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L'INICI

Casa de la familia Sundblom a la illa de Fégl6

Hjordis Sundblom, 5 years.

Admitted on 29th April, 1924. Born at term. For birth somewhat feeble. Was nursed for 8 months.
Always fidgety and nervous. During the present year she has become stronger, but is still fery
fidgety. Between age 1 and 2 she had measles. No other diseases of childhood. Walked at the
age of one and began to talk at the ususal time. She is receptive. At the age of one, her bleeding
tendency was observed when she fell and hurt her nose and bled for an unusually long time. At 3
years, she fell and had a deep cut in the upper lip. Bled heavily for 3 days and became bloodless
and almost unconscious. Had to lie in bed for 10 weeks, and the recovered fairly swiftly. After
this, she has bled several times, mostly from her nose or gingivae, but she also has had frequent
bruising. She once distorted a foot and had a big bleeding into the joint with intense pain for
some weeks. Skeleton and musculature normally developed. State of nutrition medium. Skin
somewhat pale. On face, arms and legs some bruises of varying size, mostly %2 to 2 cm. in
diameter. Looks fairly healthy. No lymph node swelling. Nothing to note from other organs [Von
Willebrand 1926].

Fragment de I'article original publicat el 1926 per Erik von Willebrand al Finska Lékareséliskapets Hndlingar

“Hereditér pseudohemofili”.
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No os preocupéis demasiado esta noche
pensando en el camino. Pues los
caminos que seguiréis todos vosotros ya
se extienden quizds a vuestros pies,
aunque no los veais aun.

La comunidad del anillo
J.R.R. Tolkien



INDEX

Ind oY
n ex 144 ! | | l
ABREVIACIONS ...t ssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssanes 17
INTRODUCCIOQ ....oooerveenesresessssssesssssssssssassessssssssssssssssssssssssssasssssssssssssasssssssssssses 21
1. HISTORIA DE LA MALALTIA DE VON WILLEBRAND........coviviirieieieieretete e terevseseseseeesn s s s 21
2. CLINICA DE LA MALALTIA DE VON WILLEBRAND .......ooveveteretereteeceeeeesessees e s e e s s sesenans 24
2.1 EpIAEMIOIOQa ......cvcvveveievciciciccii ittt e 24
2.2 DIagNOSTIC ..ot e 25
2.2.1 Manifestacions CliNIQUES ..........cccccvvvivririise e 25
2.2.2 HistOria familiar.........cooveerreeeesn s 26
2.2.3 Proves de 1ab0oratori .........ccerrieeirrrnccees s 26
2.3 ClaSSIfICACIO..........cueueereriiicieeers e 28
2.3.1 Déficits qUantitatius ..........ccovvvvrcccee e 29
B TIPUS 1o o 29
B TIPUS Be oo 30
2.3.2 Déficits qUAlItatius .......ceeeeeieiiiirrrrrr s 30
B TIPUS 2A. o 30
B TIPUS 2B, oo 31
B TIPUS 2M. e 32

11



iINDEX

B THPUS 2N. e 32
2.4 PrevenciO i tractament ... 33
2.4.1 Terapies COadUVANTS ... 33

2.4.2 Terapies que incrementen les concentracions de factor de coagulacio. 34

= Desmopressing 0 DDAVP.........co e 34

= Concentrats de VWF/FVII ..o 35

2.4 3 El futur en el tractament de [a VWD ..., 35

3. BASES MOLECULARS DE LA MALALTIA DE VON WILLEBRAND ........cccveveuerevereeeeeerere v, 36
B A PIoteiNa VWE ... 36

3.2 Funci6 del VWF @ 'hemOStasia .........ccveurrniecinesscceee s 38
3.2.1 HEMOSIASIa PrIMANIa. ......cceveveeeeereicicieeeee s 39

3.2.2 Hemostasia SECUNAAITA. .........cceururrieeieeerceeees e 40
SBEINVIWF T €1 VIWFP......ooeeee ettt 41

4. DIAGNOSTIC MOLECULAR DE LA MALALTIA DE VON WILLEBRAND .....covovvvrrereeceeeeirnaee, 42
4.1 Dificultats diagnOSHQUES .......ccveiiiiiiiie i 42

4.2 Técniques de diagnOStiC......ccovvriiiiiiiiiriiiissssss e 42
4.2.1 Diagnostic INAIrECEE ....cvvvviiciccc e 42

4.2.2 Diagnostic dir€Ce ......cvovvvvieiiccc e 45

= Cribatge de MULACIONS. ......cciiiiiiiii s 45

® SeqUeNnCiacio dir€Cta.......ccouiririieriieiii s 46

4.3 Estratégies de SEQUENCIACIO .........cccceuerereeeeceieieiie s aesenes 47
4.3.1 Seqilenciacid tradicional...............ccceereeecieeeree e 47

4.3.2 Noves plataformes de seqlienciacio massiva...........cccceveerererernrnrererernnn, 47

B ROCHE/ABA FLX. oot 48

= |llumina/Solexa GENOME ANAIYZET ........cccvovvvviriiirisee e 49

= Applied Biosystems SOLID System. .....ccccovvvvrvvivirrssseseeeseeenns 50
BMUTACIONS AL VIVF ...ttt 51
B TranSCrPCIONAIS. ....cvvvevevetee e 51

B CanVi A SENLL ... 52

B SENSE SENHIL ..o 52

12



INDEX

= Petites delecions, insercions 0 duplicacions ...........cccoceceeevveeieresierennnn, 52

B Grans delECiONS. .......cvv it 52

B CONVEISIO JENICA ....cucviviriririiieriie ettt 52

= En potencials llocs d’splicing (PSSM)........c.cceeeeecccicciceieie e, 53

5.1 Estudis per identifcar I'efecte de les mutacions...........cccoevvvevccicceccccnenns 54
5.1.1 ANANISIS IN SHlICO ... 54

5.1.2 ANAIISIS IN VIVO ... 55

5.1.3 ANAIISIS IN VItTO ..o 56

5.2 Registres de MULACIONS ...........c.cuevereveieieicccceieee e 56
5.2.1 ISTH-SSC VWF online database ..........cccovrverrrvniceenenceieenes 57

5.3 Contribuci6 dels estudis multicéntrics a I'epidemiologia molecular de la VWD 58
B TVWDIPUS 1 oo 58

B.32 VWD IPUS 2 .ot 59

5.3.3 VWD HIPUS 3 .o 60
OBUECTIUS ...t sss s ssssssssssssssssssssssssssssssnes 63
RESULTATS ... sssssssssssssssssasssesssssssssssssssssssans 67

ARTICLE 1: Rapid molecular diagnosis of von Willebrand disease by direct sequencing.
Detection of 12 novel putative mutations in VWF gene. ..........c.ccccceeeeeeeccnnnns 67

ARTICLE 2: Integration of molecular and clinical data of 40 unrelated VWD families in a
Spanish locus-specific mutation database. First release including 58 mutations. .. 79

ARTICLE 3: Study of the effect of splicing mutations in the VWF gene using RNA isolated
from patient’s platelets and I@UKOCYEES. .......ccovvvvvviviiieissessss e 85

ARTICLE 4: Next generation sequencing approaches for the molecular diagnosis of von

WIllEDrana QiISEASE .........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s e sttt e et et e e 105
INFORME DEL DIRECTOR ....c.vteeteeeeeett e eee et e e eee et et eeeeeneeeeseeenneennesneesneansesneenneennenneenns 129
DISCUSSIO ..o eeseeeseeseessesssessesssessesssesssessessssssessssssesssessssasessessessssssessssssesassane 135

13



iINDEX

1. DIFICULTATS DIAGNOSTIQUES ...ocvvuiriiseiiseteiesessesese st sssessses 137

1.1 DIagnOSHC ClINIC....c.cviieieiciseecccee e 137

1.2 DiagnOStic MOIECUIAT .....c.cviviieiiiiiiieieiete e 138
2. TECNIQUES APLICADES AL DIAGNOSTIC MOLECULAR DE LA VWD. .......covvvvriiieirireinnns 139

2.1 Diagnostic prenatal........coocoveieiiciciccceeeee e 140
3. AVANTATGES DE LA SEQUENCIACIO COMPLETA I DIRECTA. ...ovvvrrieiireereseissereeseseennnas 141
4. AVANTATGES DEL PROTOCOL DISSENYAT......covuiurirrinirireeiseeseseiessseessssssssssssssessssesanas 142
5. LAMILLOR VALIDACIO, ELS RESULTATS. ESTUDI DE 64 FAMILIES. ....c.covvvirerriirnirireinnns 145
6. MUTACIONS IDENTIFICADES. .....covireiireiisieisssetessssessssessesesssssssssssessssssssnssssssessssesasans 147
7. MES ENLLA DE LA IDENTIFICACIO DE LA MUTACIO, DESXIFRANT ELS SEUS EFECTES....... 152

7.1 ESHUAIS 1N SIICO cvvvveeiiceieieie e 153

7.2 Estudis in vivo de 165 PSSM ..o 153

7.3 Estudis in vitro de les mutacions de canvi de sentit ............ccccovrrricnninnnen. 156
8. NGS: EL PRESENT DE LES TECNIQUES DE SEQUENCIACIO. ......coucvierreririieeeieieieenene 156
9. INTEGRACIO DELS RESULTATS EN UN REGISTRE ON-LINE. VWFDB@HEMOBASE........... 158
10. FUTUR EN EL DIAGNOSTIC MOLECULAR DE LA VWD ... 162
CONCLUSIONS ..o ssssssssssss s ssssssssssssssssssssssassssass 167
REFERENCIES ......oovoiereesuusesssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssanns 171
ANNEX .o 191
1. QUESTIONARI PEL DIAGNOSTIC DE LA VWD TIPUS 1: ..o 193
2. TEST DE VALORACIO DE LES MENORRAGIES. .......ovuruirieeiireeneseieensseessssessssssssssenssesnnns 195
3. ALAND CONFERENCE ......cuviueietseeneisssesseseessesssssss st sssessssesesssasssessssesessnens 197

4 "HEREDITARY PSEUDOHAEMOPHILIA”. FINSKA LAKARESALLSKAPETS HANDLINGAR. ERIK
VON WILLEBRAND 1926 .......viieeecirieirinceieieee ettt 205

14



Abreviacions

Only those who will risk going too far can
possibly find out how far one can go.

T.S. Eliot



ABREVIACIONS

aa: aminoacid

ADAMTS: desintegrina i metal {oproteasa amb motius trombospondina
Ag: antigen

bp: parells de bases

BS: puntuacié de sagnat

cDNA: DNA complementari

cSNP: SNP localitzat en el cDNA

DDAVP: 1-deamino-8-D-arginina vasopressina

DMSO: dimetilsulfoxid

DNA: acid desoxiribonucleic

dNTPs: desoxinucledtids

ddNTPs: didesoxinucleotids

FVIII; factor VIII de coagulacio

FIX: factor IX de coagulacio6

Gp: receptor plaquetari de glicoproteina

HA: Hemofilia A

HB: Hemofilia B

HUVEC: cél1ules endotelials de vena de cordd umbilical
indel: insercié deleci6

ISTH: Societat Internacional de Trombosi i Hemostasi
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ABREVIACIONS

kb: kilobase

kD: kilodalton

LR-PCR: PCR de fragments llargs

LSMD: bases de dades de mutacions especifiques per a un locus
mRNA: RNA missatger

ng: nanogram

nt: nucleotid

NGS: seqiienciacié de nova generacio

NMD: degradaci6 de 'mRNA mediada per mutacions sense sentit
PCR: reaccié en cadena de la polimerasa

PM: pes molecular

PSSM: potencials mutacions d'splicing

PTC: codo de terminacié prematur

RCo: cofactor de la ristocetina

RIPA: agregacié plaquetaria induida per ristocetina
RNA: acid ribonucleic

RT-PCR: PCR en transcripcié reversa

SNP: polimorfisme d’un Unic nucleotid

STR: microsatel it

Mg: microgram

Ml microlitre

MM: micromolar

VNTR: minisatél it

VWD: malaltia de von Willebrand

VWE: factor de von Willebrand

VWF: gen del factor de von Willebrand

VWFP: pseudogen del factor de von Willebrand
VWEFpp: propéptid del factor de von Willebrand
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L'expérimentateur qui ne sait pas ce qu'il
cherche ne comprend pas ce qu'il trouve.

Claude Bernard




INTRODUCCIO

Introduccié S,

1. Historia de la malaltia de von Willebrand

La primera descripcié d’aquesta malaltia es remunta al 1926 quan el metge finlandés
Eric von Willebrand va publicar el primer manuscrit on descrivia aquest trastorn
hemorragic [Von Willebrand 1926]. El seu descobriment es deu al seguiment d’una
familia de llla de Fogld, situada a l'arxipélag d’Aland, al Mar Baltic. El propositus era
una nena de 5 anys anomenada Hjordis, la novena de dotze fills, quatre dels quals
havien mort per hemorragia no controlada a una edat primerenca. Examinant I'arbre
genealogic va trobar que 23 dels 66 membres de la familia presentaven problemes de
sagnat (Figura 1). Va adonar-se, aleshores, que no es tractava d’'un cas d’Hemofilia
donat que el trastorn afectava per igual a homes i dones i va observar que els pacients,
tot i tenir un recompte plaquetari normal, presentaven un temps d’hemorragia allargat.
També I'epistaxi, els hematomes i les gingivorragies eren més habituals en aquests
pacients en lloc de les hemorragies musculars o articulars que sén més comuns a
I'Hemofilia. Va anomenar a aquesta malaltia Pseudohemofilia hereditaria i va
interpretar la seva causa com un defecte de la funcié plaquetaria i a les parets dels
vasos sanguinis. Hjordis moria a l'edat de 13 anys durant el seu quart periode

menstrual.
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La fisiopatologia d'aquesta malaltia, ara anomenada Malaltia de von Willebrand (VWD),
va ser esclarida als anys 50 quan es va demostrar que la VWD estava relacionada amb
uns nivells baixos de factor VIII (FVIII) [Alexander B 1953; Larrieu 1953; Quick 1953] i
que aquesta deficiencia podia compensar-se mitjangant la infusio de plasma o fraccions

de plasma.

R &F
r ,3+ TR
PG

Dagny. 2 Anna. 4  Thomas. 31  Stillborn  Dagny,2  Horald, 44 Sylvio, 41  Runar, 40  Katri 38  Hjordss 14

—
TR EEE.

i M'/‘

Heiga 17 Viking, 10 Robert 17 Burgitta, 15 Roger. 13 Cectla, 10 Tage. 9 Bore. 6 Jan-Olof. 1 Anders, 8  Momka. 4 Lars Ove !

Figura 1: Arbre genealdgic de la familia de F6glé on es va descriure la VWD per primera vegada.

El 1957, un grup de recerca suec entre les quals hi havia Inga-Marie Nilsson, Margareta
Blombéck i Irene von Francken, van descriure 13 membres de 10 families que
presentaven desordres hemorragics greus caracteritzats per una deficiéncia en el FVIII,
temps de sagnat llarg, heréncia autosomica dominant i manifestacions cliniques
variables [Nilsson et al. 1957]. La transfusio de concentrats de plasma a aquests
pacients corregia tant els episodis hemorragics com els nivells de FVIII i escurcava el
temps d’hemorragia. Aquest fet demostrava que el defecte no era ni plaquetari ni
capil {ar i que havia de tractar-se de la caréncia d'un factor plasmatic. A més, aquesta
compensacio també es donava utilitzant un concentrat semblant preparat a partir de

plasma de pacients amb Hemofilia greu, és a dir, amb abséncia de FVIII i que no es
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corregia amb transfusions de plaquetes.
El van anomenar fraccié plasmatica I-0
(Figura 2) [Nilsson et al. 1957]. Aquest
fet va suposar la primera evidéncia de
la preséncia d'un factor hemostatic o B '
“Factor de von Willebrand” diferent del F_
FVIIl que era deficient al plasma dels
pacients amb VWD perd normal en
pacients amb Hemofilia A [Shapiro et al.

