolyse du
VWE

Article non soumis: ELISA-based diagnosis of VWF disorders associateddreased VWF
proteolysis
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Un exces de protéolyse du VWF caractérise la VWDBstitutionnelle de type 2A (lIA) et
semble également en cause dans les VWD acquiseséess au Rao, aux ACM-FC ou aux
syndromes myélo-prolifératifs. Il en résulte unetpaeles VWF-HPM qui peut actuellement
étre mise en évidence par électrophorese. Cet exanteipe ainsi une place centrale dans le
typage de la VWD constitutionnelle, notamment gauwlistinction entre VWD de type 2A et
VWD de type 2M. L'électrophorese est également iciEmée actuellement comme I'examen
de référence pour le diagnostic des formes de VWHuiaes associées a un exces de
protéolyse du VWF. Cet examen biologique comportsanmoins des inconvénients
(caractere chronophage, expertise technique) upitieit sa réalisation a de rares laboratoires

spécialisés et qui sont incompatibles avec unengggdiagnostique et thérapeutique.

Nous avons ainsi souhaité développé un test ELI&Mpttant une quantification plus rapide
et simplifiée de la protéolyse du VWF. Nous avorecpdé a I'évaluation de cet ELISA dans
trois conditions : 1) a partir d’'un modele d’ACM-k@vitro, 2) dans une cohorte de patients
avec une VWD constitutionnelle, ayant fait 'obgtine étude phénotypique et génotypique
exhaustive par le Centre de Référence de la Makdgi®Villebrand, CRMW), 3) dans une
cohorte de patients avec une VWD acquise en liet aine ACM-FC, un Rao ou une
gammapathie monoclonale de signification indéteéminCette étude démontre que ce test
pourrait constituer une alternative intéressantél@éctrophorése pour les formes acquises ou

constitutionnelles de VWD associées a un excesatégqlyse du VWF.
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Abstract

Background

Von Willebrand disease-type 2A (VWD-2A) and acqdireon Willebrand syndrome
(AVWS) secondary to aortic stenosis (AS) or lefntwveular assist support (LVAD) are
associated with an increased proteolysis of VWFctEbphoresis-based assays represent
currently the most sensitive tools to assess socteased VWF proteolysis. However they
have several drawbacks impeding their large difflusamong routine diagnosis laboratories.
An early diagnosis especially of aVWS may thus lteshiallenging and differ appropriate
medical care. We provide herein a new ELISA aimarg easier diagnosis of increased
proteolysis of VWF in VWF disorders.

Patients and methods

Our ELISA was assessed successively ireavivo LVAD-model, in VWD-patients (detalil
n=89; detail: VWD-2A(lIA), n=30; VWD-2B, n=25; VW2A(IIE), n=20; VWD-2M, n=14)
and in AVWS-patients (including AS-patients, n=11VAD-patients, n=9; and MGUS-
patients, n=7). VWF proteolysis rate (meanzSD) egsressed as a relative percentage with

a standard of VWF proteolysis specifically develbjar this purpose.

Results

A speed-dependent increase of VWF proteolysis wasssed in the LVAD model. In VWD-
patients, VWF proteolysis was significantly increéidn VWD-2A(lIA) and VWD-2B and
significantly decreased in VWD-2A(IIE) versus can$r (p<0.0001). In AVWS-patients,
VWEF proteolysis was significantly increased in A®d LVAD-patients compared to controls
(p<0.0001) and no detectable in MGUS-patients. ghificant increase of VWF proteolysis
was detected as soon as three hours after LVADanb@ation (p<0.01).

Conclusion

Our ELISA provides a rapid and accurate diagnasid of increased VWF proteolysis. It
Such assay might represent a helpful alternativeeléztrophoresis-based assays in the
diagnosis and management of constitutive or acquv&VvD due to increased VWF

proteolysis.
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Introduction

An easy and rapid diagnosis of the subtype andhef underlying mechanisms of von
Willebrand disease type 2A (VWD-2A) and acquirech Willebrand syndrome (AVWS)
remains often an unmet clinical need. In most casegWD-2A and of AVWS associated
with aortic stenosis (AS) or left ventricular asgievice (LVAD) therapy, increased VWF
proteolysis is a central pathogenic mechanism ara$sociated with a loss of high molecular

weight multimers (HMW-multimers}! 21131141

Currently the diagnosis of VWD-2A and AVWS assoethatvith cardiovascular disorders is
based on electrophoresis ass@yd. Such electrophoresis assays are essential tratitiate
VWD-2A and VWD-2M subtypes. These assays are howeegy difficult to implement in
“routine” as they need to be performed in smaltbhas by dedicated technicians specifically
trained to these techniques. It makes VWD typirngimbersome process and the use of these
diagnosis methods is of little help when a rapidical decision is needed. In patients with
LVAD support, AVWS is frequently (but inconstantlgpserved depending on the device
implanted!” ® and is one of the main cause of severe bleedingroeg in this high-risk
population. In case of such bleeding complicatiatsategies based on the reduction of the
speed of the LVAD rotor and/or the injection of VV¢&n be applief" °. These strategies
are however at potential risk for the patients (bdymamic instability, thrombosis) and must
be considered only once the diagnosis of AVWS idicmed.

In this context we thought to develop a rapid, o€picible and quantitative method of VWF-
proteolysis. Our purpose was 1) to develop a rapadiquantitative ELISA-based diagnosis of
excess of VWEF-proteolysis; 2) to evaluate the gbilif this method to reliably recognize

different forms of constitutive or acquired VWD (Wior without excess of proteolysis).
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Material and Methods

Patients

The rate of VWF proteolysis was studied with oul&A in patients with VWD or AVWS
associated or not with an increase in VWF proteslys

Patients with VWD

VWD patients associated with an increase (2A (lI1A¥30; and 2B, n=25 variants), an
unmodified (2M, n=14 variants) or a decrease (AEK)(In=20 variants) in VWF proteolysis
[ were selected from the French cohort multicerdetabase CRMW. All patients gave a
written informed consent. Specific mutations wetenitified in all patients (supplementary
data Table 1).

Patients with AVWS

AVWS-patients associated with high shear-inducedF/pYoteolysis (aortic stenosis, n=11;
and LVAD, n=9) were selected from the WITAVI regista prospective registry approved by
the local ethics committee, after given informedhsEnt. In patients with LVAD, samples
were collected before and three hours after imtabf LVAD support at 9000 rpm. Patients
presenting AVWS due to another mechanism (MGUS-IgE7) were selected. Healthy
subjects were also sampled as controls (n=33).

For all the patients and healthy controls includiéx® phenotypic data are summarized in
supplementary data (Tables 1, 2 and 3).

Laboratory assessment of VWF

Samples were collected on citrate 0,129M BD Vaoate® SmL tubes. Poor platelet plasma
was recovered after two step of centrifugation @P@or 15 mn) and frozen at -80°C in
eppendorfs. VWF antigen (VWF:Ag, Sta Liatest, Diagiica Stago, Inc.) levels were

measured by ELISA. VWF activity was assessed bytax| immunoturbidimetric assay
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(Innovance® VWF Ac; Siemens Healthcare Diagnostit&arburg, Germany). VWF

multimeric analysis was performed as previouslycdbsd™.

Determination of VWF proteolysis by ELISA

A 96-well microplate (Immulon® 4HBX) was coated kvita monoclonal antibody
(mAb27642, R&D Systems, Minneapolis, MN) targetarg epitope on VWF adjacent to the
cleavage site Y1605-M1606 within VWF A2 domain. Bepitope was previously reported
to be cryptic on native VWF and unmasked after ADP$43-mediated cleavad®”. To
determine sample activity, optical density at 480 (OD 450n) Was recorded. The calibration
curve was performed using serial dilution of a ipdyt proteolysed VWF obtained after
ADAMTS13-cleavage of purified plasma-derived VWRIYYWF) concentrate (Wilfactin®,
LFB Les Ullis France) under denaturing conditioAssemi-quantitative analysis of VWF
degradation was performed as control on this stan@ee additional data).Olgy.mobtained

in samples from patients and contrelere plotted against the calibration curve. VWF
proteolysis rate was thus expressed as a relagueeptage. The 100% of proteolysis was
arbitrary set for the ODsonm Obtained in patients with R1597W mutation 2A(IIAJWF
proteolysis was assessed in whole blood by our EldSsteady-state of VWF proteolysis, in
platelet lysates (unproteolyzed VWF), and in whbleod submitted to three different
conditions of shear stress in a previously desdribéAD model (pump’s speed: 3000, 6000,

9000 rpm)*?.

Statistics
Statistical analysis was performed with Graphpativeose. When appropriates, time points
were compared with a Wilcoxon rank test for paioedann Whitney for unpaired groups. P

values <0.05 were considered statistically sigariic
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Results

VWEF proteolysis in-vitro

Figure 1 shows the assessment of VWF proteolysigitro by our ELISA. No VWF
proteolysis was detected in platelet lysates. IPADVexperiments, a substantial proteolysis
was observed at baseline in poor-platelet plasmalet shear conditions, we observed a
speed-related increase of VWF proteolysis in théDvmodel. Under high shear conditions
(9000 rpm), VWEF proteolysis was inhibited by EDTAn unspecific inhibitor of

ADAMTS13.

ELISA in VWD-patients

An increased VWF proteolysis was observed in VWpPet2A(l1A) and VWD-type 2B when
compared to control, VWD-2A (lIE) and VWD-2M patisn(Table 1A-B-C-D, Fig 2). This
rate of proteolysis was significantly higher in 2B8A) patients when compared to 2B patients
(p<0.0001). VWF proteolysis was decreased in VWD{2E) patients when compared to

controls (Table 1, Fig 2). No proteolysis was ditden VWD type 3 (n=2, data not shown).