1973]. El 1971 es va demostrar,

mitjangant proves immunoldgiques, que

el FVII i el VWF eren proteines  Figura 2: Margareta i Birger Blombéck al laboratori de
diferents i es va observar que la g/u éiZ’éZn‘i’elfﬁi %mﬁv%aﬂi?ﬁf 11138%6 PR Aquestva ser
ristocetina, un antibidtic aillat a partir

d'una espécie d’actinomicet, era capa¢ d’aglutinar plaquetes en un plasma normal,
mentre que I'aglutinacié no es donava en pacients amb VWD [Howard and Firkin 1971].
En base a aquests descobriments, es va desenvolupar un métode quantitatiu per tal de
valorar la funci6 de les plaquetes conegut com a activitat del cofactor de la ristocetina
(RCo) [Weiss et al. 1973]. El primer intent de classificacio de la VWD data de 1977
quan es van destacar quatre tipus diferents;: VWD pura; dos defectes de la funcié
plaquetaria, el defecte de ciclooxigenasa i el defecte de tipus aspirina; i una barreja
entre la VWD i el defecte de ciclooxigenasa. La diferéncia entre el FVIII i el VWF va
quedar definitivament demostrada quan el 1985, quatre grups de recerca independents
van caracteritzar el VWF [Ginsburg et al. 1985; Kolata 1985; Sadler et al. 1985; Verweij
et al. 1985]. El 1992, membres de quatre families de les illes Aland amb VWD van ser
estudiades mitjangant un screening de mutacions dels exons 18, 28, 32, 43 i 45 del
gen. A totes elles es va identificar la delecié d’una citosina a I'ex6 18 (c.2435delC) i,
mitjan¢ant analisis de lligament i estudis genealdgics, es va determinar el seu origen
comu [Blomback 1999]. D’aquesta manera, seixanta anys després de la mort de Hjordis

Sundblom, s'identificava la mutacio familiar causant de la VWD.
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2. Clinica de la malaltia de von Willebrand

2.1 Epidemiologia

La VWD és una coagulopatia congénita que constitueix el sindrome hemorragic
hereditari més freqlient a I'ésser huma. El trastorn es transmet amb caracter autosomic
dominant o, menys freqilentment, recessiu, i existeix una forma adquirida associada a
la producci6 d’anticossos contra el VWF [Bloom 1991; Holmberg and Nilsson 1992;
Lopez-Fernandez et al. 1992]. Presenta una distribucié homogeénia i la seva prevalenga
a la poblacié humana varia depenent de I'enfocament que es prengui per a definir el
seu diagnostic. Aixi, fins a finals de 1980, la seva prevalenga s’estimava a partir del
nombre de pacients registrats als centres especialitzats, el que suposava entre 4 i 10
casos per 100.000 habitants [Bachmann 1980; Bloom 1980]. A Italia, un estudi en nens
en edat escolar aparentment asimptomatics va concloure que uns 8.000 individus per
milio havien heretat defectes a la funcié del VWF [Rodeghiero et al. 1987]. En general
s'assumeix que el nombre de pacients amb VWD simptomatica que requereixen
tractament especific es troba al voltant dels 100 individus per milié [Sadler et al. 2000]
tot i que durant molt de temps s’ha assumit que la seva prevalenga a la poblacid

general era de I'1% [Castaman et al. 2003].

Una recent publicacié [Lee 2010] determina que la prevalenga global per a la VWD és
d’entre 40 i 100 pacients per milio. Per tipus, s'estima que el 70% dels casos sén de
tipus 1, el 17% de tipus 2A i el 13 % de tipus 3. En I'Gltim estudi epidemioldgic realitzat
a nivell nacional [Batlle 2010], es va enviar un questionari sobre VWD a un total de 54
centres especialitzats repartits per tot I'estat, dels quals van respondre 36 (un 66,6%).
L'estudi conclou que 'estimacié del nombre de pacients amb una VWD clara, és a dir,
amb nivells de VWF:Ag < 30%, és de 129 individus per milid, entre els quals, només
2/3 tenen un diagnostic clar. En quant als pacients amb possible VWD s’estima que hi

ha 85 individus per milio, que sumats als VWD clars déna una prevalenga d'al voltant
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de 214 individus per milié. En quant als subtipus, es calcula que un 77% dels pacients

presenta VWD de tipus 1, un 18% sén de tipus 2 i al voltant del 5% serien de tipus 3.

2.2 Diagnostic

2.2.1 Manifestacions cliniques

La VWD consisteix a una diatesi hemorragica causada per una deficiéncia qualitativa
i/lo quantitativa del VWF. Els seus simptomes son tots aquells relacionats amb la
disfuncié plaquetaria i inclouen epistaxis recurrents, hematomes, sagnat perllongat per
minims traumatismes, sagnat a la cavitat oral i menorragies, hemorragies post
intervencié quirdrgica i hemorragies post part com a clinica més freqlient. Els pacients
de tipus 3, degut a que també presenten un déficit de FVIII (veure apartat 2.3.1), poden
presentar altres simptomes menys habituals com sén I'hemartrosi, hematomes
musculars i les hemorragies gastrointestinals o cerebrals. L'avaluacio clinica de la VWD
es basa principalment en 'acumulacié d’un historial personal objectiu d’hemorragies
mucocutanies excessives. Amb aquest propdsit, s’han creat diferents qliestionaris per
tal de puntuar la clinica hemorragica (BS) relacionats amb el numero i la gravetat dels
simptomes, un dels quals va ser utilitzat per a validar els criteris clinics pel diagnostic
de la VWD de tipus 1 en un estudi multicéntric internacional [Rodeghiero et al. 2005].
Posteriorment es crea un qliestionari semblant al sistema del BS per avaluar la gravetat
del sagnat. Aquest qliestionari contempla un total de 12 simptomes i la gravetat amb la
que es manifesten amb una puntuacié que va des de -1 6 0 si no s’ha presentat cap
sagnat, fins a 4 si el sagnat ha requerit tractament (veure Annex 1). Amb l'objectiu de
determinar el valor dels marcadors clinics, fenotipics i moleculars per al diagndstic de la
VWD de tipus 1, aquest estudi es va validar en un ampli nombre de families incloses en
un estudi multicéntric europeu de VWD, el “Molecular and Clinical Markers for the
Diagnosis and Management of Type 1 von Willebrand disease” (MCMDM-1 VWD)
[Tosetto et al. 2006] (veure apartat 5.3.1).

25



INTRODUCCIO

2.2.2 Historia familiar

La majoria dels tipus de VWD segueixen una heréncia autosomica dominant, pel que
pot haver un historial familiar d’hemorragies significatiu. Tot i aix0, la majoria de formes
de la malaltia presenten una penetrancia incompleta i expressivitat variable dels
simptomes hemorragics dins de cada familia [Levy and Ginsburg 2001]. Els tipus 2N i 3
de la VWD, en canvi, presenten un patrd d’heréncia autosomica recessiva amb pares
que, habitualment, no manifesten simptomes clinics. Aixi doncs, s’observa una gran
variabilitat en la clinica, tant pel que respecta al tipus com a la gravetat dels simptomes,

inclus entre els membres afectes pertanyents a la mateixa familia.

2.2.3 Proves de laboratori

Els components essencials per al diagnostic de la VWD inclouen mesures quantitatives

i qualitatives del VWF i del FVIII [Favaloro et al. 2004]. Les proves més habituals sén;

=  VWF:Ag, antigen del VWF que mesura la quantitat de factor mitjangant una analisi
immunoldgica. Aquest test és essencial pel diagndstic de la VWD ja que més del
80% dels pacients de VWD tenen nivells reduits de VWF:Ag. [Budde 2008]

=  VWF:RCo, cofactor de ristocetina, és un immunoassaig funcional que mesura la
capacitat de la sang del pacient per aglutinar les plaquetes en preséncia de
ristocetina i, per tant, mesura l'activitat funcional del VWF. Aquest test permet la

identificacié de defectes qualitatius de la VWD [Weiss et al. 1973].
= FVIII:C, activitat coagulant del FVIII que mesura la seva activitat funcional. Nivells
baixos d’aquest factor de coagulacio so6n determinants en la identificacié de

pacients amb VWD de tipus 2N [Budde 2008].

= Multimers, ofereixen una visi6 de com s'organitzen els monomers de VWF.

Mesura la quantitat i I'estructura molecular del VWF (veure Figura 4). Aquesta
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prova resulta essencial en el diagndstic de la VWD de tipus 2 degut a que, una
prova definitiva per diferenciar entre els tipus 2A i 2M és, respectivament,

I'absencia o la preséncia de multimers d’alt pes molecular [Budde et al. 2006].

= RIPA, analitza la funcié plaquetaria mesurant 'agregacio de les plaquetes induida
per la ristocetina. Aquesta prova serveix per determinar la VWD de tipus 2B ja que
aquests pacients son hiperreactius per aquest test degut a un increment de
I'afinitat del VWF pel receptor de les plaquetes [Howard and Firkin 1971] (veure
apartat 2.3.2).

= VWFpp, propéptid que es sintetitza com a part del pro-VWF (veure apartat 3.1) i és
posteriorment escindit, emmagatzemat i secretat amb el VWF madur en una
relacio equimolar [Fay et al. 1986]. Els nivells de propeptid circulants es poden
utilitzar com a marcadors de la sintesi del VWF [Haberichter et al. 2006]. D’aquesta
manera, en individus amb nivells baixos de VWF, el nivell de propéptid es troba
igualment disminuit, mentre que en pacients amb nivells normals de sintesi de
VWEF perd amb una supervivéncia a la circulacié reduida, s'observa un increment
de la relacié VWFpp:VWF [Haberichter et al. 2006].

= PFA-100, analitza la funcié plaquetaria. Déna una mesura rapida i senzilla de la
funcié de les plaquetes depenent de VWF i permet substituir la prova del temps de
sagnat que es presenta amb resultats anormals en la majoria d’afectats per la
VWD [Quiroga et al. 2004; Favaloro 2002]. Els pacients amb VWD de tipus 1 greu
o0 de tipus 3 presenten valors anormals de PFA-100, mentre que pacients amb
VWD tipus 1 lleu o moderat i alguns de tipus 2 poden presentar valors normals
[Posan et al. 2003].

Degut a la considerable variabilitat temporal que podem trobar en els valors del VWF i

del FVIII, és necessaria la repeticié d’aquestes proves abans de poder confirmar o
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excloure un diagnostic de VWD [Abildgaard et al. 1980; Blomback et al. 1992].

Aquestes mesures també ens permeten establir la classificacié en subtipus de la VWD.

Sovint el diagndstic clinic de la VWD pot veure’s compromes degut a que les
concentracions plasmatiques del VWF sén sensibles a variables ambientals com ara
l'estrés, I'exercici fisic, el tabac, alguns farmacs, la fase del cicle menstrual, I'embaras,
etc. [Wahlberg et al. 1984; Zhang et al. 1995; Castaman et al. 1999], i a factors
genétics com ara el grup sanguini ABO, que també influeixen en els nivells de VWF
circulants. Es coneix que els individus amb un grup sanguini O tenen nivells entre un
20-25% més baixos que individus de qualsevol altre grup sanguini [Gill et al. 1987]. Per
a realitzar un diagnéstic fiable de la VWD cal tenir en compte components clinics i de
laboratori. Per una banda, cal una manifestacio clinica d’hemorragies significatives en
el pacient i una avaluacié de laboratori que sigui compatible amb un defecte quantitatiu
i/o qualitatiu, a més d’una historia familiar positiva per a VWD o la preséncia d’una
mutacié al VWF [Sadler and Rodeghiero 2005]. L'abséncia d’historia hemorragica pero,
no exclou el diagndstic de la VWD donat que, aproximadament la meitat dels pacients
amb VWD de tipus 1 0 2 no solen presentar clinica prévia de sagnat [Nichols and
Ginsburg 1997].

2.3 Classificacio

Historicament s’han proposat diferents classificacions degut a la gran variabilitat de la
VWD, sent acceptada actualment la classificacio proposada pel Subcomité del Factor
von Willebrand de la ISTH [Sadler et al. 2006]. Aquesta classificacio diferencia entre
déficits quantitatius (tipus 1 per a la deficiéncia parcial i tipus 3 per a la deficiéncia greu)
i deficits qualitatius (tipus 2). Es distingeixen un total de 6 categories que corresponen a
diferents mecanismes fisiopatoldgics i procuren correlacionar les diferents

caracteristiques cliniques i els requeriments terapeutics (Figura 3).
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2.3.1 Déficits quantitatius

Es caracteritzen per presentar una disminucié dels nivells normals de VWF. Es

diferencien dos tipus principals: el tipus 1, caracteritzat per una reduccio lleu dels nivells

de VWF i el tipus 3, que representa I'abséncia total de factor.

Tipus 1. Es la forma més com( de la VWD donat que representa al voltant del
75% del total de casos i s’hereta de forma autosomica dominant (Figura 5a),
encara que presenta una penetrancia incompleta. Es caracteritza per una
deficiéncia entre lleu i moderada dels nivells plasmatics del VWF:Ag i VWF:RCo
causada per la retencié intracel lular del VWF [Eikenboom et al. 2009] o per una
disminucié del seu temps de vida mitja un cop alliberat al plasma [Castaman et al.
2009]. Els nivells de FVIII:Ag es veuen reduits proporcionalment a la deficiéncia del
VWF degut a una rapida degradacio, fet que es troba relacionat amb la clinica
hemorragica en aquests pacients. Donat que el VWF és normal a nivell funcional,
els multimers presenten una deficiéncia quantitativa perd se n'observen de tots els

pesos moleculars (Figura 4). El seu diagnostic es basa en tres parametres: una
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historia hemorragica rellevant, resultats de laboratori compatibles amb VWD de
tipus 1 i una historia familiar indicativa de VWD [Sadler and Rodeghiero 2005]. Tot i
aixo, la preséncia d'altres factors genétics que poden afectar als nivells de VWF,
I'efecte del grup sanguini [Gill et al. 1987] i els efectes ambientals [Zhang et al.
1995; Castaman et al. 1999] poden ajudar a explicar la penetrancia incompleta que
presenta aquest tipus de VWD, aixi com les variacions de la clinica entre pacients,

fins i tot entre membres d’'una mateixa familia.

= Tipus 3. Es la forma més greu de la VWD i es caracteritza per I'abséncia
practicament total de VWF. Tots els nivells plasmatics es troben reduits a nivells
inferiors al 5% [Sadler et al. 2006] i la presencia de multimers és practicament
nulla (Figura 4). La seva prevalenga és d'1 a 3 persones per milio, tot i que en
poblacions on és habitual el matrimoni consanguini la seva prevaléncia és
especialment alta. L'heréncia d'aquesta deficiéncia presenta un patré autosomic
recessiu (Figura 5b) i els progenitors de pacients amb VWD de tipus 3 acostumen
a presentar cliniques molt lleus o ser totalment asimptomatics. Els pacients, en
canvi, solen presentar hemorragies mucocutanies recurrents i hemorragies
musculoesquelétiques, simptomes més habituals a I'Hemofilia i que estan
provocats per un defecte secundari de FVIII. Al llarg del temps, si el tractament en
aquests pacients no és l'adequat, poden apareixer lesions croniques a les
articulacions que requereixin cirurgia protesica [Lillicrap 2008]. El diagnostic
molecular en aquests pacients és essencial per a realitzar consell genétic en

estudis prenatals.

2.3.2 Déficits qualitatius

L'actual classificacié de la VWD reconeix quatre formes qualitatives diferents amb

manifestacions cliniques semblants a la VWD de tipus 1[Lillicrap 2008]:

= Tipus 2A. Es la més comU de les variants qualitatives, amb una incidéncia del 10-

15% de tots els diagnostics per VWD. Es caracteritza per la pérdua de funci6 del
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VWF depenent de les plaquetes degut a l'abséncia de multimers dalt pes
molecular (Figura 4), ja sigui per una incapacitat biosintética deguda a mutacions
localitzades a les regions responsables de la formacié dels multimers o per la seva
degradacié prematura per ADAMTS-13 un cop alliberats al plasma [Lillicrap 2008].
L’ADAMTS-13 és una metal loproteasa que talla el VWF entre la tirosina 1.605 i la
metionina 1.606 en el domini A2 i trenca els multimers en unitats més petites que
son degradades per altres peptidases [Levy et al. 2005]. La VWD de tipus 2A
presenta una baixa relacié entre el VWF:RCo i el VWF:Ag amb abséncia de
multimers d’alt PM i disrupci6 de la capacitat d’aglutinacié plaquetaria induida per
ristocetina (RIPA). Les mutacions identificades en aquests pacients es troben
localitzades entre els dominis D2, A1 i A2 (veure apartat 3.1) i la seva heréncia és

dominant (Figura 5a).

A — -y

Multimers
d'alt PM

Figura 4: Analisi dels multimers del
VWF. En el patré normal s’observen
multimers d’alt i de baix pes
molecular. Reduccié generalitzada de
tots els multimers en el tipus 1,
abséncia de multimers d’alt pes
molecular en els tipus 2A i 2B, i
Multimers - abséncia de gairebé total de

de baix PM multimers en el tipus 3. Modificat de
- [Pruthi 2006]

i

VWD: Normal Tipus1 Tipus Tipus3
2Ai2B

Tipus 2B. Aquest subtipus de la VWD esta associat a un increment de I'afinitat per
les plaquetes com a resultat de mutacions localitzades a la regié d'unio de la
glicoproteina Ib (Gplb), al domini A1 del VWF. Aquestes mutacions incrementen la
capacitat d’adhesi6 del VWF al receptor Gplb provocant interaccions espontanies

entre la proteina i les plaquetes circulants. Els pacients amb VWD de tipus 2B
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presenten una baixa relacié entre el VWF:RCo i el VWF:Ag amb disminucié dels
multimers d’alt PM degut a que es troben units a les plaquetes (Figura 4). Una
prova per al diagnostic diferencial de la VWD de tipus 2B és la demostracio de
'augment de la capacitat d'aglutinacio plaquetaria induida per ristocetina (RIPA)
[Michiels et al. 2006; Sadler et al. 2006]. S’hereta amb un patré6 autosomic
dominant (Figura 5a) i suposa al voltant del 20% de tots els casos de VWD de tipus

2 [Keeney and Cumming 2001].

= Tipus 2M. Aquest subtipus es caracteritza per una baixa relacié entre el VWF:RCo
i el VWF:Ag i una disminuci6 de la RIPA perd, a diferéncia del tipus 2A, amb la
preséncia d’un patré multiméric normal. L’assemblatge i la secrecié dels multimers
d’alt PM és normal i el defecte funcional es deu a mutacions localitzades al domini
A1, implicat en la uni6 del VWF a plaquetes o al subendotel i (veure apartat 3.2) i
que son les responsables de la discrepancia entre funcié i antigen. Sembla que la
reducci6 de la unié a plaquetes redueix I'exposicié de les subunitats de VWF al
trencament per ADAMTS-13, preservant I'estructura multimérica [Sadler et al.
2006]. La seva heréncia és dominant (Figura 5a) i presenta una penetrancia

completa.

= Tipus 2N. Aquesta variant qualitativa de la VWD és diferent a les altres per que el
seu patrd d’heréncia és autosomica recessiva (Figura 5b). Les mutacions que
causen aquest tipus de VWD es localitzen als dominis D’ i D3 del VWF i cal que
s’hagin heretat en homozigosi o en heterozigosi composta amb una altra mutacié
per tal que s'observi el seu efecte [Sadler et al. 2006]. Els patrons multimérics son
normals i, sovint, I'nica variacio en els tests de laboratori és una disminuci6 dels
nivells de FVIIl, motiu pel qual sovint s’ha diagnosticat erroniament com a
Hemofilia A lleu 0 moderada [Schneppenheim et al. 1996]. Les mutacions d’aquest
tipus de VWD es troben localitzades als punts d’unié al FVIII, entre la Serina 764 i
I'Arginina 1.035, en el domini D’ i part del D3 (veure apartat 3.1) [Mazurier et al.
2001]
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A. Autosomal dominant B. Autosomal recessive
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Figura 5: A. Esquema de I'herencia autosomica dominant. Aquest patrd el segueixen la VWD de tipus 1, 2A, 2B i 2M.
B. Esquema de I'herencia autosomica recessiva. Aquest patro el sequeixen la VWD de tipus 2N i 3. Adaptat de la U.S.
National Library of Medicine

2.4 Prevencio i tractament

El tractament de la VWD es basa en el reemplagament de la proteina deficient en el
moment del sagnat espontani 0 abans de la realitzacié d’'un procediment invasiu. La
profilaxi regular no s'utilitza amb tanta freqliéncia com en el cas de I'Hemofilia, ja que la
tendencia hemorragica sol ser menys greu, perd s’ha de contemplar en el cas de
pacients de tipus 3 que pateixen hemartrosis recurrents o sagnats gastrointestinals
[Mannucci 2004]. En termes generals, els tipus de tractament poden dividir-se en dos
grups: terapies coadjuvants que proporcionen un benefici hemostatic indirecte, i
tractaments que incrementen els nivells plasmatics de VWF i FVIII [Mannucci 2001]
[Federici et al. 2006].

2.4.1 Terapies coadjuvants

Les hemorragies en mucoses (epistaxi, gingivorragies, menorragies, etc.) son
simptomes habituals de la VWD degut a I'activitat fibrinolitica de les mucoses. Aquesta

activitat consisteix en la degradacié de las xarxes de fibrina formades en el procés de
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coagulacié sanguinia, evitant la formaci6 de trombus [Cesarman-Maus and Hajjar
2005]. Les terapies coadjuvants poden utilitzar-se amb importants beneficis per al
tractament de la VWD, particularment en circumstancies com ara cirurgies menors i
intervencions dentals, aixi com per al tractament de la menorragia. Aquestes terapies
inclouen I'is d'agents antifibrinolitics i I'aplicacio de preparacions hemostatiques
topiques en els llocs d’hemorragia exposats. Els agents antifibrinolitics milloren
I'hemostasia en inhibir la fibrindlisi i sén especialment Utils en hemorragies per mucoses
[Mannucci 1998]. En dones amb menorragia, 'administracié d'una terapia hormonal
que funciona elevant parcialment les concentracions de VWF i FVIII, ja sigui amb una
combinacié d’anticonceptius 0 amb sistemes intrauterins amb progesterona, sovint

aporten beneficis clinics considerables [Kingman et al. 2004].

2.4.2 Terapies que incrementen les concentracions de factor de coagulacié

Per augmentar de manera aguda les concentracions de VWF i FVIIl en pacients amb
VWD existeixen dos métodes ampliament utilitzats: I'administracio parenteral o nasal de
desmopressina i la infusid intravenosa de concentrats de VWF/FVIII derivats de

plasma:

" Desmopressina o DDAVP és un analeg sintétic de I'hormona antidilirética
vasopressina que, donat que indueix I'alliberament del VWF emmagatzemat als
teixits, t¢ un paper important en la prevenci6 i el tractament d’episodis
hemorragics en alguns pacients amb VWD de tipus 1 [Millar et al. 2008], 2A
[Nichols and Ginsburg 1997], 2M [Lopez-Fernandez et al. 1991] i 2N [Mazurier et
al. 1994]. Per altra banda, no és eficag pel tractament de pacients amb VWD de
tipus 3, que no sintetitzen VWF, i pot ser contraproduent en pacients de tipus 2B
degut a que pot produir trombopénia [Rendal et al. 2001]. Aquest métode de
tractament, relativament economic i sense riscos de transmissio d'agents
infecciosos [Federici et al. 2006] s'utilitza ampliament i mitjangant totes les vies

d’administracio: intravenosa, subcutania i intranasal [Mannucci 2004] i ajuda en
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la prevencié d’hemorragies relacionades amb cirurgies menors i intervencions

dentals aixi com pel tractament d’hemorragies menstruals greus.

" Concentrats de VWF/FVIII s'utilitzen en els tipus 2B i 3 en els que el DDAVP
esta contraindicat, en els tipus 1 i 2 en que la desmopressina no és eficag
[Federici et al. 2004] o en situacions en les que s’anticipa un risc elevat
d’hemorragia. En aquests casos poden restablir-se els nivells de VWF i FVIII
mitjangant la infusié de concentrats d’aquestes proteines derivats de plasma.

Els crioprecipitats van constituir un dels pilars del tractament de la VWD per
contenir bons nivells de VWF i FVIIl, amb una estructura multimérica normal.
Actualment es troben en desus degut a I'aparicié del DDAVP i, posteriorment, als
concentrats comercials de VWF que son sotmesos a procediments d’inactivacié
viral [Mannucci et al. 2002]. Al mercat es troben diferents concentrats comercials
i, si bé no és imprescindible una estructura multimerica idéntica a la del VWF
plasmatic, si que és important que siguin rics en multimers d’alt PM, el que sol
implicar una millor activitat. Les caracteristiques del VWF d’aquests concentrats
varien segons el procés de fabricacid i la degradacié que pateixen aquests
multimers. Probablement, el més utilitzat i considerat de referéncia a tot el mén
es, des de fa temps, I'Haemate-P® (Aventis-Behring) [Mannucci 2001],
I'estructura multimerica del qual és la més semblant al patré normal [Berntorp
2009], encara que n’hi ha d'altres com Wilate® (Octapharma) o Fanhdi® (Grifols)
[Bello et al. 2007] que també tenen una estructura del VWF molt conservada. El
Facteur Willebrand® (CRTS, Lille) és un concentrat d’alta puresa que gairebé no
conté FVIII. Després de la seva infusié es produeix un increment immediat del
VWF mentre que el FVIII plasmatic va augmentant progressivament. A Espanya,

només I'Haemate-P® es troba indicat per al tractament de la VWD.

2.4.3 El futur en el tractament de la VWD

Si bé els tractaments actuals per a la VWD sén tan eficagos com segurs a la majoria

dels casos, segueixen existint oportunitats per a avencos terapéutics addicionals. Ja el
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1995 es van presentar les primeres dades de produccié a gran escala d'un VWF
recombinant amb una estructura multimérica intacta i amb les modificacions post-
traduccionals adequades que corregia els defectes plasmatics en gossos amb VWD
[Schwarz et al. 1997; Turecek et al. 1997; Schwarz et al. 2002]. Una altra aproximacio
és I'Us de la citoquina interleuquina-11, que s’ha demostrat que incrementa els nivells
plasmatics de FVIII i VWF en ratoli [Denis et al. 2001] i en humans [Kaye 1996], podria
generar una nova forma de tractament com a complement a I'administracio de
desmopressina, amb I'is d’aquesta quan cal un efecte hemostatic a curt termini i amb
la interleuquina-11 quan cal que I'efecte hemostatic duri més temps. Tot i que la terapia
génica s’ha plantejat com a métode terpéutic en I'Hemofilia A i B [Mannucci and
Tuddenham 2001], donat que els tractaments actualment disponibles per als pacients
amb VWD son forga satisfactoris i que el nombre de pacients amb una clinica greu és
baix, la terapia génica no s’ha contemplat com a una opcio terapéutica per a la VWD
[Federici et al. 2006].

3. Bases moleculars de la malaltia de von Willebrand

3.1 Proteina VWF

El VWF és una glicoproteina adhesiva sintetitzada en forma de molécula precursora
amb una grandaria de 2.813 aa coneguda com a pre-pro-VWF i que inclou un péptid
senyal de 22 aa, un propéptid de 741 aa i una subunitat madura de 2.050 aa [Mancuso
et al. 1989]. El pre-pro-VWF esta constituit per una série de segments homdlegs o
dominis, cadascun dels quals es troba repetit de dos a quatre vegades: D1-D2-D’-D3-
A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2 [Shelton-Inloes et al. 1986] i son els responsables de la
unié del VWF a daltres molécules, permetent I'adhesié i I'agregacié plaquetaria.
D’aquesta manera, els dominis D1, D2, D’ i D3 participen en la regulacié del procés de

formacié de multimers, i les regions D’ i D3 també ho fan en la uni6 amb el FVIII. Tant
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el domini A1 com I'A3 tenen propietats d’unié al collagen. Els dominis d'uni6 a
plaquetes sén I'A1, al Gplb, i el domini C2, al Gplib/llla [Lillicrap 2008] (Figura 6).

Pre —pro-VWF Gplb
FVill Collagen
Heparina Heparina
Multimeritzacié ADAMTS-13 Col-lagen Gplib/illa Dimeritzacié

EXONS 2 0 147 1820 20-28 28 28 28-32 3539 40-42  43-44 45-48

NH, SP, D1 D2 D’ D3 Al Az | A3 D4  B1 B2 B3 C1 C2 COOH
ol \‘-/\-'/ \-/ i o O / /
Péptid  VWF propéptid Monémer madur de VWF
senyal 741 aa 2050 aa
22 aa

Figura 6: Estructura del VWF. S'indiquen els exons que inclouen cada un dels dominis i les seves funcions
especifiques.

Es requereix una complexa maquinaria post-traduccional per arribar a I'estructura
multimérica del VWF. Després de la translocacié al reticle endoplasmatic, el péptid
senyal és eliminat i el pro-VWF dimertiza mitjangant la formacié de ponts disulfur entre
els extrems carboxi-terminals [Marti et al. 1987]. La formacié de multimers continua a
I'aparell de Golgi on s’allibera el propéptid (D1-D2) i els dimers s’'uneixen mitjangant la
formacié de ponts disulfur en els dominis D’ i D3 de la regi6 N-terminal del VWF (Figura
7). Un cop s’ha realitzat la seva sintesi, el VWF en forma de multimers dalt pes
molecular (500 a 20.000 kD) [Jaffe et al. 1974], és secretat de forma constitutiva per les
cel lules endotelials [Sporn et al. 1986] 0 emmagatzemat als cossos de Weibel-Palade
dels megacariocits i als a.-granuls de les plaquetes per a una secrecio regulada [Meyer
et al. 1991]. La seva alliberacié al plasma es déna en resposta a una amplia varietat
d'estimuls fisiologics i farmacologics. Un cop alliberats de la célfula de sintesi, els
multimers de VWF més grans, que tenen funcié adhesiva, s'uneixen a la superficie de
la cellula endotelial i sn sotmesos a una reduccio fisiologica de la seva mida. Aquest
procés de reduccid es déna per una fragmentacié proteolitica portada a terme per
'ADAMTS-13, que té el punt de tall del VWF al domini A2 (veure apartat 2.3.2) [Tsai
2003; Moake 2004]. Mutacions en el gen de TADAMTS-13 donen com a resultat la
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produccid de complexos anormalment llargs de VWF i la malaltia de la purpura
trombdtica trombocitopénica (PTT) [Zhou et al. 2010].
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Figura 7: Procés de multimeritzacio del VWF en cada un dels compartiments cel-lulars i funcions dels diferents dominis
dels multimers.