ELISA in AVWS-patients

We first measured VWF-proteolysis in AVWS from éifént mechanisms. As expected from
AVWS related to high shear cardiovascular disord€WF proteolysis rate was significantly
increased in AS and even more in LVAD patients whempared to controls (p<0,0001;
Table 2, Fig 3). Conversely in patients with MGUf&lin which clearance was increased as
attested by VWFpp/VWF:Ag ratio (Table 2), we found proteolysis of VWF (Fig 3). In
LVAD patients, the rate of proteolysis significgntincreased as soon as 3 hours after

implantation in all patients, with a parallel lagsHMW-multimers in all patients (Fig 4).
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Discussion

Current electrophoresis-based assays are key-pldgeridentification of increased VWF
proteolysis in VWD- and AVWS-patients. In the formiadication, they are necessary to
differentiate VWD subtypes 2A and 2M. This pointdsnically relevant since VWD-2A
patients have a more severe haemorrhagic phenttspevWD-2M patients™. In the flow-
chart diagnosis of VWD, our new ELISA-based assessnof VWF proteolysis could be
used, after exclusion of VWD-2B and VWD-2N, to pider an easier identification of most
VWD-2A(lIA) patients in whom closer follow-up andare intensive therapeutic regimens
are needeft”.

The early positive diagnosis of AVWS is also chadiimg most of time since electrophoresis-
based assays are time-consuming and restricteivtoeference centers. This drawback likely
impacts the management of AVWS-patients when amnirglinical decision is needed in
case of severe bleeding complications. For gastesiinal bleedings occurring in LVAD
setting, strategies based on the reduction of plkeed of the LVAD rotor and/or the injection
of VWF can be applie® '°. These strategies are however at potential riskhfe patients
(hemodynamic instability, thrombosis) and must besidered only once the diagnosis of
AVWS is confirmed. Our ELISA appears therefore apramising alternative to current
electrophoresis-based assay in this indication.

In summary, our ELISA allows a simplified diagnosik acquired or constitutional VWF
disorders associated with increased VWF protealgish assay might improve the diagnosis

and management of such patients.

Conflicts of interest: None declared.
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Legends to Figures and Tables

Figure 1: ELISA assessment in a LVADex-vivomodel

Whole blood from healthy donors was perfused invthele blood perfusion model using an
Heartmate [I® pump at different rotor speeds (30 and 9000 rpm, each in triplicate).
Three more runs were performed at 9000 rpm in tlesemce of EDTA. Sampling was
performed before and after three hours after pursiaid. All samples were assayed for VWF
proteolysis by ELISAA). Data (meanxSD of 3 independent experimentsegpeessed as a
relative percentage of VWF proteolysis. Overalldipoints comparison was performed using

Friedman test. p<0.05 was considered as significant

Figure 2: ELISA assessment in VWD patients

VWEF proteolysis rate was assessed in VWD variargso@ated with increased VWF
proteolysis (VWD-type 2A (lIA) (n=30), 2B (n=25)A(1IE) (n=20), 2M (n=14), and type 3*
(n=2). Healthy subjects were used as control (n=R8%ults are expressed for each group as a
relative percentage of VWF proteolysis (meantSD)inter-group comparisons were
performed using a Mann Whitney tgst0.05 was considered as significant.

* data not shown (no proteolysis detected).

Figure 3: ELISA assessment in AVWS-patients

VWEF proteolysis rate was assessed in AS-patient$1l(n LVAD-patients (n=9) and MGUS
IgG-patients (n=7). Results are expressed for gmobp as a relative percentage of VWF
proteolysis (mean£SD). Inter-group comparisons vpendormed using a Mann Whitney test.

p<0.05 was considered as significant.
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Figure 4: Quantitative assessment of VWF proteolysiin HeartMate-II®-LVAD-patients
before and early after device implantation.

Nine consecutive LVAD-patients were evaluated befand three hours after LVAD
HeartMate-1I® implantation with SDS-agarose 1.4%cé&lophoresis and our ELISA.

A) Representation of HMW-multimers expressed aste rto normal pooled plasma (NP,
standard human plasma Siemens healthcare diaghddcburg, Germany). (meanzSD)

B) VWF proteolysis is expressed as a relative peege of VWF proteolysis (mean+SD).
Statistical analysis was performed using two-taiMficoxon rank test. p<0.05 was

considered as significant.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Tableau 1A: phenotypic and genotypic data of VWD-2M0lIA) patients* (Median and range)

Mutation | Number of | Number of | VWF proteolysis | VWF:Ag VWEF:RCo FVIII:C VWF:RCo/VWEF:
patients families (relative %) (lu.dch) (lu.dc?) (lu.dch) Ag ratio

A1500E 1 1 23.7 28 10 35 0.35

L1503P 1 1 29.4 27 10 38 0.37

G1505R 1 1 311 69 10 75 0.14

S1506L | 4 3 22.9(17.5-42) 16.5 (14-22) | 10 (5-16) 24 (11-36) | 0.61(0.22-1.14)
F1514C 2 2 30.8 (26-35.7) 30.5(30-31) | 12 (8-16) 37 (35-39) 0.26 (0.20-0.33)
T1578N 1 1 62 49 13 39 0.27

L1580P 1 1 20 27 4 28 0.15

R1597W | 10 4 30.8(17.4-100) | 36.5(24-89) | 12.5(7-20) 48.5(33-75) | 0.3 (0.22-0.45)
G1609R 6 2 41.5(37.7-79.3) | 52.5(46-68) | 14 (11-18) 45.5 (42-62) | 0.26 (0.20-0.33)
S1613P 1 1 61.4 44 10 42 0.22

11628T 2 2 56.5 (53-60) 43 (41-45) 6.5 (5-10) 45.5 (43-48) | 0.25(0.07-0.53)
Total 30 19 34.7 (17.4-100) | 40.5(14-89) | 11 (5-20) 42.5(11-75) | 0.28 (0.14-0.67)

*HMW-multimers loss was observed in all patients
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Tableau 1B: genotypic and phenotypic data in VWD-2Batients (Median and range)

Mutation | Number of | Number of | VWF proteolysis | VWF:Ag VWEF:RCo FVIII:C VWF:RCo/VWEF:
patients families (relative %) (lu.dch) (lu.dc?) (lu.dch) Ag ratio
P1266L* | 2 1 10.3 (10-10.6) 96.5(95-98) | 84.5(75-94) | 101 (101- 0.88 (0.77-0.99)
101)

R1306Q 2 1 14.6 (12.6-16.6) | 36 (24-48) 26 (21-31) 48.5 (48-49) | 0.76 (0.65-0.88)
R1308C 4 2 26.3 (22.9-30) 34 (29-49) 8.5 (5-11) 35 (31-44) 0.21(0.16-0.30)
V1316M 1 1 29.2 48 24 55 0.5

P1333L 1 1 16.3 27 14 56 0.5

R1341Q 13 5 15.4 (8.6-25.9) 43 (27-89) 25 (10-45) 42.5 (20-105) | 0.51 (0.27-1.16)
Al461V 2 1 12.3 (8.5-16.2) 82.5(80-85) | 48.5(14-83) | 69.5(52-87) | 0.74(0.5-0.98)
Total 25 12 16.2 (8.5-30) 38 (24-98) 21 (5-94) 46 (20-105) 0.5 (0.16-1.16)

*No loss of HMW-multimers
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Tableau 1C: phenotypic and genotypic data in VWD-2M0IE) patients (Median and range)

Mutation | Number of | Number of | VWF proteolysis | VWF:Ag VWEF:RCo FVIII:C VWF:RCo/VWEF:
patients families (relative %) (lu.dch) (lu.dc?) (lu.dch) Ag ratio

C1130F 3 2 1.6 (1.4-2.8) 20 (16-42) 14 (8-22) 30 (16-71) 0.52 (0.38-0.87)
C1130wW 1 1 1.7 37 17 49 0.46

C1130Y 3 1 1.4 (1-1.8) 12 (11-17) 10 (10-10) 17 (11-22) 0.83 (0.59-0.90)
Y1146C 5 4 2.9(1.6-4.3) 17 (10-28) 11 (10-28) 22 (18-43) 0.80 (0.65-1)
C1173F 2 1 1.7 (0.8-2.3) 26.5(21-32) | 19.5(12-27) | 39 (34-44) 0.70 (0.57-0.84)
C1196R 6 1 1.7 (0.8-2.3) 23.5(16-38) | 20(10-28) 54 (26-89) 0.77 (0.63-0.91)
Total 20 10 1.7 (0.8-4.3) 20(10-42) 14 (8-28) 32 (11-89) 0.73 (0.38-1)
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Tableau 1D: phenotypic and genotypic data of VWD-2Matients (Median and range)

Mutation | Number of | Number of | VWF proteolysis | VWF:Ag VWEF:RCo FVIII:C VWF:RCo/VWEF:
patients families (relative %) (lu.dch) (lu.dc?) (lu.dch) Ag ratio

Q1402P |2 1 5.5 (5.4-5.6) 43.5(42-45) | 14 (10-18) | 36(31-41) | 0.32(0.24-0.4)

N1421I 1 1 5.6 22 6 30 0.27

L1696R 5 2 5.3(2.4-6.8) 17 (13-23) 12 (10-15) 40 (34-46) 0.75 (0.61-0.79)

Y1735D 6 1 2.7 (1.6-6.1) 22 (12-29) 21 (5-24) 40 (23-53) 0.85 (0.42-1.22)

Total 14 5 4.8 (1.6-6.8) 22 (12-45) 14 (5-24) 39 (23-53) 0.73 (0.24-1.22)
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Tableau 2: phenotypic data of AVWS-patients (Mediarand range)

Number of | VWF VWF:Ag* VWEF:CB* FVII.C* VWEF:CB/VWEF: VWEF:pp/VWEF:
patients proteolysis (lu.dLh) (lu.dLh) (lu.dL™) Ag ratio Ag ratio
(relative %)
LVAD 9 93 (29-209) 270 (128-500) | 203 (129-464) | nd 0.88 (0.55-1.14) | 1.8 (1.6-3.5)
Aortic 11 19 (10-74) 147 (67-432) | 97 (60-311) nd 0.66 (0.58-0.89) | nd
stenosis
MGUS IgG 7 Not detected | 12 (4-25) 10 (4-16) 28 (4-33) nc 10.9 (6-33)
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DISCUSSION GENERALE
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Dans la premiére partie de cette thésesravons étudié les cinétiques d’apparition e€dersion

du déficit en VWF-HPM en réponse a des variatiangiies d’anomalies de flux dans deux
cardiopathies a forces de cisaillement élevéeRale et ’TACM-FC. Nous avons effectué cette
étude dans un modele d’ACM-F€&x-vivo et dans trois conditions distinct@svivo: un
modele lapin de sténose de l'aorte ascendante,dd®patients en en insuffisance cardiague
terminale bénéficiant de l'implantation d’'une atmige ventriculaire gauche et chez des
patients porteurs d'un Rao sévere bénéficiant d'wadvuloplastie aortique ou de
implantation d’'une bio-prothese Edwards XT® paiestrans-cathéter. Ce travail démontre
I'existence de variations extrémement dynamiquespiadil multimériqgue du VWF et du
PFA-CADP en réponse aux soudaines modificationkirdensité des forces de cisaillement
dans les conditions étudiées. De fagcon notablecdaection incompléte du Rao par
valvuloplastie s’accompagne d’une récupération nmueéte des VWF-HPM alors que le
déploiement d’'une bio-prothése au niveau de I'anramatique permet une correction rapide
et totale du déficit en VWF-HPM. Le PFA-CADP suiteucinétique similaire aux VWF-HPM
dans les groupes valvuloplastie et TAVI permettainsi un monitoring en temps réel du
degré de correction du Rao. Cette étude désigid@le comme un bio-marqueur d’anomalie
de flux potentiellement utile pour I'évaluation de®cédures de traitement du Rao par voie

trans-cathéter.

Notre étude met en évidence une grande hétérogénehiis la mesure des VWF-HPM et du
PFA-CADP dans les deux groupes TAVI et BAV. Unengia dispersion des résultats est
également observée dans le modele animal lapirférBifts facteurs anatomiques sont
susceptibles de contribuer a cette variabilite.zZQbdapin, bien que nous ayons standardisé la
procédure de banding aortique, nous ne pouvonsirexah degré de sténose aortique et donc

de forces de cisaillements, variable d’un animéhatre. Chez 'lhomme, plusieurs facteurs
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anatomiques sont susceptibles de contribuer arlabiié interindividuelle des mesures de
VWF-HPM et PFA-CADP. Cette variabilité était atteieddans le groupe BAV en lien avec le
caractere partiel et aléatoire de la correctionRéw avec cette procédure. A diameétre de
ballonnet égal, la correction du Rao suite au gdstalilatation est en effet réputée trés
variable d’'un patient a l'autre. Concernant lesigas TAVI, deux facteurs anatomiques
pourraient contribuer & la persistance de forcegis@illement anormalement élevées : la
présence d’une régurgitation para-prothétidtigyre 16) ou I'existence d’'un mismatch entre

I'anneau aortique et la bio-prothé&&!,

Severe aortic stenosis

loss of VWF HMW-muitimers

Ao
Flow
LV
High local
transvalvular shear stress

/ 1 N\
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Figure 16 : Persistance d'un déficit en VWF-HPM posTAVI: hypothése de la
régurgitation para-valvulaire. Une régurgitation para-valvulaire complique envird@% des
implantations TAVI. En TAVI, la persistance de des de cisaillement anormalement élevées
secondaire a cette fuite para-valvulaire pourmitraduire par une récupération partielle des VWF-
HPM et du PFA-CADP (A) alors qu’en l'absence déefices deux paramétres se corrigeraient
rapidement (B) En BAV, la correction partielle dadrne permet pas la disparition des anomalies de
forces de cisaillement ce qui se traduirait pgpdesistance d’un déficit en VWF-HPM et d’'un PFA-
CADP allongé.
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Ce travail n'avait pas pour objectif de détermileer mécanismes sous-jacents aux variations
rapides du profil multimériqgue du VWF observéessdinRao et TACM-FC. Bien qu’elle
puisse se révéler informative a cet égard, I'étdaerofil multimérique du VWF ne permet
pas toujours de déterminer avec certitude le ouniésanismes causals sous-jacents. Le
caractére dynamique de la perte des VWF-HPM auitidn du Rao chez le lapin et de
I’ACM-FC chez 'homme semble compatible avec unet@olyse par TADAMTS13 mais nos
données ne permettent pas d’exclure I'implicaticeuties mécanismes. Un réle causal de
'ADAMTS13 semble néanmoins probable. Nous avonsféet vu dans la premiere partie de
la thése que la dégradation du VWF dans le modelertMate-1I® ex-vivo est inhibée en
présence d’un inhibiteur non-spécifique de TADAMIZ I'EDTA, ou d’'un anticorps ciblant

le domaine D4 du VWF. Le domaine D4 du VWF contiemt exosite critique pour
linteraction initiale entre VWF et ADAMTS13 en cditions de flux'®Y. Si nous avons
confirmé en milieu purifié que cet anticorps inhjeatiellement la dégradation du VWF par
'ADAMTS13 en présence de forces de cisaillemertéés, son mécanisme d’inhibition n’a
pas été caractérisé. Le VWF plasmatique est umabéi bus moléculaire avec pas moins de
24 ligands identifiés & ce jol*®. L'intervention d'une autre protéase se liant W/ &

proximité du domaine D4 ne peut donc étre formedienexclue.

L’induction d’'une ACM-FC par HeartMate-1I® induitne perte moins rapide des VWF-HPM
in-vivo comparé a ce qui est observé dans le moeleleiva Ceci témoigne de l'intense
activation endothéliale engendrée par la mise emterode I'ACM-FC in-vivo,
indépendamment de la CEC. L'augmentation du VWHpg eninutes aprées linitiation de
'ACM-FC témoigne d’'une libération immeédiate et iortante de VWF par les corps de
Weibel-Palade, probablement sous linfluence destaidaine augmentation de débit

cardiaque. Par alilleurs, la fréquence de recirimunaplus élevée de la totalité de la masse
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sanguine au travers de la pompe d’ACM-FC dans l|alaoex-vivo peut également

contribuer a une dégradation plus intense des VWMH

Une activation endothéliale systémique et la nosatbn des forces de cisaillement au
travers de la valve aortique sont susceptibleseddre compte de la rapide restauration des
VWF-HPM observée apres traitement du Raevivo. Plusieurs hypothéses peuvent étre
avancées concernant I'association observée entgiection du Rao et la libération de VWF
par I'endothélium activé. Une activation endothélissecondaire a la procédure de
cathétérisme est possible mais I'absence de camnedti profil multimérique du VWF dans le
groupe contréle valvuloplastie suggére un autreamiéme. Une restauration immédiate de la
pulsatilité artérielle secondaire a la correctionRho est une hypothése alternative séduisante
(1901 mais qui reste spéculative en I'absence d'étugesifiques. La pulsatilité artérielle
cependant semble avoir un impact sur le métabolm&WF. En effet, I'importance de la
libération endothéliale de VWF & partir des corpsWileibel-Palade varie en fonction des
conditions de fluxin-vitro %, Par ailleurs, les pompes d’ACM pulsatiles semblen pas
induire une protéolyse excessive du VWF alors @ileci est systématique sous ACM-FC
(121l De fagcon notable, sous ACM-FC, la restauratiome’ pulsatilité artérielle résiduelle
diminue l'intensité du syndrome hémorragidtfé. L'influence de la nature pulsatile ou non

d’'une pompe d’ACM-FC sur la sécrétion endothéladge/WF est inconnue.

L’idée de disposer d’'un test au lit du malade pétane¢ I'évaluation immeédiate du profil
multimérique du VWF ou de la fonction plaquettaiteez les patients BAV et TAVI peut
paraitre spéculative. Nous émettons cependantdthgse qu'un tel test « bedside » serait
d'un intérét clinique capital pour I'évaluation esalle de cathétérisme de la qualité de
limplantation d’'une bio-prothése aortique par vpercutanée (procédure TAVI). Dans notre

étude, le rationnel de l'inclusion de patients BA¥st effectuée dans I'optique de disposer
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d’'un groupe contréle « correction partielle du Rapar rapport au groupe TAVI « correction
totale du Rao » et non de proposer un monitorimipbique de cette procédure. Une lésion
irréversible de l'anneau aortique secondaire a ditetation trop agressive constitue la
principale complication des valvuloplasties, qui paraissent pas ainsi une indication

évidente pour un monitoring par le VWF-HPM ou |eAPEADP.