3.2 Funcio del VWF a I’hemostasia

L’hemostasia és el mecanisme que té I'organisme per evitar la pérdua de sang després
d'un trencament vascular mitjangant la regulacié de I'equilibri entre I'estimulacio i la
inhibicié de la formacié del coagul. Aquest procés consisteix en una gran xarxa
coordinada de més de 100 proteines diferents en les que participen factors de
coagulacio, inhibidors, components de la fibrindlisi, plaquetes i endoteli vascular.
Qualsevol alteracio d’aquest equilibri desplagaria 'hemostasia fisiologica cap a estats

patologics hemorragics o trombotics. Les proteases i cofactors proteics que composen
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la cascada de coagulacié circulen pel torrent sanguini en forma de precursors inactius i
s’han d'activar seqliencialment en el lloc de la lesio per formar el coagul de fibrina.
Davant d’'una lesi6 vascular, es produeix una vasoconstriccio reflexa com a resposta
immediata produida pel sistema nervids simpatic, desencadenant un espasme vascular
que redueix el diametre del vas i retarda 'hemorragia. Aixo afavoreix que les célules
sanguinies s'apropin al lloc de la lesio, el que facilita les interaccions entre les

plaquetes i el subendoteli iniciant-se 'hemostasia primaria i la secundaria.

3.2.1 Hemostasia primaria.

Es el procés de formacié del tap Col-lagen exposat

P P e - - <
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.. . Figura 8: Esquema de I'hemostasia primaria. Trombus
rapidament al collagen subendotelial  creixent per ragregacis plaquetaria produida pel VWF i el
. . . fibrinogen.

exposat a la circulacié sanguinia a

través del seu domini A3 iniciant-se I'hemostasia primaria. Un cop el VWF s’ha unit al
col lagen, aquest queda immobilitzat i permet I'adhesié de les plaquetes circulants a
través del seu receptor Gplb que s'uneix al domini A1 del VWF [Fujimura et al. 1987;
Mendolicchio and Ruggeri 2005]. Aquesta uni6 és més eficient en vasos on la circulacio
sanguinia és més rapida donat que els multimers de VWF es despleguen i redueixen la
velocitat de pas de les plaquetes facilitant la seva unié [Savage et al. 1996]. Aquesta
interaccié activa la plaqueta produint un canvi en la seva forma, I'alliberacié del VWF
dels a-granuls al plasma i I'activacié conformacional de les integrines de la plaqueta

Gpllb-llla. Un cop s’ha format la primera capa de plaquetes, el VWF, junt amb el
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fibrinogen, funciona com a lligand i crea ponts entre les plaquetes en el trombus
creixent. El domini C1 del VWF presenta llocs d’'unié especifics als receptors Gplib-llla i
s'uneix simultaniament a diversos lligands situats en plaquetes diferents, el que
provoca la formacié d’'una xarxa de plaquetes i fibrinogen que és el que constitueix el

coagul primari, que és soluble i reversible [Sadler 1998].

3.2.2 Hemostasia secundaria.

Es un procés enzimatic complex pel qual Col-lagen exposat

es forma el coagul secundari, estable i e N oy
insoluble (Figura 9). Aquest procés es = int,::,i:m e,t:;:eca
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VWEF i el FVIII sén sintetitzats per diferents tipus de céldules [Lenting et al. 1998] i,
durant o després de la seva alliberacié a la circulacio, aquestes proteines formen un
complex no covalent. En els dominis D’ i D3 del VWF, els ponts disulfur mantenen la
conformacié tridimensional adequada per a la seva unié amb el FVIIl. Cada mondmer
de VWF és capag d’unir-se a una molécula de FVIII, no obstant, in vivo, només un 1-
2% dels monomers es troba unit al FVIII [Viot et al. 1995]. El trencament d’'un dels
punts d’unié del FVIII al VWF produit per accié de la trombina, resulta en la dissociacio
d'aquest complex i la posterior activacié del FVII (FVIlla) durant el procés de

coagulacié [Saenko and Scandella 1997].
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Aixi doncs, els dominis del VWF tenen funcions especifiques relacionades amb la
dimeritzaci6 i multimeritzacié aixi com amb la interaccié amb diferents proteines
relacionades amb 'hemostasia. Modificacions puntuals en aquests dominis causades

per una mutaci6 poden alterar la seva funcié especifica [Hilbert et al. 1995].

3.3 El VWF i el VWFP

El VWF és un dels gens més grans i complexos descrits fins al moment. Es troba
localitzat al brag curt del cromosoma 12 (12p13.2) [Ginsburg et al. 1985; Kuwano et al.
1996], s'extén al llarg de 178 kb i conté un total de 52 exons d’entre 40 i 1.400 bp que
codifiquen per un mRNA d’aproximadament 8,7 kb. L'ex6 28 és excepcionalment llarg
ja que conté 1.379 parells de bases i codifica pel dominis A1 i A2 de la proteina. Es un
gen altament polimorfic donat que s’hi localitzen un total de 102 SNPs a 'mRNA i 2.386
polimorfismes a tot el gen segons la base de dades d’SNPs (Build 132). Existeix un
pseudogen parcial situat al cromosoma 22 (22q11.2) [Patracchini et al. 1989] altament

homoleg a la seqliencia que comprén els exons del 23 al 34 del VWF (Figura 10).
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Figura 10: Localitzacié del VWF al cromosoma 12 i organitzacio del gen en 52 exons amb la regi6 homologa al
pseudogen marcada en vermell.

El VWFP manca de funcié biologica i, al llarg del temps, ha anat acumulant diferents
mutacions. El fet que la divergéncia entre les dues seqléncies sigui de només ~3,1%
de la seqiiéncia nutcleotidica fa pensar que el pseudogén aparegués, fa relativament

poc temps, per una duplicacié génica parcial [Mancuso et al. 1991].
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4. Diagnostic molecular de la malaltia de von Willebrand

4.1 Dificultats diagnostiques

El diagnostic molecular de la VWD s’ha vist seriosament compromés degut a la
complexitat i la grandaria del VWF, a lalta freqiiéncia de noves mutacions, a l'alta
homologia que existeix amb el VWFP i a la manca de protocols optimitzats per abordar
la seqlienciacié nucleotidica en gens de gran mida. A més, la penetrancia incompleta
de la VWD, la variabilitat dels resultats de les proves analitiques utilitzades pel
diagnostic i la necessitat d'un gran nombre de familiars han fet, de I'analisi de
segregacio amb marcadors intragénics del VWF, una eina indispensable per als estudis
de lligament [Eikenboom et al. 2006]. En aquest sentit, diferents grups d'investigacio
han realitzat un lloable esforg en el desenvolupament de técniques alternatives per a la
identificacié de mutacions. Les aproximacions utilitzades actualment en el diagnostic
molecular de la VWD sé6n diverses: técniques indirectes o de lligament genétic,

técniques de cribatge de mutacions, seqtienciacié directa, etc.

4.2 Técniques de diagnostic

Un cop s’ha diagnosticat clinicament un individu afectat per una malaltia hereditaria és
important estudiar també el gen o gens responsables per tal d'identificar la mutacio
concreta causant de la patologia. Principalment hi ha dues estrategies diagnostiques
per a 'estudi molecular de les mutacions: les tecniques de diagnostic indirecte i les de

diagnostic directe.

4.2.1 Diagnastic indirecte

Aquestes tecniques es basen en I'analisi del lligament entre un o més polimorfismes o
marcadors i el gen responsable de la malaltia [Pillet and Schorderet 1994]. Donat que
aquests polimorfismes poden estar localitzats intragénicament o a prop de gens, en

individus portadors o afectats de malalties hereditaries, es pot estudiar el patré de
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segregacio de I'al 1el del polimorfisme que s’hereta conjuntament amb I'al fel mutant del
gen. Aquesta tecnica ens permet detectar, dins d'una familia, quins individus sén
portadors de la malaltia de manera rapida i fiable per a realitzar el consell genétic
[Casals et al. 1996]. Cal destacar que, malgrat és possible realitzar un seguiment del
cromosoma portador del gen defectuds, els polimorfismes no tenen cap relacié amb el
defecte genétic i, per tant, no proporcionen informacié sobre el tipus de mutaci6
causant de la malaltia. Hi ha tot un seguit de limitacions inherents a aquesta
aproximacid, com ara la impossibilitat d’obtenir mostres de parents clau per a I'estudi,
els casos esporadics en els quals I'abséncia d'historial familiar per la malaltia no permet
determinar el cromosoma afectat, el risc de recombinacié entre el marcador i el gen
afectat i la manca d'informativitat dels marcadors utilitzats [Goodeve 1998]. Els
marcadors que es fan servir per a la realitzaci6 d’analisis indirectes son loci polimorfics,
el que vol dir que presenten com a minim dos al lels amb freqliéncies superiors a I'1%
en els individus d'una poblacid. S’han descrit diferents tipus de polimorfismes en
humans, com sén els d’'un unic nucledtid o SNP, els microsatél lits o STRs i els
minisatél lits o VNTR. Els SNPs son substitucions d’un sol nucleotid que poden estar en
regions no codificants o als exons dels gens i que, a causa de la degeneraci6 del codi
genétic, no impliquen un canvi en 'aminoacid que codifiquen o, si aquest canvia, la
funcio de la proteina resultant no queda afectada. Les STRs o microsatél lits son
repeticions consecutives d’'una seqleéncia basica de 2 a 6 nucleotids. A partir de 7
nucleotids ja s'anomenen VNTR o minisatél its. Els microsatél lits sén sequéncies de
DNA generalment ubicades en regions no codificants repartides per tot el genoma, el
nombre de repeticions de les quals és hipervariable entre individus i propi per a cada

persona (DNA fingerprinting).

En el cas de la VWD, s’han descrit diferents polimorfismes del tipus STR situats
intragénicament al VWF. Els més utilitzats en diagndstic sén els situats a I'intré 40 del
VWF, on existeix una regié polimorfica amb tres loci que es coneixen com a VNTR1,
VNTR2 i VNTR3 [Pena et al. 1994; Ni et al. 2000]. Una altra STR utilitzada és la

localitzada a la regi6 del promotor del VWF, coneguda com a VWP i que consisteix en
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la repetici6 d'un dinucleotid (GT) [Zhang et al. 1992]. Aquests quatre marcadors
intragénics s'utilitzen actualment per al diagnostic indirecte de la VWD donat que
ofereixen una elevada informativitat en ser analitzats conjuntament (Figura 11) [Vidal et
al. 2005]
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Figura 11: A. Representaci6 esquematica de la posicio de les STRs localitzades a I'intro 40 del gen i la mida esperada
dels productes de la PCR. B. Electroferograma d’una mostra representativa incloent el marcador de 50-500 DNA
TAMRA-labeled en vermell. A sota, visualitzacio amb el programa Genotyper aplicant una plantilla especifica per I'analisi
simultani de les quatre STRs amb la identificacid del polimorfisme per a cada al-lel. Adaptada de [Vidal et al. 2005].

Aquesta técnica té una aplicacio complementaria en I'estudi de families de tipus 1 en
les que no s’ha pogut establir una associacié entre la clinica i el VWF en estudis de
lligament. Per aquesta rad, els métodes indirectes utilitzant un o més marcadors
polimorfics descrits al llarg del VWF segueixen sent una eina de gran valor per a
realitzar estudis de lligament ja sigui per confirmar un diagnostic o per descartar
families amb simptomes del tipus de la VWD que no es troben associats amb

anomalies al VWF.
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4.2.2 Diagnostic directe

Es basa en la deteccié de la mutacio responsable de la malaltia. Les diferents

tecniques que s'utilitzen es poden agrupar en:

= Cribatge de mutacions. S’han descrit diferents técniques, que tenen com a Ultim
objectiu analitzar regions o fragments amplificats del gen de manera que alguna
caracteristica fisico-quimica permeti diferenciar entre un fragment génic control i un
fragment que contingui una alteracié puntual. Totes elles tenen la peculiaritat en
comU que, després d'analitzar els diferents fragments i identificar els suposats
portadors d’'una mutacid, aquests han de ser seqiienciats per confirmar I'existencia
de lalteracio i determinar si aquesta pot ser responsable de la patologia. S’han

descrit diferents métodes per a detectar variacions de seqiiéncia de grans gens:

Single Strand Confomational Polymorphism (SSCP) es basa en la migraci6
electroforética diferencial de les seqiiencies de DNA de cadena senzilla a les
quals, mutacions puntuals alteren la seva estructura [Orita et al. 1989; Keeney et
al. 1999].

Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) es un protocol on els
fragments de DNA sén separats en gels desnaturalitzants en gradient
d’'urea/formamida. Les variacions entre seqiéncies homologues produeixen
diferéncies en la seva temperatura de fusié i canvis de mobilitat en aquest tipus de
gels [Fischer and Lerman 1980; Fischer and Lerman 1983; Ribba et al. 1991]

Conformational Sensitive Gel Electrophoresis (CSGE) és una técnica basada
en la detecci6 de molécules heterodlplex formades per la hibridacié entre un DNA
control i el seu homoleg portador d'una mutacié. Aquestes molécules presenten
una mobilitat electroforética aberrant que permet diferenciar-les en gels

desnaturalitzants [Ganguly et al. 1993; Hashemi Soteh et al. 2007].
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Denaturing High Performance Liquid Chromatography (dHPLC). Les
molecules heterodlplex presenten temps de retencié diferents de les seves
homologues homoduplex quan sén sotmeses a cromatografia liquida en fase
reversa en gradient continu d’acetonitril. Aquest comportament permet identificar
els potencials fragments portadors de I'alteracio per al seu posterior analisi [Oefner
et al. 1994; Kakela et al. 2006]

Restriction Fragment Lenght Polymorphisms (RFLP) es basa en la diferéncia
existent entre dues o més molecules de DNA homdlogues digerides per enzims de
restriccio. Els fragments resultants sén separats en funcié de la seva longitud per
electroforesi en gel i la identificacié del fragment portador es déna quan la seva

longitud varia respecte la del control [Ahmad et al. 2009; Ota et al. 2009].

Totes aquestes técniques s’han aplicat al diagnostic molecular de la VWD a pesar
que la naturalesa altament polimérfica del VWF (amb una elevada freqliéncia
d'SNPs) té un efecte negatiu en I'eficiencia de les estratégies d’screening per a la
identificacid de les mutacions responsables de la malaltia. A més, aquestes
técniques impliquen un considerable esforg¢ de manipulacié i personal molt

qualificat.

= Seqlienciacio directa. Aquesta aproximacio6 és la més senzilla conceptualment ja
que consisteix en la lectura directa del gen o gens associats a la patologia
mitjangant la determinaci6 de la seva seqliéncia de nucledtids a les regions
considerades com a rellevants com sén exons, regions intoniques flanquejants i
regions implicades en la regulaci6 de l'expressié [Costa et al. 2000]. A més,
aquesta técnica proporciona una informacié molt valuosa d'interés basic i aplicat
(polimorfismes, freqiiéncia de mutacions i la seva relacié amb la manifestacio
clinica, implicacié6 d'arees géniques concretes en aspectes funcionals de la
proteina que codifiquen, etc). Donat que els avantatges que aporta sén evidents, la

sequenciacio directa és la millor de les técniques que poden aplicar-se per a la
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identificacid6 de mutacions i actualment s'utilitza en el diagnostic de nombroses

malalties hereditaries.

4.3 Estrategies de sequienciacié

4.3.1 Seqiienciacié tradicional

Es basa en el métode descrit per Sanger [Sanger et al. 1977]. La sintesi de les
cadenes complementaries es dona per la DNA polimerasa utilitzant dNTPs i la
terminacié de la sintesi amb ddNTPs marcats fluorescentment. Aquests ddNTPs es
caracteritzen per la manca d'un dels dos grups hidroxil de manera que, quan un
d’aquests nucledtids s'incorpora a una cadena de DNA en creixement, no pot continuar
I'elongacio6 ja que la DNA polimerasa necessita un extrem 3'-OH per afegir el segiient
nucleotid. L’electroforesi capil lar és el métode més habitual per a la separacié dels
fragments. Un laser integrat en el seqiienciador excita els fluorocroms i la llum emesa
és detectada per una camera CCD que discrimina el color de la fluorescéncia i
identifica el nucleotid corresponent. En el cas del VWF, la complexitat i grandaria
d'aquest gen ha dissuadit molts laboratoris de la utilitzacié de la seqtlienciaci6

sistematica com a metode de diagnostic molecular [Hashemi Soteh et al. 2007].