Au total, les données de cette étude sont pronsetsemnais nécessitent d’étre confirmées sur
un plus grand effectif. La cohorte prospective WATA(Willebrand TAVI) aura pour
objectifs de confirmer l'intérét de cette évaluaticinétique péri-procédurale du VWF et/ou
du PFA-CADP et d’étudier leur corrélation a destdacs anatomiques per- ou post-
procédures ainsi qu’au pronostic. Sur un plan nulogique, I'évaluation quantitative des
VWF-HPM nécessite le recours a une électrophorésegsl d'agarose. La complexité
technique et le caractere chronophage de cetterapborese restreignent sa réalisation a de
rares laboratoires et ne permettent qu'une évalnaBtrospective de ce parametre. Le PFA
est un test diagnostique rapide qui a une bonneuwalrédictive négative pour la VWD
acquise ou constitutionnelle a I'exception de la D\de type 2N. En présence d’une anémie
ou d'une thrombopénie, ce test est cependant mpirdtable ce qui constitue une limite non
négligeable chez des sujets agés ou l'anémie aptiealence élevée. Ces deux limites

illustrant la nécessité d’'un test alternatif paimonitoring biologique des patients TAVI.
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Dans la deuxiéme partie de cette these, nous déongnle potentiel d'une thérapie ciblée a
base d’anticorps monoclonal pour la préventionalédgradation du VWF sous ACM-FC.
Cette approche est basée sur une inhibition partie I'interaction VWF-ADAMTS13 via

un anticorps monoclonal dirigé contre la partigadesdomaine D4 du VWF. Cette approche

semble associée a un risque faible de PTT pharinacit- car elle préserve un niveau

résiduel de protéolyse du VWF.

Si la validité de cette approche se confirmaisdevice médical rendu serait important au vu
de I'impasse thérapeutique représentée par lesinggies digestives survenant sous ACM-
FC. Le caractére succinct des recommandationsiSELT (International Society for Heart

and Lung Transplantation) concernant la prise esrgeh des hémorragies digestives sous
ACM-FC illustrent bien cette problématique. Une esuwbpie digestive a la recherche
d’angiodysplasies accessibles a une électrocoagulat un arrét des traitements anti-

132 e traitement

agrégants et anticoagulants sont ainsi préconigégmsatiquemen
endoscopique des angiodysplasies digestives esnhdapt régulierement mis en échec en
raison du caractere multifocal et récidivant deléssns ou de leur inaccessibilité au niveau
de l'intestin gréle[89]. Par ailleurs, l'arrét des traitements anticoaguslaet antiagrégants

recommandé en phase aigle pourrait majorer leaidggvénements thrombotiques ultérieurs
(142 " Certains centres ont reporté une efficacité dectiéotide, un analogue de la
somatostatine, ou de la thalidomide pour le tragieindes hémorragies digestives sous ACM-
FC 143 1441 cependant, en I'absence d'études cliniques spéei, ces résultats doivent é&tre
interprétés avec prudence. Ces deux moléculesaagibgéniques sont parfois utilisées en

gastro-entérologie en cas d’hémorragies digesti#egrrentes sur angiodysplasies rebelles a

une prise en charge endoscopidifé *®! Dans cette indication, une méta-analyse met en
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évidence une balance bénéfice-risque et un nivegualive plus favorable a I'octréotide qu’'a

la thalidomide®®.

La perte des VWF-HPM semble nécessaire mais nofisaotie pour la survenue
d’hémorragies digestives sur angiodysplasies. Gegjgere l'existence de mécanismes
additionnels dans I'apparition des angiodysplasiedien ou non avec le déficit en VWF-
HPM. Nous avons vu que certains auteurs proposeyppdthése d’'une dysrégulation du
processus angiogénique qui serait secondaire acitdgi VWF " 1471 En effet, le VWF
semble jouer un réle important dans la régulatiégative du processus angiogénique. Les
VWF-HPM pourraient étre particulierement importadens cette régulation méme si cela
reste a démontrer. Sur le plan physiopathologiges données expérimentales suggerent ainsi
I'éventuel intérét d’'un traitement a visée antiiaggnique dans les formes acquises ou
constitutionnelles de VWD compliquées d’hémorraglegestives sur angiodysplasies. Cette
hypothése demeure cependant spéculative en I'absdiessais cliniques spécifiques.
D’autres facteurs, indépendamment du VWF pourraégialement contribuer a I'apparition
de lésions angiodyplasiques sous ACM-FC : un faibieeau de pulsatilité artérielle
résiduelle, I'ischémie mésentérique ou le degréntitaagulation*?® Y Depuis 2010,
certains experts ameéricains préconisent ainsi ueani inférieur d’anticoagulation par anti-
vitamines K pour tout patient sous HeartMate-ll®@ une INR cible entre 1.5 et 38°
versus INR cible entre 2 et 3 dans les essaisqolés princep§™® 1! Si cette stratégie a
permis une réduction significative de I'incidenashémorragies digestives sous HeartMate-
[I®, une augmentation significative des thrombodegpompe a été reportée chez les patients

implantés aux USA aprés mars 2647

Notre modéle HeartMate-lI®x-vivosupporte I'hypothése d’'un réle majeur de TADAMTS1

dans la dégradation du VWF observée sous ACM-FGedrte des VWF-HPM et la présence
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de fragments de dégradation ne sont pas spécifipiADAMTS13 car d’autres protéases
peuvent cliver le VWF, notamment certaines protédsacocytaires***** et la plasmine
(152 | a taille des fragments de clivage identifiés ipamuno-précipitation suggére un clivage
intervenant au sein du domaine A2, ce qui sembldusx un réle de la plasmine. La
persistance d’'une dégradation importante du VWFpsasma pauvre en plaquettes dans le
modéle HeartMate-1I@&Xx-vivoet son inhibition par un anticorps bloquant I'natetion VWF-
ADAMTS13 vont a I'encontre d'un rble des protéakesocytaires. La dégradation du VWF
apparait cependant bien de nature protéolytiquehibition quasi-totale de cette dégradation
et une perte similaire des VWF-HPM apres perfusierplasma pauvre en plaquettes vont a
I'encontre d’'une dégradation du VWF d’origine méqgae et suggérent l'intervention d’une
protéase plasmatique. L'activité catalytique deecerotéase semble régulée par lintensité
des forces de cisaillement car la perte des VWF-HRMapparition des bandes satellites,
visibles sur le profil multimérique, sont dépendande la vitesse de la pompe rotative dans le
modeéle HeartMate-lI@x-viva Pour autant, ce travail n’apporte pas la prewrenélle du
réle causal de 'ADAMTS13. Celle-ci nécessiteradt tster un anticorps anti-ADAMTS13

ciblant le domaine métalloprotéase dans notre neédd|

La principale limite de ce travail réside tout ddath dans I'absence de modéle animal
permettant de tester la validité de notre approcheivo. Cette étape serait cependant
essentielle pour confirmer 'efficacité de notrgoagrhe dans la prévention du saignement et
sa securité sur le plan thrombotique. Une évalnat®I’Ac508 dans les modeles d’assistance
actuels est en effet impossible car I'évaluatioreclinique de ces dispositifs repose
actuellement sur des animaux disposant d’une greapacité volémique, comme le porc, le
veau ou le beeuf® ¥ L 'utilisation in-vivo d’anticorps monoclonaux murins & des fins

diagnostiques ou thérapeutiques chez d’autres amirgae la souris ou chez 'homme est
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limitée par leur forte immunogénicité induisant kynthése d’anticorps anti-souris
neutralisants. Le développement d’anticorps momaaia a visée thérapeutigue a connu un
formidable essor ces derniéres années avec achegitecnviron une vingtaine d’anticorps
monoclonaux commercialisés. Le développement d'oticaps monoclonal chimérique,
humanisé ou humain a cependant un codt trés élae@ un risque d’échec important. Une
alternative intéressante et plus abordable éconmnignt est la production de fragments
d’anticorps recombinants de type nanobodies vitethnique du « phage display ». Ces
anticorps de lama ont en effet comme avantagesfaipke immunogénicité et un codt de

production réduit'>* *°¢!

Ce dernier point est d'autant plus important que marché de I'ACM-FC est tres
concurrentiel. Deux nouvelles approches, au stadssal clinique, ont pour ambition de
limiter les comorbidités hémorragiques et thromipods observées avec les actuelles
assistances circulatoires mécaniques. La premipmroehe consiste a développer des
nouveaux dispositifs d’ACM-FC plus rhéocompatiblesi induiraient moins d’hémolyse
et/ou de protéolyse du VWF. La deuxieme approcmsiste a développer un cceur artificiel
pulsatile hémocompatible qui permettrait de s’afétdr du traitement anticoaguldft”’. Une
troisieme alternative serait 'administration dencentrés de VWF en prophylaxie primaire,
notamment dans les trois mois suivants I'implaotatou l'incidence des complications
hémorragiques est la plus élevée. L’administratiexogene de VWF (VWF-HPM
notamment) est suceptible de restaurer une adhésione agrégation plaguettaire normale
et/ou d’avoir un effet anti-angiogéniqlfé®. Cette approche n’est cependant pas dénuée de
risque thrombotique au vu des comorbidités cardisculaires des patients sous ACM-FC et
du risque thrombotique en lien avec une administiatop intensive de concentrés de VWF.

Aussi, seule l'utilisation d’'un concentré de VWFugee en FVIII parait envisageable dans
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cette indication™®. Un Projet Hospitalier de Recherche Clinique a dé#posé par notre
équipe en vue d'une prophylaxie des hémorragiess S@GM-FC, par concentrés de
Willebrand Wilfactin®, limitée aux trois premiersaims post-opératoires. Cette étude devrait
permettre d’évaluer l'efficacité et éventuellemémtmode d’action de I'administration de

VWF-HPM par voie exogene.

Ce travail de these illustre enfin la nécessiténd’évaluation préclinique plus approfondie
des dispositifs d’ACM sur le plan hémostatique. dala du degré variable d’hémolyse
globulaire ou de protéolyse du VWF induits par tispositifs d’ACM, il serait ainsi
intéressant d’analyser plus exhaustivement leuaangur I'endothélium, les plaquettes ou les
leucocytes. L'activation endothéliale et/ou pladgaiet est en effet susceptible d’induire la
génération de microparticules pro-thrombotiques NE&ETs constituent également un autre
mécanisme susceptible de contribuer au risque thwtique sous ACM mais ce point n'a pas
encore fait I'objet d’étude spécifique. Cette étase cruciale pour s’assurer de la sécurité
d’emploi de ces dispositifs et/ou identifier de welles cibles accessibles a une thérapie plus

ciblée sur le plan anti-thrombotique.
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Dans la troisieme partie de cette thése, nousomettn évidence l'intérét d’'une approche
ELISA pour la prise en charge des formes consitunielles ou acquises de VWD associées a

un exces de protéolyse du VWF.

Cette quantification de la protéolyse du VWF pae mméthode ELISA serait susceptible de
permettre un typage plus rapide de la VWD consbituelle. Dans cette indication, notre
ELISA pourrait représenter une alternative avaniagea I'électrophorése, qui tient
actuellement une place centrale dans la stratégigpge, aprés exclusion des variants 2B et
2N de VWD. Notre test permet en effet une distottrapide des sous-types 2A et 2M de
VWD constitutionnelle. Une identification rapide dous-type 2A est justifiée cliniquement
car ce variant justifie un suivi médical plus régukt un traitement substitutif plus intensif en
raison d’'un phénotypique hémorragique plus séwre¢c notamment une prévalence élevée
d’hémorragies digestive¥”.

Cette approche ELISA pourrait également permetirdiagnostic précoce des VWD acquises
associées a une protéolyse excessive du VWF. Cegii pas réalisable avec les techniques
électrophorétiques actuelles, ce qui impacte négraient la prise en charge de ces patients en
cas de manifestations hémorragiques séveres. Lehgre étape consistera a étudier si
l'intensité de la protéolyse du VWF mesurée en BLESt corrélée a l'intensité du phénotype

hémorragique.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Ce travail de thése avait comme objet d’étude fesyme de Willebrand acquis secondaire

aux cardiopathies a forces de cisaillement élevées.

Il a permis d’en préciser la physiopathologie eritamd en évidence le caractére extrémement
dynamique de l'induction et de la réversion desnaal@es de multimérisation du VWR-vivo

en fonction des variations soudaines de flux sangué monitoring de la cinétique de
réversion du syndrome de Willebrand acquis lordaderise en charge du rétrécissement
aortique par cardiologie interventionnelle souligaecaractére discriminant de I'évaluation
péri-procédurale des multiméeres de haut poids mtdée (VWF-HPM) ou du PFA-CADP
pour déterminer la qualité de [limplantation vakioé post-procédurale. La cohorte
prospective WITAVI aura pour objectifs de détermin@ntérét pronostique de cette
évaluation cinétique péri-procédurale du VWF etceaélation a des facteurs anatomiques

per- ou post-procédures.

Ce travail s’est également centré sur le syndromeWlllebrand acquis observé sous
assistance circulatoire mécanique a flux continousNavons fait la preuve d’'un concept de
thérapie ciblée préventive du syndrome de Willebracquis reposant sur un anticorps
monoclonal dirigé contre le domaine D4 du VWF. kkaghaine étape sera le criblage d’'une
librairie de nanobodies anti-VWF développée par7V0, en vue de lidentification d’un

nanobody anti-VWF D4 utilisable dans un modele ahidhassistance circulatoire mécanique
in-vivo. La détermination des mécanismes sous-jacentd@gladation du facteur Willebrand

sous assistance circulatoire mécanique fait aetmelht I'objet d’un travail collaboratif. Par

ailleurs, nous avons déposé un PHRC national pealuér I'efficacité sur la prévention des
manifestations hémorragiques post-opératoires gastves, dans les trois premiers mois
suivant 'implantation d’'une assistance ventricidagauche a flux continu, d’une prophylaxie
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par concentré de facteur Willebrand pauvre en fac#ll (Wilfactin®). Cet essai clinique

permettra également d’étudier si la sévérité dudsyme hémorragique est corrélée a
l'intensité de la protéolyse du VWF (mesurée pairendest ELISA) et/ou associée a des
perturbations pro-angiogéniques. Enfin, nous avammme projet de développer un modele
animal d’assistance circulatoire mécanique chepde en vue d'étudier le rdle de la

pulsatilité artérielle résiduelle sur le métaboksdu Willebrand.
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Revue 1: On the versatility of von Willebrand facto

Antoine Rauch, Nikolett Wohner, Olivier D. Christagy Cécile V. Denis, Sophie Susen, Peter
J. LentingMediterr J Hematol Infect Dis. 2013 Jul 10;5(1):22046

Abstract

Von Willebrand factor (VWF) is a large multimericgpein, the function of which has been
demonstrated to be pivotal to the haemostatic systedeed, quantitative and/or qualitative
abnormalities of VWF are associated with the blegdiisorder Von Willebrand disease
(VWD). Moreover, increased plasma concentrationgWF have been linked to an increased
risk for thrombotic complications. In the previodecades, many studies have contributed to
our understanding of how VWEF is connected to thentastatic system, particularly with
regard to structure-function relationships. Intéxec sites for important ligands of VWF
(such as factor VIII, collagen, glycoproteinajbintegrinallbf3 and protease ADAMTS13)
have been identified, and mutagenesis studies ¢t@viermed the physiological relevance of
the interactions between VWF and these ligandswever, we have also become aware that
VWF has a more versatile character than previatnslyght, given its potential role in various
non-hemostatic processes, like intimal thickeningnor cell apoptosis and inflammatory
processes. In the presence review, a summary okreawledge on VWF structure-function
relationships is provided in the context of thea%slical" haemostatic task of VWF and in

perspective of pathological processes beyond haesiss
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Introduction

Von Willebrand factor (VWF) is a protein that Hastorically been known for its role
in the haemostatic process. However, many hurdées tb be taken between the initial
description in 1926 of the bleeding tendency tBatow known as Von Willebrand disease
(VWD)! and the identification of the protein that is asated with this disorder. Indeed, it
took 30 years after the seminal paper by Erik valiéidfand, before it was reported that the
bleeding episodes in von Willebrand disease coalddsrected upon the infusion of a plasma
factor. The search for the identity of this plasma congmiwas far from simple, as it was
complicated by the multimeric nature of VWF and tla¢ion that VWF circulates in complex
with coagulation factor VIII (FVIII), the proteinhat is associated with hemophilia A. The
technical difficulties that needed to be addredsaek nicely been put in context in several
personal anecdotes on the events that led to Huewbry in the early 1970s that VWF and
FVIII are separate proteins and that VWF is a matic proteifi®. The identification of
VWF as a plasma component that is associated witib\provided the basis for numerous
additional studies. For starters, the purified @irotvas used to determine its sequence, which
in turn was needed to clone the gene encoding YA/ his breakthrough stimulated the
rapid expansion of our knowledge on the epidemiglagenetics and molecular basis of
VWD*2 with the help of recent multicenter studies irrdpe, Canada and the USA, our
insight into the complex genetic background of V\WW&s been dramatically been improved, a
necessary step to further refine clinical and latmy diagnosis of the dised3& Clinical
studies further taught us that the critical role/®¥F in haemostasis is not only obvious from
the bleeding tendency that is associated withuitetional deficiency, but also in view of its
relationship with thrombotic disorders. Increasedels of VWF have been shown to be

predictive for atherothrombotic complicatidrié> In line with VWF being a risk factor for
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atherothrombotic complication, a recent study regmbra reduced prevalence of arterial
thrombosis in patients with VWE Importantly, the role of VWF in the developmerit o
thrombotic complications is not limited to myocadinfarctions, but also include stroke and
venous thrombosi§?® Of note, the contribution of VWF to venous thrarels may be both
direct as part of a complex with neutrophil extthdar traps (NETSY, and indirect via FVIII
(which is an independent risk factor for venousmhibosis), given the role of VWF being a

determinant of FVIII plasma levéfs™

Fundamental studies on the structure-functiorticglahips of VWF provided insight
into how this multimeric protein supports the diffiet aspects of the haemostatic process.
Importantly, from these studies it also becamerdleat VWF has a more versatile character
than previously thought, given its potential ralevarious non-hemostatic processes, like cell
proliferation and tumor cell apopto$isin the present review, an overview of our current
knowledge of VWF structure and function will be yistied. Subsequently, we will describe
the contribution of VWF to (patho)-physiologicalopesses beyond haemostasis. Finally, we
will discuss how shear stress and modulation oftimel size regulate classical and novel

functions of VWF.

Structure of VWF

The biosynthesis of VWF has been described extelysin several excellent reviews
(see for example Wagriédrand Sadléf*9. Its synthesis is limited to endothelial cellsdan
megakaryocyte§®’ where it is produced as a single chain pre-potem. It consists of a 22-
amino acid signal peptide, a 741-amino acid prage@nd a mature subunit of 2050 amino

acids (Figure £¥° Initial analysis of the VWF primary structure eafed that the molecular
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architecture of the pro-protein distinguishes & domain structure, arranged as D1-D2-
D'-D3-Al1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK, with the prop&de comprising the D1-D2
domains, and the mature subunits the remaining osid>*% More recently, the domain
structure of VWF has been re-evaluated using stracinformation of other proteins with
homologous domains in combination with electronroscopy techniqué®*’. This exercise
revealed a number of interesting insights. Firsialiowed a more detailed assignment of
disulfide bonds between cysteines throughout thieente™. Second, it appeared that the D-
domains have a more complex structure than inftiabught. In fact, D-domains consist of 4
independent structures: a von Willebrand domai@ysteine-8 structure, a trypsin-inhibitor-
like (TIL)-fold and an E module (Figure “t) Third, the region aminoterminal to the D4
domain (i.e. the B1-B2-B3-C1-C2 domains) was recghto consist of 6 consecutive C-
domains instead, with the Arg-Gly-Asp (RGD)-integrecognition sequence being located in
the C4 domain (Figure 1) These new insights in VWF structure will help tasbetter

understand the cross-talk between domains in thetitns of VWF.