4.3.2 Noves plataformes de seqiienciacié massiva.

L'aparicio de noves tecnologies de sequienciacidé en els darrers anys, anomenades
NGS, permeten la seqlienciacio massiva del DNA i sdn fins a 200 vegades més rapides
i economiques que la seqilenciacié de Sanger tradicional [Metzker 2010]. La capacitat
d’aquestes plataformes es fa evident amb la seva aplicacié al desenvolupament de dos
grans projectes: 1.000 genomes, amb l'objectiu d’establir el cataleg més detallat sobre
la variaci6 genética humana [Pennisi 2010], i el projecte Exoma

(http://exome.gs.washington.edu), amb I'objectiu de validar el balang cost-eficiéncia i la

capacitat de la NGS per a I'analisi de totes les regions codificants del genoma huma.

Aquestes plataformes utilitzen diferents estratégies, pero totes elles es basen en la
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preparacio de llibreries, seqlienciacio, captura d’imatge d'alta resoluci¢ i analisi de
dades (Taula 1). Una caracteristica comu d’aquestes plataformes és que aleatoriament
trenquen el DNA en fragments més petits a partir dels quals es creen les llibreries que
son adherides o immobilitzades en una superficie o suport solid i que permeten milions

de reaccions de seqiiéncia de forma simultania.

Taula 1: Comparacié de métodes i resultats entre les diferents NGS. Modificat de [Metzker 2010].

Temps Longitud

Avantatges Desavantatges
perrun lectura

Plataforma Amplificacié Seqiienciaci6 Gb/run

Lectures més Cost dels reactius i
454-FLX PCR d’emulsié Piroseqienciaci6 0,45  84h  330bp llarguesiruns més  errors en regions
rapids d’homopolimers

Baixa capacitat de

La plataforma més multiplexacio de

Amplificaci6  Sequenciacié

lllumina 18 4 dies  75-100 bp

per ponts per sinetsi utilitzada mostres
SOLD PCRdemulsic S°QUenciaco 5y 7 yes  gopp CAPACHALdE o oot llargs
per lligacié correcci6 d’errors

Una de les aplicacions més prometedores d’aquestes plataformes de NGS és la seva
aplicacio al diagndstic molecular de malalties monogeniques i poligéniques [Mardis
2008]. Un exemple adequat per a la potencial aplicacio d'aquesta tecnologia és la
VWD. D’heréncia complexa i amb un gen implicat de gran mida, el diagnostic d’aquesta
malaltia resultaria clarament beneficiat si es pogués disposar de la seqliéncia completa
del gen de diferents membres de cada familia a un cost raonable. Actualment, les tres

plataformes més utilitzades son:

= Roche/454 FLX. Aquesta plataforma va ser la primera en arribar al mercat (2004).
Els fragments de la llibreria es barregen amb boles d’agarosa que porten adherits
oligonucledtids complementaris als adaptadors especifics del 454. D’aquesta
manera, cada bola s’'associa amb un unic fragment i s'aillen en micelles d'oli
individuals que contenen els reactius necessaris per a la PCR (emPCR) obtenint-
se aproximadament un milié de copies de cada fragment de DNA a la seva
superficie [Dressman et al. 2003] (Figura 12). Aquestes boles son col locades en

una placa amb centenars de milers de pous individuals, on sén retingudes per
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separat i cada reacci6 de seqiiéncia pot ser monitoritzada. La tecnologia que
utilitza esta basada en la piroseqlienciacio, on cada incorporacio d’'un nucleotid per
la DNA polimerasa allibera un pirofosfat que inicia una série de reaccions que
permeten convertir, gracies a l'acci6 de la luciferasa, els pirofosfats en llum
detectable mitjangant un dispositiu CCD [Margulies et al. 2005]. La quantitat de
llum produida és proporcional al nombre de nucledtids incorporats.

Emulsion PCR

One DNA molecule per bead. Clonal amplification to thousands of copies occurs in microreactors in an emulsion
100-200 million beads

A PCR Break Template W
s & amphﬂcahop emulsion dissociation g#%% #ﬁ*
/ Primer, template, Chemically cross-
dNTPs and polymerase l linked to a glass slide
LIm nplate beads loaded into FTP well:
Figura 12: L’amplificacio per emPCR es déna en unes boles Flow of singla SNTP type scrom FIP wells et B

amb adaptadors on s'aconsegueixen centenars de copies
de la seqiiéncia motlle. Les boles sén adherides a un vidre o
placa plena de micropouets on a sota hi ha una capa de
fibra dptica connectada a una camera d’alta resolucio. La
llum generada durant la piroseqiienciacio és detectada per
la camera i enregistrada com una serie de pics anomenat
“flowgram”. Adaptat de [Metzker 2010]

Polymerase

B ﬁi i‘i :nir.'
- uu:ua‘vvvuuu:rm

R T -

0

lllumina/Solexa Genome Analyzer. Introduit el 2006, aquest sistema es basa en
el concepte de “seqiienciacio per sintesi” per produir lectures a partir de milions de
fragments de DNA amplificats simultaniament [Bentley 2006]. Després de fases de
fragmentaci6 i lligacié a adaptadors, el DNA s’immobilitza en una superficie solida i
s’amplifiquen els fragments en pont [Fedurco et al. 2006]. Aquest métode permet la
generacid in situ de copies d’'una molécula especifica de DNA en un suport solid
(Figura 13). La DNA polimerasa produeix multiples clusters, cada un dels quals

conté al voltant d’'un mili6 de copies del fragment original per identificar les bases
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incorporades amb la intensitat necessaria per a detectar-la durant la seqiienciacid.
El sistema d'lllumina utilitza la seqienciaci6 per sintesi, en la qual els 4 nucledtids
son afegits simultaniament i, junt amb la DNA polimerasa, incorporats en els
clusters adherits a la placa. Cada nucleotid porta una marca fluorescent especifica
de manera que la captura de la imatge es realitza després de cada incorporaci6
d'una nova base. Aixo li confereix una major precisio i, a diferencia daltres

plataformes, permet I'analisi de sequtiéncies homopolimériques.

Solid-phase amplfication
Ore DNA molecule per cluter

Incorporate
all four
nucleotides,
each label
with a
different dye

polymerase

ir.,%"' Jf‘,' S

Bridge am -€ ficatic

e

Wash, four-
colour imaging

Figura 13: El DNA fragmentat es lliga a la placa on
s'amplifica en pont i s'agrupa en clusters. La
seqlienciacio per sintesi permet llegir els 4 nt
simultaniament i establir la seqiiéncia consens.
Adaptat de [Metzker 2010].

Cleave dye

and terminating
groups, wash

-\
Repeat cycles ~~

= Applied Biosystems SOLiD System (Sequencing by Oligo Ligation and
Detection). Aquesta plataforma, disponible des de finals del 2007, també utilitza la
emPCR pero, a diferéncia de les altres NGS, utilitza un Unic procés de
sequenciacid catalitzat per la DNA ligasa [Valouev et al. 2008]. Després de la uni6
d'un encebador universal, es produeix la lligacié de sondes marcades que sén una
barreja d’oligonucleotids de 9 bases amb dos bases especifiques a I'extrem 3" i un
marcador diferent per a cada nucleotid a I'extrem 5', per llegir la fluorescéncia a
cada cicle. Posteriorment, l'oligonucledtid lligat al fragment es digereix amb un

enzim alliberant les Ultimes 4 bases i s'inicia el cicle segient. Un cop
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transcorreguts 10 cicles, s’obté una seqtiéncia de colors espaiada a intervals de 5
bases. Aleshores, es separen els encebadors que s’havien unit a la seqiéncia i es
produeix una segona lligacié amb un encebador diferent desplagat una base
respecte I'anterior. Els cicles es repeteixen completant la seqliencia amb un

nucleotid més, a I'esquerra de I'anterior.

Una nova tecnologia basada en la seqiienciacié d’'una Unica molécula s’esta fent lloc
dins les plataformes de seqlienciaci6 massiva. Son les anomenades plataformes de
“tercera generacié” o de “next-next generation”. La capacitat d'aquestes plataformes fa
que no siguin necessaries amplificacions prévies degut a que la seqiienciacié es dona
a partir d'una Unica molécula. Actualment existeixen tres plataformes d’aquest tipus:
HeliScope Helicos BioSciences [Pushkarev et al. 2009], Pacific Biosciences [Korlach et
al. 2010] i Nanopore IBM [Luan et al. 2010]. Aquesta tecnologia encara és incipient i no
hi ha plataformes disponibles al nostre pais, perd s'anticipa que seran més rapides i
econdmiques i menys laborioses que les tecnologies de NGS actualment disponibles
[Gupta 2008].

5. Mutacions al VWF

Hi ha molts tipus d’anomalies genétiques associades a la VWD. La majoria d’aquestes
mutacions es presenten a d’altres trastorns d’origen hereditari, mentre que algunes
resulten de les caracteristiques particulars del VWF [Goodeve 2010]. Els tipus de

mutacions més destacables son:

= Transcripcionals. La sintesi de 'mRNA requereix de la uni6 d’una série de factors
transcripcionals a seqliéncies especifiques del promotor del VWF. Mutacions en
aquestes sequiéncies poden provocar la reduccié o 'abséncia de transcripcié de
I'RNA de I'al fel afectat [Othman et al. 2005].
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= Canvi de sentit. El canvi d’'un aminoacid per un altre pot alterar 'estructura o la
funcio del VWF. Aquestes substitucions, que sén el tipus de mutacié més freqtient,
poden trobar-se al llarg de tot el VWF i causar qualsevol tipus de VWD, sent

predominants en els tipus 1i 2 [Goodeve 2010].

= Sense sentit. També anomenades de parada, aquestes mutacions poden
provocar la degradacié de 'mRNA per un mecanisme anomenat NMD. Aquest
procés elimina 'mRNA aberrant, on s’ha generat un PTC, limitant la produccié de
proteina truncada [Silva and Romao 2009]. L'eficiéncia de 'NMD no és igual per a
totes les mutacions sense sentit, ni en tots els tipus celulars i, en alguns casos, es

poden arribar a formar proteines aberrants [Plate et al. 2010].

= Petites delecions, insercions o duplicacions. Les duplicacions sén copies de
seqliéncies curtes properes, i les insercions i delecions solen afectar a un o pocs
nucledtids que poden trobar-se en seqiiéncies repetitives [Ball et al. 2005].
Aquestes mutacions provoquen un canvi en la pauta de lectura que suposa la

formaci6 d’'un PTC després de més o menys aminoacids aberrants.

= Grans delecions. Poc comuns a la VWD, les grans delecions poden derivar de
recombinacions on poden estar implicades seqléncies Alu [VWFdb 2010]. Com en
el cas anterior, la majoria provoquen canvis a la pauta de lectura, pero la delecio
pot fer-se dins del marc de lectura i Gnicament provocar la pérdua d'alguns

aminoacids.

= Conversié génica. Aquestes mutacions sén el resultat d'un procés de
recombinaci6 entre el VWF (cromosoma 12) i el VWFP (cromosoma 22) [Chen et
al. 2007], que es veu afavorit per la gran homologia que existeix entre les dues
sequéncies aixi com per la preséncia d'unes seqléncies anomenades chi-like que
poden promoure la recombinaci6 entre gens de, fins i tot, cromosomes diferents

[Eikenboom et al. 1994; Gupta et al. 2005] (Figura 14). Aquestes substitucions, que
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imiten la sequéncia del pseudogén, sén una causa forga comu de la VWD. Donat
que la seqliéncia entre el gen i el pseudogén varia en uns pocs nucledtids,
I'extensié de la conversid només pot ser estimada i pot donar diferents fenotips
depenent de la longitud de la conversio i de si es troba en homozigosi o
heterozigosi [Gupta et al. 2005]. Les mutacions més comuns degudes a aquest
mecanisme son P1266L en el tipus 2B, Q1311X en el tipus 3 i V1279l en els tipus
112M de la VWD [James et al. 2007; Federici et al. 2009; VWFdb 2010]

Cromosoma 12 - Gen del VWF Cromosoma 12 - Gen del VWF
A B c A b A
A B ¢ A b' - o
Cromosoma 22 - Pseudogén Cromosoma 22 - Pseudogén
Conversié
a b ) ] genica a B = [
a' ) b ) c' a B' <

Figura 14: La conversid génica suposa la recombinaci6 entre el gen i el pseudogén.

En potencials llocs d’splicing (PSSM). Existeixen evidéncies que tots els tipus
de modificacions nucleotidiques poden ser deletéries i poden afectar el
processament normal del pre-mRNA per disrupcié de les seqiiéncies consens
d’splicing o per la creacio de seqliéncies criptiques d'splicing [Houdayer et al.
2008]. Quan aquestes mutacions afecten els dinucleotids GT i AG dels extrems 5’ i
3’ de cada intrd, el seu efecte és clar ja que poden suprimir el reconeixement dels
exons i alterar el mecanisme d’splicing. Les conseqtiencies d’aquest procés solen
ser la pérdua d'exons o la retencid dels introns. Mutacions allunyades dels
dinucledtids GT i AG poden reduir I'splicing normal, pero no eliminar-lo, fent que la
transcripcio resulti en una varietat de diferents transcrits aberrants i correctes
[Goodeve 2010]. Amb I'analisi de 'mRNA de plaquetes de pacients es pot estudiar

com les PSSM afecten a la transcripcié del VWF [Gallinaro et al. 2006].
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5.1 Estudis per identificar I'efecte de les mutacions

En els ultims anys, degut a les millores en les tecnologies de seqiienciacid, s’ha produit
un augment en el nombre de mutacions identificades que no s’havien descrit
préviament. Un dels principals objectius del diagndstic molecular és la correcta
interpretacio de les conseqliéncies biologiques de les noves variants de seqliéncia i el
seu possible impacte en el processament de la proteina. Les aproximacions més
utilitzades sén la realitzaci6 de prediccions mitjangant analisis in silico, estudis

d’splicing in vivo i estudis funcionals in vitro.

5.1.1 Analisis in silico

Existeixen diferents algoritmes predictius que poden aplicar-se en l'analisi de les
mutacions d’interés mitjangant programes bioinformatics disponibles a Internet i que
poden aportar informacié molt Util de forma rapida abans d'iniciar estudis en profunditat
de les mutacions. En el cas de les substitucions en regié codificant, I'objectiu
d’aquestes analisis és establir el grau de variacié tolerada en presencia d’un nucleotid
diferent. Per tal de valorar I'efecte d’aquestes mutacions poden utilitzar-se, entre
daltres, els  programes  SIFT  (Sorting Intolerant  From  Tolerant,
http://blocks.fhere.org/sift/SIFT.html)  [Ng and Henikoff 2002] i PolyPhen
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph) [Ramensky et al. 2002]. Aquests programes

prediuen el possible impacte de la substitucié d’'un aminoacid a I'estructura i funcié
d'una proteina humana basant-se en l'alineacié de multiples seqiiéncies. El programa
PolyPhen, a més, utilitza parametres estructurals per avaluar I'efecte de la substitucid
[Ramensky et al. 2002]. En el cas de les PSSM, les mutacions que afecten els
dinucledtids GT de I'extrem 5 i AG de I'extrem 3’ dels introns, pel fet que eviten el
correcte reconeixement dels exons, tenen un clar efecte en el processament de
I'mRNA. Tot i aix0, qualsevol modificacié nucleotidica ha de considerar-se una
candidata potencial a alterar I'splicing ja que no només les situades a les seqliencies
consens GT i AG, sin6 que tant les mutacions sindnimes com qualsevol mutaci6

intronica poden modificar aquest procés [Zatkova et al. 2004; Dehainault et al. 2007].
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Per predir I'efecte de les PSSM, alguns dels programes més utlitzats sén el NetGene2
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2) [Brunak et al. 1991], GeneSplicer
(http://cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml) [Pertea et al. 2001], BDGP
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) [Reese et al. 1997], Human Splicing Finder
(

http://www.umd.be/HSF) [Desmet et al. 2009]. Aquestes eines d'analisi s6n

especialment Utils per predir els efectes de les PSSM, sobretot quan 'NMD dificulta el
desenvolupament d’estudis a nivell de 'mRNA de la regi6 afectada. Degut a que aquest
tipus d'eines utilitzen algoritmes basats en diferents parametres, en ocasions poden
donar lloc a resultats discrepants. Per aquest motiu és fonamental utilitzar diferents
eines simultaniament per poder predir els efectes de les mutacions [Houdayer et al.
2008]. Es important destacar que la interpretacio dels resultats dels programes de
prediccié in silico no pot utilitzar-se per decidir si una variaci6 de seqiéncia identificada
en un pacient és 0 no és responsable de la malaltia sense altres evidencies
[Tchernitchko et al. 2004].