A most intriguing aspect of VWF biology concerte tmultimeric structure of the
protein. The mature VWF protein exists as a hebgals series of covalently-linked mature
subunits ranging from dimers (molecular weight ®ulionDa) to large polymers consisting
of over 40 subunits (molecular weight >20 milliod&a°. As will be discussed later in this
review, the multimer structure is important forubset of VWF functions, and regulation of

multimer size and quaternary structure is an ingsartool to modulate these functions.
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The classical functions of VWF: FVIII binding

The intricate linkage between VWF and FVIII is Ip@ps best illustrated by the
nomenclature that was previously used to distifgbistween the coagulation- and platelet-
related activities of the complex: FVIII coagulaattivity (FVIII:C), FVIII related antigen
(FVIII:RAQ) and FVIII ristocetin cofactor activityFVIII:RCF)*. In fact, some still use the
term FVII:RAg instead of VWF to describe stainingf endothelial cells in the

immunohistochemical analysis of healthy and patfiokd tissues (see e.g. Bauer etal.

VWEF and FVIII circulate in a tight non-covalentraplex in the circulation, and the
affinity is estimated to be less than 1 #§Nf. The binding site for FVIII is located in the
amino-terminal D’'D3 region, spanning residues 76388°*’ In a recent study, Castro-
Nunez and coworkers used an approach of mass epmtar-assisted footprinting to discover
that VWF residues Ser-764 and Lys-773 seem to bectth involved in the binding of
FVII1*8. The complementary binding site in FVIII has aben identified, involving residues

at both the amino- and carboxyterminal regionsefRVIII light chairf®

The physiological relevance of VWF/FVIII complearimation is exemplified by the
markedly reduced FVIII plasma levels in patientthwindetectable VWF levels (VWD-type
3) or with a defect in the FVlll-interactive sitd YWF (VWD-type 2Ny*>3 Indeed, the
majority of VWD-type 2N mutations are located ire ttegion spanning residues 764-1U35
suggesting that these mutations affect FVIII bigdohirectly by modulation of the FVIII

interactive site.

VWF's protective function is related to severapets™ (1) VWF stabilizes the
heterodimeric structure of FVIfi (2) VWF protects FVIII from proteolytic degradaiti by

phospholipid-binding proteases like activated pro@ and activated factor X (FX4r2 (3)
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VWEF interferes with binding of FVIII to negativelsharged phospholipid surfaces, which are
for example exposed on activated platéfetgt) VWEF inhibits binding of FVIII to activated
factor IX (FIXa), thereby denying FVIII access foetFX-activating compleX (5) VWF
shields FVIII from part of the inhibitory antibodiethat may be generated during FVIII-
replacement therapy in about 30% of the severe phiti® A patient§®®® and (6) VWF
prevents the uptake of FVIII by some cells, inchgddendritic cell&"®. In view of the role of
dendritic cells in antigen-presentation to T-cetlsis latter function may be of relevance
regarding the immune-response towards FVIII that been observed in the treatment of
hemophilia patients. In several in vivo studiesiggnice, it has been shown that the addition
of VWF reduces the immune-response towards ERAf1®® This may suggest that the
presence of VWF in therapeutic FVIII preparationgymnfluence the development of

inhibitory antibodies, although epidemiologicaldigs have revealed conflicting data on this

possibility’® ">

Apart from its protective role, VWF may also playole in the targeting of FVIII to
sites of vascular injufy It should be noted that complex formation is nat absolute
requirement for FVIII to reach the developing thimm, as has been shown in studies using

VWE-deficient micé>’®

The classical functions of VWF: collagen binding

Shortly after the identification of VWF as a plasprotein, its capacity to adsorb to
collagens was reportéd Subsequent studies revealed that a dominant rgjndite for
collagen in VWF is located in the VWF A3 domain dfving a discontinuous epitoffe*

The A3 domain is able to interact with various tyé collagen, including collagens I, 11l and
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VI, and the complementary binding sequences imageth | and Il have been deciphered in
detaif*®> The importance of the A3 domain in binding tolagén is supported by the
finding that mutations in or around the collagendmg site may be associated with an

increased bleeding tendef&s>

An alternative binding-site for collagen in the VAAprotein is located in the Al
domain, as has been demonstrated by various résemotip&®°°® However, opposite
findings have been reported concerning the corttabuof the Al-domain in facilitating
VWEF-platelet interactions under conditions of fl6®* Nevertheless, it appears that some
mutations in the A1 domain found in VWD patientsynadfect collagen binding, providing a

rationale for the bleeding tendency in these p&ig.

It should be noted that the bleeding tendencyaatsal with mutations in the collagen
binding site is usually mild, which is in line withe observation that a murine VWF variant
with a defective collagen binding in the A3 domédisplays no defect in the correction of the
bleeding time in a tail clip-model for normal haestasi€®*® In contrast, this mutant shows
a strongly delayed occlusion time in a ferric clderinduced model of vascular injury,
suggesting that blocking VWF-collagen interactionsld be a potential therapeutic approach
in the treatment of arterial thrombd$fs This possibility has been explored in animal msde
for thrombosis, revealing that antibodies blockiiyF-collagen interactions are efficient in

reducing the thrombotic tendert}%2

Many in vitro studies revealed that VWF-collageneractions are needed for the
recruitment of platelets particularly under corwhs of high shear rates (for reviews see
Sixma et af® and Nuyttens et af%). In spite of this important function, defectsdallagen
binding are associated with but a mild bleedingléty. The explanation for this apparent

contradiction may originate from the redundancytl®e process that mediates platelets
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adheres to collagen. First, VWF contains multipdagen-binding sites, which may perhaps
compensate for each other under particular comditi®Gecond, platelets do contain other
collagen receptors, such agB1 and Glycoprotein-VI (GpVl), that could allow theto
interact with collagen in the absence of VIR7FIt should be mentioned that both receptors do
not resist high shear ford&3 indicating that they are unable to function dsek-up system
for VWF under high shear conditions. Finally, thdendothelial matrix comprises also other
components that function as an adhesive surface VM=, such as tenascin-C and

laminin**®*%” However, the binding sites for these proteinsehant yet been identified.

From a structural point of view, the multimeric \PAprotein attached to the collagen
surface will undergo shear stress-induced confaomalt changes that lead to the exposure of
the binding site for its platelet-receptor Gifb Interestingly, binding to collagen has also a
secondary effect, in that it results in releaseRMill from the VWF molecule. This
phenomenon was already recognized in the origirsaduscript that described the adsorption
of VWF to collagefY, and was further elaborated by Bendetowicz anteaglies™. The
reason for this release is yet unclear, but itada that release of FVIII from collagen-bound
VWF makes it more rapidly available for the coagjola cascade: VWF-bound FVIII is
poorly activated by FXa/phospholipids, whereas Ve is efficiently activated by this
complex’. Alternatively, this collagen-induced release doble a mechanism to prevent
FVIII binding to VWF that is located in the subetigelial matrix, preventing undesired

extravasation of FVIIf°.
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The classical functions of VWF: platelet binding

A key function of VWF is to mediate the recruitmher platelets to sites of vascular
injury, especially at those locations where coltabending platelet-receptors do not resist
high shear forces. Interactions between platelats MWF are mediated by two distinct
platelet receptors: Gpdband integrinullbf3. Gplhw is part of the Gplb-1X-V complex that is
abundantly expressed at the platelet suffd¢&' Contacts between VWF and Gplkequire
the VWF Al domain, and the Gpibnteractive site has been elucidated at the atdewel
using co-crystal structures of the VWF Al domaim ansoluble Gplbd fragment112-114.
Mutations of residues in the VWF Al domain that @othe interactive surface with Gplb
have indeed found to be associated with impairedP\fhction and a bleeding tendency in
patients with VWD-type 2M. The VWF-Gpll interaction is probably the best-studied
aspect of VWF at both the functional and structleaél, and its importance for the formation

of platelet-rich thrombi has been extensively resad elsewhere (see for instance references

108,115—113.

The binding site fouallb3 is located in the C1 domain of VWF (C4 domaincaidong
to the new annotation proposed by Zhou et)ahnd involves the classical Arg-Gly-Asp
(RGD) recognition sequence for integrins. The fiorctof the VWFellbp3 interaction is
related to the enforcement of platelet-platelegriattions as has been demonstrated in several
in vitro studie$'®*? However, since several other ligands (notablirfitlgen) are capable of
doing so as well, this VWF function has long bekaught to be redundant. This view is
compatible with the notion that so far no patiehésing mutations in thellbp3 binding
sequence have been reported. However, studies asmguse model expressing a VWF
mutant with defectiveullbf3 binding have forced us to change this view. Alijio mice

expressing this mutant show normal correction ef tkeeding time in a tail clip-model for
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haemostasis, they are characterized by an impaégskel occlusion time in a ferric chloride-
induced model of vascular injd™® A similar reduction of vessel occlusion was oledr
in mice treated with antibodies against the RGDusege of VWE’% More detailed analysis
of thrombus formation in these mice revealed thétal thrombus formation is unaffected.
However, larger thrombi seem to dissolve as a teduhe increased hydrodynamic forces to
which the growing thrombus is expo$®d® This strongly suggests that the VViFbp3
interaction is not redundant, but of physiologicgkvance with regard to the stabilization of

the growing thrombus.

Novel aspects of VWF function: the molecular bus

As described in the paragraph “The classical fonstof VWF: FVIII binding”, VWF
is particularly known as a carrier protein for FMh the circulation to maintain appropriate
FVIII plasma levels. However, in recent years is lteecome clear that FVIII is not the only
protein that circulates in complex with VWF in tbeculation. Other examples of proteins
that are associated with VWF in plasma include ADPSA3?%'?3 osteoprotegerii**
angiopoietin-2 (Christophe OD, Cherel G, Lenting Bénis CV; unpublished publications)
and two members of the galectin family, galectimdd galectin-3". It would not be
surprising if this list of VWF-bound proteins widirow in the future. For instance, Turner &
Moake recently published that several members efchmplement family (i.e. C3, C5 and
factors B, D, P H & 1) attach to VWF that is freghieleased from endothelial céfl$ It
seems reasonable to assume that at least somesef pinoteins remain associated to VWF

upon release from the endothelial surface intcctioailation.
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Like for FVIII, galectin-1 and galectin-3 plasmeveéls were higher in wild-type mice
compared to mice deficient for VWE'? suggesting that VWF is needed to stabilize
galectin-1 and galectin-3 in the circulation. Wittgard to osteoprotegerin, a recent study
revealed a positive correlation between VWF andasitegerin levels in a cohort consisting
of patients with cardiovascular disease and asymatic control$®. This correlation
appeared particularly relevant in asymptomatic viilials without coronary calcification.
These recent findings might suggest that VWF cqldg a similar protective role to stabilize
osteoprotegerin in plasma. Of course, additionadlies are needed to support this point of
view. An opposite observation has been made ragardDAMTS13 in that an inverse
relationship between plasma levels of VWF and ADABAB was reportéd. In addition,
ADAMTS13 levels were ~40% higher in patients lackicirculating VWF than in control
individuals®. How VWF influences ADAMTS13 plasma levels rematosbe determined.

One possible explanation can be that VWF-bound AOANMS3 is cleared in conjunction with

VWEF, which has a shorter half-life than ADAMTS£351%2

The wide variety of proteins that are bound to VilWkhe circulation raises a number
of questions. First, how many passengers can lleeoWF bus at the same time? For FVIII
and both galectins, we know that their plasma coinagons are about 100-fold lower than
that of VWF, which suggests that they will not oggll the places that are available. As for
ADAMTS13, Feys et al. calculated that it circulatesomplex with VWF in a stoichiometry
of 1:250, also indicating that the majority of th&VF subunits remain non-occupiéd A
second question is: what are the functional corseeps of complex formation? VWF
protects FVIII and may promote its targeting t@siof vascular injury. In contrast, FVIII may
have the opposite effect on VWF, as it has beeaorteg that the presence of FVIII promotes

VWF degradation by ADAMTS1%® With regard to the galectins, angiopoietin-2 and
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osteoprotegerin, the functional consequences af ineding to VWF have been investigated
to a limited extent, if at all. In view of the la&gize of the VWF protein, it seems conceivable
that VWF has a profound effect of the functionabfythese proteins in that it may prevent the
interaction with their natural ligand via steri¢cehdrance. However, many unknowns remain
in this respect, and it would be of interest to lesg the mutual functional effects between

VWF and its passengers.

Novel aspects of VWF function: cell effector in th@ngiogenic process

During the last two decades, more than 20 proteave been identified that interact
with VWF, several of them being involved in celluignaling process&s Consequently,
VWF has been linked to other (patho)physologicalcpsses than haemostasis as well,
including angiodysplasia, tumor metastasis and $imowscle cell proliferationFigure 2;
for recent reviews on these topics see referetfcé$'®y. However, the mechanism by which
VWE is linked to this processes is largely undedin€or each of the three conditions a brief

overview of our current knowledge will be provided.

With regard to the angiogenic process, it has deand that the absence of VWF
increases endothelial cell proliferation in viffd In line with this observation, VWF-deficient
mice display an increased vessel density of theulasure in the ears in comparison to VWF-
expressing mic&®, suggesting that VWF acts as a negative moduts#t@angiogenesis. The
molecular basis of this modulatory effect is yetlear. Results from the study by Starke and
colleagues point to an effect of VWF on vasculadathelial growth factor (VEGF)-
dependent angiogenesis, which proceeds via multiplacellular and extracellular pathways

dependent onVB3 and angiopoietin®3®. Given that both proteins are ligands for VWF, it
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seems possible that VWF acts on the angiogenicepsoeia interactions with both proteins.
However, the endothelial cells contain several oth&F-binding proteins with pro- and anti-
angiogenic properties, such as galectins-1 alitd*% connective tissue growth factdtand

insulin-like growth factor binding proteint¥. This points to a complex role of VWF, able to

affect the angiogenic process at different levels.

Irrespective of the precise mechanism, the linkvben VWF and angiogenesis seems
to be of physiological relevance, given the rekinrequent occurrence of angiodysplasia in
patients with VWD**!*! Angiodysplasia is characterized by vascular maifgions
resulting from an impaired angiogenic process, isnoften clinically manifested via gastro-
intestinal bleedindé? Interestingly, the manifestation of angiodysmaisi VWD patients is
observed more frequently in patients that lack mglitimers, either because of hereditary
defectd****3or because of acquired conditions, such as Heggirrome or patients carrying
circulatory assist devicE¥'*> Why there is this specific link with high moléau weight
multimers is unclear. Perhaps it involves a medranthat is similar to the interaction
between VWF and Gpth which also is more efficient for the larger muoiérs compared to
smaller variants. The possibility exists that VWeracts in a multimer size-dependent
manner with so far unidentified cellular recept@@spressed on endothelial cells or other cells
in the vascular wall) that are involved in maintagn the vascular integrity. Solving this
enigma would be of interest for the developmenhmfel therapeutic means to manage this

severe complication of VWD.
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Novel aspects of VWF function: cell effector in smath muscle cell proliferation

Care should be taken in extrapolating the antiHerative effect of VWF towards
VEGF-stimulated endothelial cells also to otherl ¢gbes. As will be discussed in this
section, VWF may also exert a proliferative effedemonstrating that the cell effector
function of VWF may be very much dependent on theal cellular environment. Upon
damage of the vascular endothelial layer, VWF i& &b penetrate into the intima of large
peripheral vessels, where it is exposed to smoatscha cell$***® The deposition of VWF
in the intima coincides with intimal thickeniti§ suggesting that VWF plays a role in the
pathogenesis of intimal hyperplasia by promotingosth muscle cell proliferation. This
possibility is supported by in vitro experiment®wsing that VWF directly stimulates smooth
muscle cell proliferatiolf®. The transcriptional changes in smooth muscles ¢k#t are being
induced upon exposure to VWF have recently beeavated, and involve multiple genes

associated with growth factor stimulatih

The effect of VWF-dependent smooth muscle celllifgration is not only of
relevance with regard to vascular damage, for mtgtaas a consequence of an angioblasty
procedur&*®*” but may also be of importance in view of the Héegy disorder CADASIL
(cerebral autosomal dominant arteriopathy with  eufi@l infarcts and
leukoencephalopath¥’f. The clinical phenotype of this disorder includesurrent strokes
and dementia. Analysis of brain sections of CADAPHiients revealed that VWF is
abundantly present in the brain vessels, partijuliar the subarachnoid arteries that are
characterized by concentric thickening of the meatid adventitiz®. The identification of
VWF as a player in CADASIL-related smooth muscldl peoliferation could provide the

basis for a novel therapeutic approach in therreat of these patients.
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Novel aspects of VWF function: cell effector in apgtosis

The versatility of VWEF is nicely illustrated byemotion that VWF is not only capable
of stimulating cell proliferation but also by itgmacity to induce cell death. Again, it is
important to take into account the local cellulavieonment in this regard, since the apoptotic
function of VWF is probably restricted to but a feell types. First, it was shown that VWF
is able to induce platelet apoptosis via interaxtioith Gplla, thereby initiating the caspase-
3, Bak and Bax-dependent apoptosis patiwayhe physiological consequences of this
finding remain to be determined, but they couldobeelevance for those conditions where
there are enhanced VWEF-platelet interactions withloe need for thrombus formation. One
such a condition could be VWD-type 2B, where gdufeoction mutations in the VWF Al

domain result in spontaneous VWF-platelet intecendti

Tumor cells are another cell type that might b&ceptible to VWF-induced apoptosis.
Unexpectedly, tumor cells were found to have a érighetastatic potential in VWF-deficient
mice than in VWF-expressing control mite This higher metastatic potential appeared to be
the result of a longer survival of living cells the absence of VWF? In vitro studies
confirmed that VWF induced death of tumor cefi$>® The underlying mechanism of VWF-
induced cell death remains unclear, although theemoation that VWF-tumor cell
interactions were mediated by/ 3 suggest that VWF induces cell death via thisgirié>>
The capacity of VWF to induce tumor cell death mo& 33-dependent fashion was recently
confirmed in an elegant study by Mochizuki and eafjue¥* However, they also identified
a series of tumor cells that was capable of esgayiWF-induced cell death. The explanation
for this resistance against VWF-induced apoptosas vather unexpected: they found that
tumor cells are able to secrete a protease (ADAMt2& is able to degrade VW Thus,

VWF negatively regulates tumor cell survival, amdtain tumor cells have armed themselves
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against VWF via the production of a protease tregtrdys the pro-apoptotic function of

VWE.