5.1.2 Analisis in vivo

Les mutacions sense sentit i aquelles que alteren la pauta de lectura com ara les
insercions i les delecions, tenen un clar efecte sobre la funcionalitat de la proteina.
Contrariament, les PSSM tenen un efecte menys predictible i els estudis in vivo a partir
de 'mRNA dels pacients son la millor manera d'interpretar les conseqliencies
d’aquestes mutacions [Bell 2007] que poden afectar la reorganitzacié de 'mRNA i
introduir codons de parada prematurs en els transcrits. Aquests PTCs son reconeguts i
eficientment degradats per la céllula en un procés conegut com a NMD [Byers 2002]
per controlar la sintesi de proteines truncades que poden ser nocives per la célula
[Lewis et al. 2003]. Tot i ser un tipus de mutacié forca comu al VWF, a la base de dades
internacional només trobem 26 PSSM de les quals, en només 6 s’han realitzat estudis a
nivell 'RNA per esclarir els seus efectes [Mertes et al. 1994; Cumming et al. 2006;
Goodeve et al. 2007].
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5.1.3 Analisis in vitro

Els estudis funcionals son el millor métode per determinar I'efecte de les mutacions i
confirmar la seva patogénia. Per poder estudiar 'efecte que produeixen les mutacions
identificades en els pacients, es realitza la mutagénesi dirigida per obtenir el cDNA del
gen d'interés amb la mateixa alteraci6. Aquest cDNA es pot expressar in vitro en
diferents tipus cel lulars, pero és important que I'assaig es desenvolupi en un sistema
adecuat donat que aquestes analisis sén molt especifiques del gen i la malaltia. Per a
la VWD, els tipus cellulars més utilitzats son COS-7 [Hilbert et al. 2004; O'Brien et al.
2004], AtT-20 [Berber et al. 2009], 293 EBNA i HEK293 [Castaman et al. 2010].
Algunes de les analisis desenvolupades per a l'estudi de mutacions al VWF s’han
realitzat per estudiar el transport cel lular i la sensibilitat a 'TADAMTS-13 en mutacions
de tipus 2A [O'Brien et al. 2004], la capacitat d’uni6 a receptors plaquetaris [Vasudevan

et al. 2000] o la capacitat d’'uni6 al FVIIl en mutacions de tipus 2N [Hilbert et al. 2004].

5.2 Registres de mutacions

Les bases de dades de mutacions en gens humans han adquirit una gran importancia
en totes les arees sanitaries. Gracies a les técniques de seqilenciacid, cada cop més
avangades, s’ha pogut portar a terme el diagnostic molecular d'un gran nombre de
malalties genétiques [Rob Elles 2004]. Aquests estudis aporten dades continuament i
diferents centres han anat recopilant les mutacions identificades al seu gen d'interés i
compilant-les en bases de dades especifiques per a aquest gen. Aquestes bases solen
ser d’'accés gratuit per Internet i contenen tanta informacié especifica sobre el gen, la
malaltia, les mutacions identificades i les publicacions on es descriuen, que fa que es
coneguin com a ‘bases de coneixement’ [Claustres et al. 2002]. La major part
d'aquestes bases de dades es troben registrades per la Human Genome Variation
Society (HGVS) que, a més, elabora recomanacions per a la nomenclatura de les

variacions géniques i guies sobre el contingut de les bases de dades.
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5.2.1 ISTH-SSC VWF online database

Aquest és el nom de la base de dades de la Societat Internacional de Trombosi i
Hemostasia per mutacions al VWF. Es tracta d’un registre internacional accessible des

de la pagina http://www.shef.ac.uk/vwf que es composa de les entrades presentades

per investigadors d’arreu del mon. Es va crear el 1993 quan existien més de 20
classificacions diferents per a la VWD [Ginsburg and Sadler 1993; Sadler and Ginsburg
1993]. Al llarg dels udltims anys, s’ha realitzat un progrés considerable cap a la
comprensié de la VWD a nivell molecular. S’hi troben continguts com ara la classificacid
de la VWD, els polimorfismes descrits, enllagos directes a les sequéncies del VWF en
diferents organismes, nomenclatura i esquemes del gen i I'mRNA, aixi com les
referéncies on s’han publicat les mutacions i els polimorfismes. Avaluant el contingut
del registre de mutacions, la freqiiencia relativa corresponent als diferents tipus de la
malaltia no es correspon amb les seves freqliéncies a la poblacié i s'observa com, per
exemple, les mutacions responsables de la VWD de tipus 1 es troben poc

representades a la base de dades (Figura 15).

W 2A : 115 registres
2B : 55 registres
Tipus 1: 2M: 26 registres
164 registres —— i 2N : 54 registres

Figura 15: Mutacions identificades per a cada tipus de VWD a la Base de Dades Internacional ISTH. Grafica del
contingut de la base de dades del 15-04-2010.

En un total de 526 mutacions descrites, tot i que la VWD de tipus 1 representa gairebé
el 75% del total de les families, només trobem 164 mutacions d’aquest tipus (31,17%),

la majoria de les quals sén substitucions de canvi de sentit o PSSM que es troben
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repartides per tot el gen. Les mutacions de tipus 2, en canvi, representen el 50% del
total de les mutacions descrites. Aixd es deu al fet que els defectes moleculars en els
tipus de VWD 2A, 2B i 2M es troben localitzats a I'exd 28 que és el més gran i
representa el 14% de la regi6 codificant. Les mutacions 2N es localitzen al domini D’ i
es troben en homozigosi 0 en heterozigosi composta amb altres mutacions. Trobem
115 mutacions de tipus 3 de les quals 42 son petites insercions o delecions, 12 sén
PSSM i trobem 35 mutacions sense sentit. Moltes d’elles es troben en homozigosi
deguda a consanguinitat entre progenitors. El treball de molts laboratoris ha estat posar
a punt la sequenciacié de I'E28 per a la identificacidé de la mutacié en pacients amb
defectes qualitatius, el que ha permés la caracteritzacié d’'un gran nombre de pacients
de tipus 2 i fa que, gairebé la meitat de les mutacions identificades (223 registres), es
localitzin a I'ex6 28. Al nostre pais, el diagnostic molecular de la VWD segueix sent una
assignatura pendent com demostra el fet que a la base de dades només hi trobem 18

mutacions descrites en laboratoris espanyols (dades d’abril de 2010).

5.3 Contribucié dels estudis multicéntrics a [I'epidemiologia

molecular de la VWD

Aquests estudis representen les contribucions més rellevants al coneixement de les
caracteristiques moleculars d’aquesta malaltia. El reclutament de les families es realitza
a partir de diferents centres amb una extensa experiéncia en el diagnostic de la VWD,
el que permet recopilar informacio de la poblacié de diferents punts geografics per a

una caracteritzacié més homogénia de I'epidemiologia de la VWD.

5.3.1 VWD tipus 1

Tres estudis multicéntrics han permés la caracteritzacié de 305 casos index amb VWD
de tipus 1 en 2 anys. L'estudi europeu Molecular and Clinical Markers for the Diagnosis
and Management of type 1 VWD (MCMDM-1 VWD) que incloia nou paisos europeus
[Goodeve et al. 2007], un estudi canadenc amb 13 centres implicats [James et al. 2007]

i un del Regne Unit, United Kingdom Haemophilia Centre Doctors’ Organization

58



INTRODUCCIO

(UKHCDO) [Cumming et al. 2006] han ampliat de forma considerable el coneixement
sobre les bases moleculars de la VWD de tipus 1, molt limitat abans del 2006. Els
criteris per a la inclusié dels pacients estaven basats en les guies sobre VWD del
Scientific and Standardization Committee de la International Society on Thrombosis and
Haemostasis (ISTH-SSC) utilitzades aleshores [Sadler et al. 2006]. Els canvis
identificats comprenen mutacions de canvi de sentit (70%), PSSM (9%), de transcripcié
(8%), petites delecions (6%), mutacions sense sentit (5%) i petites insercions o
duplicacions (2%). De les mutacions de canvi de sentit, unes 8 son el resultat de
probables conversions géniques (3%) [Goodeve et al. 2007; James et al. 2007]. Als
estudis europeus i canadencs, un 15% dels casos index presenten més d’'una mutacio i
la substitucié Y1584C és la mutacié6 més comU associada a la VWD de tipus 1 en els
tres estudis, sent identificada en el 13% dels casos index. Una publicaci6 anterior havia
demostrat I'origen ancestral comU d’aquesta mutacié en diferents pacients donat que

totes les families presentaven els mateixos marcadors [O'Brien et al. 2003].

5.3.2 VWD tipus 2

S’han realitzat pocs estudis poblacionals a la VWD de tipus 2, perd n’hi ha dos
d'especial rellevancia. ElI 1997, un estudi francés va identificar 150 mutacions en
pacients amb déficits qualitatius de VWF [Meyer et al. 1997] i, el 2009, va aparéixer un
nou estudi sobre 67 casos de VWD de tipus 2B [Federici et al. 2009]. Aquests estudis,
junt amb d’altres amb pocs pacients implicats i aquelles mutacions no publicades que
es recullen a la base de dades internacional, ens ajuden a entendre la patogenesi de la
VWD de tipus 2. En el tipus 2A, les proporcions de mutacions identificades per dominis
son del 82% als dominis A, del 8% al D2, del 8% a I'extrem carboxi-terminal i de I'1% al
D3. En el tipus 2B, destaca el fet que totes les mutacions identificades a la base de
dades internacional i a I'estudi francés es localitzen Unicament en 16 aa diferents. Pel
tipus 2M, la majoria de mutacions son substitucions amb canvi de sentit o delecions
que conserven la pauta de lectura i es localitzen a I'exé 28, entre els codons 1.266 i
1.467. L'estudi de Meyer et al. [Meyer et al. 1997] recull un total de 51 mutacions de

tipus 2N en pacients francesos. El 49% eren homozigots per a una Unica mutacio, 12%
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heterozigots compostos per a dues mutacions diferents de tipus 2N i el 39% eren
heterozigots compostos per a una mutacié de tipus 2N i una segona mutacio. Els exons
18-20, que composen el domini D’ contenen el 85% de totes les mutacions identificades
com a 2N, la resta es localitzen als exons 17, 24, 25 i 27 [VWFdb 2010]. El diagnostic
molecular en la VWD de tipus 2 és molt util donat que les diferéncies entre els seus
subtipus requereixen d'un estudi fenotipic complert i una analisi de multimers de
qualitat [Goodeve 2010].

5.3.3 VWD tipus 3

Per a la VWD de tipus 3, en un estudi sobre quatre cohorts de més de 20 individus
cadascuna s’han identificat un 92% de 111 casos [Zhang et al. 1994; Gupta et al. 2008;
Sutherland et al. 2009] i, en un estudi de 40 pacients, s’han caracteritzat el 100% de les
mutacions [Baronciani et al. 2003]. A la base de dades internacional les entrades
comprenen mutacions sense sentit (31%), petites delecions (18%), grans delecions
(12%), PSSM (11%) i petites insercions (10%). Les mutacions de canvi de sentit
representen al voltant del 18% i provoquen defectes en la dimeritzacié o multimeritzacio
del VWF i la seva retenci6 dins la célula. Al voltant del 20% de les mutacions es

troben a I'ex6 28 i la resta es distribueixen al llarg de tot el gen, des de I'ex6 3 al 52.

L'analisi genética dels pacients amb VWD és util tant per a establir el diagnostic com
per identificar el tipus de la malaltia. Les correlacions entre genotip i fenotip
incrementen la informacié per al tractament i el consell genetic dels pacients. D’aqui la

importancia d’aquests estudis a nivell poblacional.
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OBJECTIUS

Objectius - . 2 rS

L'objectiu global del treball ha consistit en aprofitar els avengos en les tecnologies de
seqienciacié i d'analisi per dissenyar i desenvolupar estratégies per al diagnostic
molecular de la VWD. Es pretén que la identificacié de les mutacions responsables
permeti realitzar un diagnostic més precis i progressar a nivell assistencial aprofundint
en I'epidemiologia molecular d’aquesta coagulopatia. Els objectius concrets es poden

desglossar en:

= Dissenyar i optimitzar un procediment que permeti el diagnostic molecular de la

VWD per seqienciacié directa del VWF.

= Realitzar el seguiment clinic i la recollida de mostres de les families diagnosticades
de VWD a la Unitat d'Hemofilia de I'Hospital de la Vall d’Hebron, centre de
referéencia de coagulopaties congénites de Catalunya. Desenvolupar estudis de

lligament del VWF i associacio amb la VWD en pacients i familars.

= Elaborar una base de dades que reculli la informaci6é generada a partir de I'estudi
molecular dels pacients, els parametres clinics i les dades del laboratori

d’hemostasia.

= Avaluar 'impacte funcional de les noves mutacions mitjangant analisis in silico.
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Aprofundir en I'estudi de determinades mutacions desenvolupant estudis in vivo

que ens permetin esclarir els seus efectes en el processament de 'mRNA.

Estudiar la viabilitat de diferents estrateégies per aplicar les noves técniques de
sequenciacid massiva al diagnostic molecular del VWF. Avaluar la capacitat

d’aquestes plataformes per analitzar un gran nombre de pacients i familiars.
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RESULTATS

ﬂ—

Article 1 # I=dwm Y\

Titol

Rapid molecular diagnosis of von Willebrand disease by direct sequencing. Detection of

12 novel putative mutations in VWF gene.

Autors

Irene Corrales, Lorena Ramirez, Carme Altisent, Rafael Parra i Francisco Vidal

Referéncia

Thromb Haemost. 2009 Mar;101(3):570-6. PMID: 19277422

Resum

La malaltia de von Willebrand (VWD) és la coagulopatia congénita més freqlient a la
poblacié general. El seu diagnostic molecular és especialment complex donat que el
gen del factor de von Willebrand (VWF) és especialment gran i molt polimorfic. A més,
existeix un pseudogén parcial al cromosoma 22 amb una homologia superior al 96% a
la regié del gen que inclou els exons del 23 al 34. Donades aquestes dificultats, no s’ha

considerat I'aplicacio de I'estudi molecular de la VWD a la rutina de laboratori. Avengos
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recents en les tecnologies de seqtienciacié i la bioinformatica poden convertir la
seqienciacid directa de tot el VWF en una eina de diagndstic per a la VWD, que és
especialment recomanable en els tipus 1 i 3. Aquest estudi presenta un nou
procediment optimitzat en el qual totes les regions codificants i les regions introniques
flanquejants del VWF de dos pacients sén amplificades simultaniament sota les
mateixes condicions de termociclat en una placa de PCR llesta per utilitzar. Tot el
procés de seqlienciacio, des de I'extraccio de sang del pacient fins a la identificacié de
la mutacié responsable pot realitzar-se en 24 hores resultant una técnica simple,
versatil i rentable. Per tal de validar aquest metode, s’ha realitzat la seqiienciacié
complerta del VWF en 21 casos index incloent-hi 7 de cada tipus de VWD i s’han
identificat un total de 30 mutacions. Dotze d’aquestes mutacions sén noves i inclouen 4
de canvi de sentit, una sense sentit, una insercid, la primera inserci6-delecié descrita en
el VWF i 5 mutacions en potencials llocs d'splicing (PSSM). Al nostre entendre, aquest
és el protocol més rapid i eficient dissenyat fins al moment per a dur a terme la
seqlienciacié complerta de tota la regié codificant del VWF per al diagnostic molecular
de la VWD.