Novel aspects of VWF function: a pro-inflammatory gent

The adhesive nature of the VWF protein allows itunction as a landing platform for
platelets. This raises the question whether thiseside capacity is selective for platelets, or
whether also other cells are able to adhere VWF.hatee previously addressed this issue,
and observed that leukocytes may adhere to immzebilVWF under conditions of low
sheat®®. In the same study, we were able to identify PSGandp2-integrins as potential
counter-receptors for VWF at the leukocyte surfaceMlore recently, we also identified
Siglec-5 as a leukocyte receptor that is able teract with VWF, although we did not test
whether Siglec-5 contributes to leukocyte-VWF iatgions under conditions of fldw.
Evidence is also accumulating from other studiest MMWF may actively participate in
leukocyte recruitment. First, platelet-decorated W¥trings at the cellular surface efficiently
attract leukocytes, even under conditions of hilgaas stress’. Furthermore, VWF-platelet
complexes play a crucial role in the extravasatiddnleukocytes upon an inflammatory

response®

The participation of VWF in the inflammatory resse has been confirmed in several
animal models for inflammation, such as atherossis; wound healing, experimental
allergic encephalomyelitis, and strdk&'®2 Whether VWF plays a similar important role in
the human pathology of these diseases is uncléachwould be related to the multi-factorial
nature of such inflammatory conditions. For insn¢WF-deficient mice and pigs develop

fewer atherosclerotic lesions compared to VWF-esgirgy animals, suggesting that VWF
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could participate in attracting leukocytes to lesisites®* %3 However, human studies
revealed conflicting information whether or not extbsclerosis is reduced in patients with
VWD (recently reviewed by van Galen et'#}). One crucial difference that could explain the
observed differences between humans and animaldatia VWF is that patients receive
replacement therapy to replenish the reservoirimulating VWF. As such they are less

deficient in VWF compared to the animals.

Regulation of classic and new VWF functions: multirer size and shear stress

In the circulation, VWF is exposed to many of ligands, including platelets.
Therefore, mechanisms need to be in place to ptguemature interactions between VWF
and platelets in order to prevent undesired vesselusiort®. On the other hand, for some
ligands (such as FVIII) it is actually necessargtttfWF is able to interact with them in a
constitutive manner, without regulation that is stoct. From these two examples it becomes
clear that the versatility of VWF is not only rested to its functions, but also with regard to

the regulation of these functions.

There are two dominant mechanisms in place thatiboite to the regulation of VWF
function. First, VWF is able to change conformatinrresponse to shear str&§g°® In the
normal circulation VWF is present as a globulan@irg whereas exposure to increased shear
forces drives the protein into an elongated conétion'°®*°® This change in conformation
has a number of consequert@s(1) it results in decryption of the Gpibbinding site,
allowing platelet bindintf® (2) the cleavage site for ADAMTS13 becomes a4 (3)
it exposes methionine residues that are sensitivexidatiort’% (4) it promotes disulfide

bridge formation between cysteine-residues in thedémaint>*’* (5) it enhances VWF
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self-associatioH™ and (6) it turns VWF into a ligand for its cleace receptor LRP1® In
contrast to these shear stress-dependent phenosjgheninteractions between VWF and
collagen or FVIII do not seem to require shearsstiaduced conformations, as they already

occur under static conditions.

Do these shear stress-induced conformational @saalgo affect the novel functions
of VWF? In most cases, this does not seem to bec#se. The effects of VWF on
angiogenesis, smooth muscle cell proliferation #amchor cell death have usually been
investigated in vitro under static conditions. @lucse, this does not necessarily mean that
shear stress will not affect these functions. Havewadditional studies are needed to get

insight into the role of shear stress on novel Vifkctions.

A second mechanism to regulate VWF function isvémy its multimer size, and
several mechanisms are at hand to do so. One pribtai contributes to the regulation of
VWF multimer size is thrombospondin, which contrdl8VF multimer size via the
introduction of new thiofS”. Second, shear stress-induced self-associationemayge the
multimer size of VWE". However, the most dominant regulator seems tADAMTS13,
which is able to proteolytically degrade VWF vieeaVvages in the A2 domain between
residues Tyr1605 and Met160% The mechanism by which ADAMTS13 recognizes and
cleaves its substrate has been described in detaih excellent review by Crawley and
colleague¥®. The importance of ADAMTS13 in the regulation ofWF multimer size in
view of its hemostatic properties is evident frame thrombotic complications that occur in
the absence of ADAMTS13, a disorder known as thmtinlthrombocytopenic purpul® 82
However, does ADAMTS13 also affect non-hemostatiacfions of VWF? There are
indications that this is indeed conceivable. Fivgt, already mentioned that angiodyplasia is

particularly associated with VWD patients that ldogh molecular weight multimers, such as
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in VWD-type 2A"3 Apparently, an increased degradation of VWF fetes with the
property of VWF to maintain the integrity of theseallature. Second, increased leukocyte
rolling on unstimulated veins and increased leuko@dhesion in inflamed veins has been
observed in mice deficient for ADAMTS13. Moreovérhas been found that the absence of
ADAMTS13 exacerbates the inflammatory response mimal models for stroke and
atherosclerosts®!®*1% Apparently, proteolytic degradation of VWF by ADAS13
downregulates the inflammatory potential of VWF.thVregard to the effect of VWF on
tumor cell death, the importance of multimer sigeyet unclear. It should be noted that
ADAM-28 reduced VWF multimer size via proteolysis tawo distinct sites in the VWF

°* Since these sites are located

protein, which coincides with a loss in apoptotmgntia
away from theaVp3-recognition sequence (i.e. the RGD-motif), itrageconceivable that
VWF multimer size plays a role in the interactiorthatumor cells to initiate the apoptotic

process.

Conclusion

Forty years after its first purification from phaa, VWF still carries many mysteries.
Its versatility is steadily being exposed but eitemole in thrombosis, once thought to be well
understood, is still eluding us. Indeed, the notloat a VWF-mutant unable to bindlbp3 is
protective against thrombosis in a ferric chloridduced model for arterial thrombosis while
it is without effect in a stroke model, is a petfegample of this constant reassessment that is
forced upon u$°'® The possibility to target VWF in the managemehtttwrombotic
disorders should therefore be considered as aopgain. With regard to the non-hemostasis

functions of VWF, many avenues also remain to bplagd. The combination of data
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originating from both clinical and basic studies WWF will no doubt be instrumental in

expanding our knowledge of this intriguing protein.
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Legends
Figure 1: Domain structure of VWF.

The molecular architecture of VWF is characterized by the presence of distinct domain structures.
Panel A represents the arrangement of five different structures according to the original analysis of
the VWF sequence (reviewed by Pannekoek & Voorberg)38. The numbering of the domain
boundaries has been used in our laboratory in the previous years. Panel B shows the domain
organization as has recently been proposed by Zhou et al.41. One striking difference with the original
domain structure is the replacement of the B1-3 - C1 - C2 domain region by 6 homologous C-
domains. In addition, their analysis revealed that the D-domains consist of various independent
structures, which are highlighted in panel C. The D1, D2 and D3 domains each contain a VW-domain,
a trypsin inhibitor-like (TIL)-structure, a C8 fold and an E module. The D' region lacks the VW domain
and TIL-structure. The D4 domain lacks the E module, but instead comprises a unique sequence
designated D4N.

Figure 2: The functional diversity of VWF

VWEF is best known for its link with the hemostatic system, where it participates in the recruitment of
platelets to the injured vessel wall and acts as a carrier protein for FVIII. The physiological relevance
of this function is underscored by VWF being associated with bleeding problems (VWD and acquired
VW syndrome) as well as thrombotic complications (myocard infarction, stroke and venous
thrombosis). More recently it has been found that VWF is involved in other patho-physiological
processes as well, such as tumor metastasis (inducing tumor cell death), angiogenesis (which could
provide a rationale for the relatively frequent occurrence of angiodysplasia in VWD patients), cell
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proliferation (associated with enhanced intima thickening after angioblasty and in CADASIL), and
inflammatory processes (as observed in animal models for atherosclerosis, stroke, wound healing
and experimental allergic encephalomyelitis).
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Revue 2: Facteur von Willebrand et maladie de Willbrand : actualités

Antoine Rauch, Claudine Caron, Sophie Susen, J&wuglemand. Revue Francophone des
Laboratoires, Vol 2014 - N° 463 - juin 2014.

Résumé

Le Facteur von Willebrand (VWF) est une glycopnmoé&imultimérique qui joue un role
essentiel dans la formation du thrombus plaquettair présence de forces de cisaillement
élevées. La maladie de Willebrand (MW) est une gatiie hémorragique, d’origine
constitutionnelle ou acquise, résultant d’'un défigiantitatif ou qualitatif en VWF, et qui se
caractérise par une grande hétérogeénéité clinigbeolegique, témoignant de la physiologie
complexe du VWEF. Si de nombreux progres ont étise&saconcernant la compréhension des
mécanismes physiopathologiques sous-jacents a lag BOA diagnostic reste difficile et
justifie un avis spécialisé. Au-dela de son rolasdBhémostase, le VWF pourrait jouer un
réle actif dans l'inflammation, I'angiogénese, ltggiose et la prolifération cellulaire.

Summary

Von Willebrand Factor is a multimeric glycoprotéirat plays an essential role in platelet-rich
thrombi formation under high shear stress. Therbgemeity of Von Willebrand disease
(VWD), a constitutional or acquired bleeding diaise secondary to a quantitative or
gualitative VWF deficiency, illustrates the complgkysiology of this protein. Despite
significant progresses in our comprehension ofntlmaerous pathophysiological mechanisms
underlying VWD, its diagnosis remains challengimgl &kill demanding in clinical practice.
Besides its role in haemostasis, VWF has been tigcamvolved with inflammation,
angiogenesis, apoptosis and cell-proliferation pgvhe way for new approaches towards this

intriguing protein.
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Introduction

La maladie de Willebrand (MW) est une pathologimbé&agique, d’origine constitutionnelle
ou acquise, consécutive a un déficit quantitatif qualitatif en facteur Von Willebrand
(VWF). La diversité des tests biologiques utilissis laboratoire dans I'exploration d