Aportacio personal al treball

El treball realitzat ha consistit en posar a punt i optimitzar la tecnica de diagnostic
molecular dissenyant els primers, optimitzant les condicions de PCR, passant la técnica
a format microplaca i dissenyant les plantilles especifiques dels programes d’analisi de
sequéncies. Paral lelament, s’ha realitzat el seguiment clinic i la recollida de dades de
les families candidates per a la seqilenciacid. El resultat de I'aportacié personal és el
desenvolupament del treball experimental i la obtencié de totes les dades que s'hi

presenten.

Material suplementari

Taula suplementaria de la publicaci6
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Article 2 # BI=dwm i W\

Titol

Integration of molecular and clinical data of 40 unrelated VWD families in a Spanish

locus-specific mutation database. First release including 58 mutations.

Autors

Irene Corrales, Lorena Ramirez, Julia Ayats, Carme Altisent, Rafael Parra i Francisco
Vidal

Referéncia

Haematologica 2010 Nov; 95(11):1982-1984. PMID: 20801902

Resum

La malaltia de von Willebrand (VWD) és la coagulopatia congénita més freqlient a la
poblaci6 general. Tot i aixo, la gran complexitat del VWF i la seva mida han fet que no
es consideri un gen adequat per al seu estudi molecular com a métode de rutina en
laboratoris de diagnostic. Aixi, el disseny i desenvolupament d’una técnica basada en la
sequenciacié complerta del gen que ens ha dut a la continua identificacié de mutacions

noves i préviament descrites responsables de la VWD. Amb l'objectiu de recopilar i
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actualitzar totes les dades moleculars produides, hem creat una base de dades de
mutacions especifica per al VWF. S’ha dissenyat una pagina web exclusiva per a la
VWD que inclou informacié sobre la malaltia, la seva classificacié i un registre de
mutacions del VWF que actualment conté 58 mutacions identificades en 40 families, 19
de les quals han estat descrites al nostre laboratori per primera vegada. Aquestes
mutacions es troben localitzades al llarg de tot el gen i trobem 44 substitucions incloent-
hi 5 mutacions sense sentit i 6 mutacions involucrades en una conversié genica, la
primera indel descrita al VWF, 2 insercions i 11 mutacions localitzades en potencials
llocs d’splicing. Totes elles s’han enviat a la base de dades internacional i representen
més d'un 10% de les seves entrades. El nostre registre de mutacions del VWF a
Hemobase inclou material suplementari rellevant relacionat amb el diagnostic,
classificacié i heréncia de la VWD i representa una recopilacié dinamica de les
mutacions identificades al VWF al nostre laboratori presentat en una pagina web
facilment accessible per tal de permetre una interpretacié entenedora dels seus

efectes.

Aportacio personal al treball

La creaci6 de la base de dades www.vwf.hemobase.com ha requerit la seqlienciacio
complerta dels casos index, I'estudi de la preséncia o abséncia de la mutacié en tots
els familiars, I'analisi de les STRs per realitzar I'estudi de lligament i el disseny dels
arbres familiars. A més ha calgut recopilar tota la informacio clinica dels pacients,
necessaria per a la classificacié de la VWD i un gran nombre de dades moleculars
relacionades amb les mutacions identificades. La meva aportacié personal és I'obtencio
i recopilacio de totes les dades que s’hi presenten aixi com part del disseny de la

pagina web i alguns dels seus continguts didactics.

Material suplementari

Figures suplementaries de la publicacié
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Article 3 / BI=dwmi Y\

Titol

Study of the effect of splicing mutations in the VWF gene using RNA isolated from

patient’s platelets and leukocytes.

Autors

Irene Corrales, Lorena Ramirez, Rafael Parra i Francisco Vidal

Referéncia

Journal of Thrombosis and Haemostasis 2011. Acceptat per a la seva publicacid.

Resum

Les mutacions de canvi de sentit o sense sentit tenen un clar efecte deleteri sobre la
funcionalitat de la proteina. Tot i aix0, en el cas de les mutacions que potencialment
afecten el processament de 'mRNA o les mutacions en potencials llocs d’splicing
(PSSM), el seu efecte és menys predictible. En aquests casos, les eines
bioinformatiques poden aportar una valuosa aproximacié de les seves conseqiéncies,
perd és recomanable I'elaboracié d’estudis funcionals in vivo ifo in vitro per poder

desxifrar I'efecte real de les variacions detectades. Després de la identificacio d’un
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nombre significatiu de PSSM en pacients amb VWD, hem iniciat un estudi sistematic
dels seus efectes in vivo a partir dRNA extret de plaquetes i leucocits. Amb aquest
objectiu, s’han dissenyat 13 parelles de primers que permeten I'amplificacié completa
del cDNA del VWF per RT-PCR en els dos tipus cellulars i s’ha identificat I'existéncia
d'un splicing alternatiu en leucocits que produeix la pérdua dels exons 14 i 15. Aquests
primers també s’han utilitzat per clarificar les conseqiiéncies en el processament de
I'mRNA del VWF en l'estudi de 7 PSSM identificades en 4 pacients. D’aquesta manera
s’ha pogut observar com les mutacions ¢.533-2A>G i ¢.8155+3G>C produeixen la
perdua d'un exé i que la mutacié ¢.7730-1G>C activa un lloc d'splicing alternatiu. El
métode desenvolupat pot extendre’s a I'estudi dels efectes patogénics de qualsevol
PSSM i la seva implicacio en el processament de 'RNA del VWF. Donat que I'eficiéncia
del NMD varia segons el tipus celdular, I'iis d'RNA provinent de plaquetes i leucocits
per a l'estudi de les PSSM en el VWF ofereix resultats complementaris, especialment

en aquells casos en els que el NMD succeeix en I'al {el portador de la mutacié.

Aportacio personal al treball

El treball realitzat ha consistit en posar a punt i optimitzar el protocols d'obtencio
d'mRNA de leucplaquetes i la seqiienciacié completa del cDNA del VWF. S’han
dissenyat els primers i optimitzat les condicions d'RT-PCR per a I'amplificacié sota les
mateixes condicions de termociclat. A més, s’ha creat el disseny de les plantilles
especifiques pels programes d’analisi de seqiéncies. Per a cada pacient s’ha realitzat
I'extracci de 'RNA de leucdcits i plaquetes i s’ha estudiat i analitzat la regié d'interes.
El resultat de I'aportacio personal és el desenvolupament del treball experimental i la

obtencio de totes les dades que s'hi presenten.

Material suplementari

Taula suplementaria de la publicaci6
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Article 4 /~ I=dwm\ W\

Titol

Next generation sequencing approaches for the molecular diagnosis of von Willebrand

disease.

Autors

Irene Corrales, Susana Catarino, Lorena Ramirez, Julia Ayats, David Arteta, Carme

Altisent, Rafael Parra, Francisco Vidal.

Referéncia

Article en preparacio.

Resum

Les perspectives en el diagnostic molecular de les malalties monogéniques ha canviat
drasticament en els ultims anys amb la introduccié de les noves técniques de
seqienciacié massiva (NGS). Amb lobjectiu d’aplicar aquestes tecnologies al
diagnostic molecular de la VWD, hem desenvolupat dues estratégies d'enriquiment de
les regions d'interes, partint de la condicié que puguin ser aplicades a qualsevol de les

plataformes de NGS disponibles actualment: i) estratégia d’amplificacié de tots els
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exons del VWF i les regions introniques flanquejants mitjangant PCRs curtes; ii)
estratégia d’amplificacié de la seqléncia genomica del VWF per PCRs llargues (LR-
PCR). La primera estratégia ha estat adaptada a partir de la técnica de seqiienciacié
desenvolupada préviament per a la seqtienciacié del VWF [Corrales et al. 2009], els
amplimers obtinguts per a cada pacient sén combinats en un Unic tub i fragmentats per
incubacié a alta temperatura. Per a la segona aproximacio, s’ha dissenyat un nou
procediment per a I'amplificacio del gen en 14 LR-PCRs que son combinades i
fragmentades per nebulitzacié. En ambdues estratégies s’han dissenyat primers que
permeten I'amplificacié especifica del VWF evitant la contaminacié amb seqtiencies del
VWEFP. Per tal d’obtenir una cobertura uniforme de totes les regions, la concentracié
dels amplicons és normalitzada abans de ser barrejats per evitar la preséncia desigual
d'uns productes respecte d'altres. La validacié d’ambdues estratégies s’ha realitzat en
una plataforma d'lllumina-Solexa. La multiplexacié de les mostres mitjancant la
introduccié de seqtiéncies que actuen com etiquetes identificadores permet seqtienciar
el VWF d’entre 100 i 300 pacients simultaniament, possibilitant la caracteritzacié de la
poblacié afectada de forma rapida i economica. Aquest treball pretén demostrar que les
NGS podrien eliminar en breu les limitacions de la seqlienciacié tradicional per a

I'estudi de gens grans i complexos com el VWF.

Aportacié personal al treball

La feina realitzada inclou un treball inicial de seguiment clinic i seleccié dels pacients
d'interés. S’ha adaptat el protocol basat en PCRs convencionals als requeriments de
les noves plataformes de seqiienciacié massiva. Per a la seqlienciacié complerta del
VWF per LR-PCR, s’han dissenyat els primers i optimitzat les condicions de PCR per a
I'amplificacio simultania de totes les regions del gen. S’han amplificat pacients amb les
dues estratégies, s’han quantificat i normalitzat els productes de PCR mitjangant
l'aplicacié de diferents técniques i s’han creat el pools de PCRs. Per a l'estudi de
multiplexacid, s’ha dissenyat i desenvolupat una estatégia per la seqlienciacio

complerta i simultania del gen del VWF de 50 pacients.
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Informe del Director hessmt WA

La memoria de la Tesi doctoral "Aplicacié de tecnologies optimitzades al diagnostic
molecular de la malaltia de von Willebrand per a I'estudi de la relacio genotip-fenotip"
es presenta com a compendi de 4 publicacions. La participacio de la doctoranda Irene

Corrales Insa en cada treball és la que es detalla a continuacio:

ARTICLE 1:

Rapid molecular diagnosis of von Willebrand disease by direct sequencing. Detection of
12 novel putative mutations in VWF gene.

Corrales I, Ramirez L, Altisent C, Parra R, Vidal F.

Thrombosis and Haemostasis. 2009;101:570-576. Index d'impacte (2009): 4,451

La doctoranda, Irene Corrales, ha estat la responsable directa de tot el treball
experimental realitzat al laboratori de biologia molecular. El seu treball ha consistit en el
disseny, posada a punt i optimitzacié d’un procediment per al diagnostic molecular de la
malaltia de von Willebrand mitjangant seqtienciacié directa del gen del VWF. Més
concretament la seva aportacio ha estat fonamental en el disseny de primers
especifics, I'optimitzacié de les condicions de PCR en format microplaca i en la
identificacid6 i comprovacié de les mutacions mitjangant plantilles dissenyades
especificament pels programes d’analisi de seqiiéncies. D’altra banda, en col 1aboraci6

amb I'equip clinic, ha realitzat el seguiment de les families estudiades que es presenten
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a larticle. Finalment, ha portat a terme l'estudi in silico de les noves mutacions
identificades. El resultat de la seva aportacié personal és el desenvolupament d'un
diagnostic que es pot aplicar de manera rutinaria al seguiment i suport clinic de la

malaltia amb una clara aplicacié des de el punt de vista assistencial i de recerca.

ARTICLE 2:

Integration of molecular and clinical data of 40 unrelated VWD families in a Spanish
locus-specific mutation database. First release including 58 mutations.

Corrales |, Ramirez L, Ayats J, Altisent C, Parra R, Vidal F.

Haematologica. 2010. Index d'impacte (2009): 6,416

La doctoranda, Irene Corrales, ha realitzat la major part del treball experimental que
apareix en aquest article. El seu treball ha consistit en la seqtlienciacié completa dels
casos index, en I'estudi de la preséncia o abséncia de la mutacié en tots els familiars,
en I'analisi de les STRs per realitzar els estudis de lligament, en I'estudi in silico de les
mutacions identificades i en la construcci6 dels arbres familiars. En col {aboracié amb
I'equip medic ha realitzat el seguiment de les families estudiades per tal de recopilar
tota la informacio clinica i de laboratori dels pacients, necessaria per a la classificacio
en els diferents tipus de VWD. La seva aportacidé ha permés la creacié de la base de

dades www.vwf.hemobase.com on ha col{aborat mitjangant el disseny de la pagina

web en la implementacié dels seus continguts didactics i en I'obtencié i recopilacié de

les dades moleculars relacionades amb les mutacions identificades que s'hi presenten.

ARTICLE 3:
Study of the effect of splicing mutations in VWF using RNA isolated from patients’

platelets and leukocytes
Corrales |, Ramirez L, Altisent C, Parra R, Vidal F.
Journal of Thrombosis and Haemostasis. 2011. Index d'impacte (2009): 6,069
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La doctoranda, Irene Corrales, ha realitzat tot el treball del laboratori de biologia
molecular i ha contribuit de manera significativa en I'aproximacié conceptual per al
disseny dels experiments. Concretament, la feina de la Irene Corrales ha consistit en:
posar a punt i optimitzar el protocols d'obtenci6 dmRNA de leucdcits i plaquetes de
pacients. Ha dissenyat els primers i optimitzat les condicions d'RT-PCR per a
'amplificacio completa sota les mateixes condicions de termociclat seguida de la
sequenciacié del cDNA del gen del VWF. Ha analitzat I'expressio del gen en leucocits i
plaquetes de tots els pacients estudiats amb mutacions que potencialment afecten a
I'splicing. Els resultats dels estudis in vivo els ha contrastat amb ['analisi in silico amb
almenys quatre programes basats en algoritmes diferents de prediccié de I'efecte de les
mutacions d'splicing. El resultat de la seva aportacié és el treball més important a data
d'avui en numero de mutacions potencialment responsables de defectes en el
processament de 'mRNA del gen del VWF. Una de les consequiéncies més rellevants
del seu treball es I'establiment de que el NMD (nonsense mediated decay) és un

mecanisme molecular freqiientment implicat en la VWD.

ARTICLE 4:

Next generation sequencing approaches for the molecular diagnosis of von Willebrand
disease

Corrales I, Catarino S, Ramirez L, Ayats J, Arteta D, Altisent C, Parra R, Vidal F.
Pendent de publicacio, 2011.

La contribucié de la Irene Corrales en aquest treball ha estat inicialment i en
col laboracié amb I'equip médic, el seguiment clinic i seleccié dels pacients d'interés
per als estudis preliminars i l'estudi pilot. Es responsable directe de tot el treball
experimental realitzat al laboratori de biologia molecular per a l'adaptacié de les PCRs
convencionals a les noves plataformes de seqlienciaci6 massiva. D’altra banda, ha
dissenyat els primers i optimitzat les condicions de LR-PCR per a I'amplificacié
simultania d’'una amplia regi6 del gen del VWF. Ha posat a punt i valorat les diferents

alternatives en la normalitzacié i fragmentacio dels productes de PCR abans de la
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construccié de les llibreries per la seva aplicacié a la plataforma de seqlienciacio
d’lllumina. La construccio de llibreries i la seqlienciacio s’ha realitzat en un servei extern
i la doctoranda ha participat en I'analisi bioinformatic dels resultats obtinguts. A partir de
les conclusions d’'aquesta analisi, ha dissenyat i desenvolupat un estudi pilot per la
sequenciacié completa i simultania del gen del VWF de 50 pacients. El resultat d’aquest
treball (en realitzacié en el moment de la presentacié de la memoria) permetra establir
els fonaments de I'estudi molecular de la VWD d’un important nimero de mostres i a un
cost molt inferior al que es pot oferir en I'actualitat amb les técniques de seqlienciacié

tradicionals.
Barcelona, 2 de novembre de 2010

,f L}\f

Dr. Francisco Vidal Pérez
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DISCUSSIO

En el moment d'iniciar el present projecte, a mitjans de 2006, els protocols de
diagnostic molecular descrits pels principals laboratoris implicats en el diagnostic
molecular de la VWD i d'altres coagulopaties, descartaven I'is de la seqlienciacio
nucleotidica com a técnica de rutina per a la caracteritzacio del defecte genétic en
pacients afectes de VWD [Hashemi Soteh et al. 2007]. EI VWF s’ha considerat un gen
massa gran i complex per plantejar el seu analisi exhaustiu per seqtienciacié de forma
sistematica en un marge de temps raonable. Donada aquesta situacio, gran part dels
procediments de rutina per al diagnostic es basaven, i en molts casos encara és aixi,
en qualsevol de les nombroses técniques de cribatge de mutacions existents, o0 en la

seqienciacio de I'ex6 28, que és on es localitzen la majoria de mutacions de tipus 2. La

composicié de la base de dades internacional (http://www.shef.ac.uk/vwf) en el moment
d'iniciar el projecte és un clar reflex del que succeia amb el diagnostic molecular de la
VWD (Figura 16). En aquell moment la base contenia un total de 307 entrades, on les
mutacions de tipus 1 només representaven el 4,5% del total d’entrades quan, en
realitat, suposen el 70% dels casos. Per altra banda, les mutacions de tipus 2 (15-20%
dels casos) es trobaven sobrerepresentades amb un 58% d’entrades. A més, el fet que
més del 50% es localitzessin a I'exd 28 del gen, que representa només el 14% de la
regié codificant, mostra I'existéncia d’'una clara desviacié metodologica que fa que les
mutacions més estudiades siguin les més facils d'identificar. Aquesta desproporcio es

va equilibrar lleugerament quan, el 2007, tres publicacions provinents d'estudis
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multicéntrics del Regne Unit [Cumming et al. 2006], Europa [Goodeve et al. 2007] i

Canada [James et al. 2007] van contribuir amb 135 mutacions addicionals de tipus 1.

Figura 16: El contingut de la ISTH

VWF Database el 2006 era de 307

entrades amb una distribucié de 14

mutacions de tipus 1, 71 mutacions

de tipus 2A, 52 mutacions de tipus

2B, 18 mutacions de tipus 2M, 37 )
mutacions de tipus 2N, 85 mutacions y
de tipus 3 i 30 mutacions sense

classificar.

Pel que respecta a Espanya, segons el “Inventario de Laboratorios de Analisis Genético
Molecular en Espafia” de 2004 realitzat pel Ministerio de Sanidad y Consumo Instituto
de Salud Carlos Ill, en aquells moments només existien dos laboratoris que
desenvolupessin el diagnostic molecular de la VWD: Hospital La Fe (Valéncia) i
Hospital Materno-Infantil Teresa Herrera, Complexo Hospitalario Juan Canalejo (A
Corufa). En aquests laboratoris, la técnica utilitzada per a identificar les mutacions en
el VWF eren la sequienciacio directa de 'E28 a La Corufia [Penas et al. 2004] i I'Gs de
les técniques de cribatge SSCP i CSGE a Valéncia [Casana et al. 2006]. Només 14
mutacions provinents de laboratoris espanyols havien estat incloses a la base de dades
internacional. Es feia evident, aleshores, la necessitat d’aprofundir en I'estudi genétic
de la VWD per a una millor caracteritzacié de la poblacio6 a nivell nacional. El diagnostic
molecular de la malaltia, que resulta essencial per a una bona classificacio i per a
I'aplicaci6 d'un tractament adequat, era una mancanga assistencial al nostre pais. La
caracteritzacio del VWF en un gran nombre de pacients i familiars, a part de ser una
eina necessaria per establir la contribucié de cada variacié genética a la clinica de la
VWD, permetria realitzar estudis epidemiologics i estadistics de relacié entre el tipus de
mutacié i aspectes clinics de la malaltia, perd també oferia la possibilitat d’aprofundir en
I'estudi de mutacions concretes per obtenir informacié sobre alguns dels mecanismes

basics implicats a la VWD.
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1. Dificultats diagnostiques

1.1 Diagnastic clinic

Degut a la dificultat que suposa realitzar un bon diagndstic clinic de la VWD, resulta
essencial un seguiment exhaustiu de la clinica hemorragica i dels parametres de
laboratori dels pacients. L'avaluacié clinica de la VWD es basa principalment en
acumulacié d'un historial personal significatiu d’hemorragies mucocutanies. En
aquesta malaltia, els simptomes més habituals sén I'aparicio de blaus, epistaxis i
hemorragies perllongades després d'intervencions dentals, encara que els hematomes
musculars i 'hemartrosi es poden manifestar en pacients amb VWD de tipus 3, on els
nivells de FVIII també son gairebé nuls [Lillicrap 2008]. Degut a que molts dels
simptomes hemorragics de la VWD també succeeixen amb freqliéncia a la poblacié
normal, la MCMDM-1 VWD va elaborar un qliestionari per tal de valorar la clinica
hemorragica de manera objectiva que ha esdevingut una eina Util per a la identificacio
de pacients amb VWD de tipus 1 [Tosetto et al. 2006]. Pel fet que la Unica manifestacié
d’hemorragies significatives en dones amb VWD pugui ser la menorragia, és
particularment important la realitzacié d’'una avaluaci6 detallada de I'historial menstrual
de la pacient [Kouides 2008]. Aquests qliestionaris son utilitzats actualment a la Unitat
d’Hemofilia de I'Hospital de la Vall d’Hebron per a la valoracié clinica dels pacients amb

sospita de VWD de tipus 1 (veure Annexos 11 2).

Una altra dificultat en el diagnostic d’'aquests pacients és la necessitat de realitzar una
serie d'estudis de laboratori que encareixen i perllonguen el temps per a la classificacid
de la malaltia. Les proves que s'utilitzen inclouen tests d’screening inicials, tests
d’'analisi del VWF (VWF:Ag, VWF:RCo, FVIII:C) i tests per determinar el subtipus de la
malaltia (RIPA, VWF:FVIIIB, VWF:CB, VWFpp, perfil de multimers del VWF) [Goodeve
2010]. Tot i que els assajos de VWF:Ag tenen forga precisio i reproductibilitat, les
proves de VWF:RCo sén molt variables [Favaloro et al. 2001], el que pot portar a

classificacions incorrectes o a diagnostics erronis [Laffan et al. 2004]. La penetrancia
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incompleta i I'expressié variable deguda a factors ambientals o epigenétics afegeixen
més complexitat al diagnostic d’aquesta malaltia donat que els resultats obtinguts han
d’'analitzar-se tenint en compte el grup sanguini [Gill et al. 1987] i en diferents ocasions
per tal d’evitar la variabilitat temporal [Abildgaard et al. 1980], el que comporta un

important volum de feina i de temps dedicat [Pruthi 2006].

Degut a aquestes dificultats, es feia necessari el disseny d’'una técnica rapida i fiable
per desenvolupar I'estudi genétic de la VWD, identificar la preséncia de mutacions al

VWEF i oferir un servei de diagnostic molecular a aquests pacients.

1.2 Diagnostic molecular

El nostre objectiu ha estat el de desenvolupar una eina de diagnostic molecular simple i
eficag que pugui integrar-se a la rutina del laboratori donat que, aquest tipus d’analisi,
ofereix una valuosa informacié per a confirmar o descartar un diagnostic clinic. Aquesta
analisi resulta essencial en els casos en que el diagndstic pot implicar un canvi en el
tractament del pacient [Budde 2008] com serien: la diferenciacio entre una HA
moderada i una VWD de tipus 2N, important per a realitzar un consell genétic i un
tractament adequat.; la necessitat de distingir entre els tipus 2A i 2B degut a la
contraindicacié de tractar amb DDAVP a pacients amb VWD de tipus 2B (veure punt
2.4.2 de la introduccid); i la identificacié de les mutacions a les families amb VWD de
tipus 3, donat que els portadors en heterozigosi de les mutacions poden presentar
nivells normals de factor i ser asimptomatics [Pruthi 2006]. En aquestes families, la
identificacié de les mutacions és essencial a I'hora de realitzar estudis prenatals i oferir

un consell genétic (veure apartat 2.1 de la discussio).

Algunes de les dificultats que se’ns plantejaven a I'hora de dissenyar un protocol per a
la caracteritzacid molecular del VWF, son degudes a la seva complexitat. En primer
lloc, donat que es troba situat en un cromosoma autosomic, I'estudi amb amplificacié

especifica per PCR i seqienciacié directa requereix d’'una analisi bioinformatica molt
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exhaustiva i sensible per tal d'identificar les mutacions en heterozigosi. En segon lloc,
I'existéncia d’'un pseudogén parcial al cromosoma 22 d’aproximadament 30 kb amb una
homologia superior al 96% als exons 23-34 del VWF [Mancuso et al. 1991] suposa un
problema addicional a I'nora de dissenyar primers que reconeguin la seqliéncia del gen
de forma especifica. Actualment s’han descrit diferents protocols per a I'amplificacio
selectiva del gen on és especialment important I'estudi acurat de les seqtiencies per tal
de dissenyar els primers en els seus punts de divergéncia [Mancuso et al. 1989;
Mancuso et al. 1991] i la temperatura d'annealing de la PCR [Kasatkar et al. 2010]. En
tercer lloc, la seva grandaria (52 exons al llarg de 178 kb) dificulta I'analisi completa del
gen degut al nombre de reaccions necessaries per cobrir 'amplificaci6 de tot el gen.
Aquest fet fa que els costos de sequienciacié completa siguin elevats si no s'utilitza un
protocol molt optimitzat, i que molts laboratoris hagin optat per seqlienciar
diferencialment uns exons respecte els altres depenent de quina sigui la clinica del
pacient. Per Ultim, el seu caracter altament polimorfic requereix d'una analisi molt
acurada per a la identificacié dels 102 SNPs descrits en regi6 codificant. Cal
I'elaboracié de plantilles on es contemplin tant els SNPs coneguts com les diferéncies
puntuals existents al pseudogén per tal de facilitar I'analisi (un total de 168 variacions a
tenir en compte només en la regi6 codificant) i evitar I'elaboraci6 de diagndstics erronis.
A més, no es pot descartar I'existéncia de mutacions en regions introniques profundes
0 en altres gens que pugin influir en els nivells de VWF donat que els mecanismes
d’expressid i processament d’'aquest gen sén molt complexos, el que explicaria el fet
que, en una mateixa familia, la simptomatologia pugui variar de forma substancial
[Miller et al. 1979].

2. Tecniques aplicades al diagnostic molecular de la VWD.

A T'hora de plantejar-nos quina era la millor estrategia per abordar I'estudi del VWF,
vam avaluar les aproximacions utilitzades actualment en el diagndstic molecular de la

VWD. Com destacavem al punt 4.2 de la introduccio, les técniques de diagnostic
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molecular aplicades a la VWD sén diverses: tecniques indirectes [Goodeve et al. 2007]
o de lligament genétic, técniques d’screening de mutacions [Schneppenheim et al.

2007] i seqlienciacio génica directa [Gupta et al. 2008].

Prenent com a exemple els centres amb més mutacions descrites a la base de dades
internacional, les estratégies de seqtienciacio utilitzades per al diagnostic de la VWD
son diverses. Per una banda, a I'estudi europeu, van participar 14 centres de 9 paisos
diferents. Només tres centres van desenvolupar I'analisi per seqlienciacio directa. La
resta van fer servir diferents metodes indirectes per a la identificacié de mutacions com
ara CSGE, SSCP, DHPLC que requereixen una posterior seqienciacié de la regid
d’interés [Goodeve et al. 2007]. A I'estudi canadenc participaven 13 centres i el seu
métode de seqlienciacié es basava en I'amplificacio i sequenciacié inicial de I'ex6 1 i
els exons del 18 al 52 i, en els casos en que no es va trobar mutacio, seqlienciar del 2
al 17 [James et al. 2007]. Respecte a les entrades descrites per la xarxa francesa de
diagndstic, gran part no estan publicades i la resta pertanyen a un estudi de 1997
restringit a mutacions de tipus 2 on l'analisi es realitzava Unicament a les regions
d’interés [Meyer et al. 1997]. El quart grup amb més entrades a la base de dades és
italia i la seva estratégia per identificar les mutacions és fer un screening inicial de les
mutacions més freqlients per analisi amb enzims de restriccié. En els pacients que no
s'identifica cap mutacio, es duu a terme una analisi per SSCP de tots els exons del
VWF seguida de la sequenciacié directa d’aquells exons que tinguin una mobilitat
alterada [Baronciani et al. 2000]. En definitiva, malgrat els centres van utilitzar diferents
estratégies, en la majoria dels casos va ser necessaria la seqienciacié final del VWF

per tal de validar els resultats.

2.1 Diagnostic prenatal

En les Ultimes décades el diagndstic prenatal s’ha aplicat a parelles amb un risc elevat
de transmetre una malaltia genética a la seva descendéncia i és una de les aplicacions

més encoratjadores del diagnostic genétic de la VWD. Aquest tipus de diagnostic
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resulta imprescindible dins el suport assistencial que ofereix la nostra unitat i s’aplica de
forma rutinaria en el consell genetic d’altres coagulopaties congénites. Un dels metodes
utilitzats per al diagnostic molecular prenatal és la bidpsia de corion, en la qual s'obté
una mostra de vellositats corioniques d'origen fetal [Brambati and Tului 2005]. Un
segon métode és I'amniocentesi o obtencié de liquid amniotic. Per a la VWD, aquest
tipus de diagnostic és habitual en families que ja tenen un fill amb VWD de tipus 3, ja
que sovint els pares no presenten cap clinica i no coneixen la seva condicié de
portadors fins que neix el primer fill afectat. En aquests casos, es tracta de caracteritzar
els dos allels afectats i confirmar I'estat de portadors dels pares. Aleshores, a partir
d’una mostra de liquid amniotic, s’extreu el DNA del fetus i es procedeix a seqienciar
les regions afectades als seus pares per veure si és portador o no de les mutacions
presents als seus progenitors. En el cas que les mutacions no hagin estat identificades
en els pares o com a complement del diagndstic, és comu I'is d’analisis de lligament

per identificar els al 1els portadors [Keeney et al. 2008].

3. Avantatges de la sequienciacié completa i directa.

Degut a la grandaria del VWF, molts centres de diagnostic han optat per estudiar
diferencialment una regi6 o una altra depenent de quin sigui el diagnostic clinic inicial
del pacient. Actualment trobem guies per al diagnostic molecular de la VWD [Keeney et
al. 2008] que recomanen la seqilenciacié de I'E28 en els casos de tipus 2A, 2B i 2M, tot
i que hi ha mutacions de tipus 2A localitzades a altres regions del gen, i la seqlienciacio
dels exons 18 al 20 en el cas de tipus 2N quan, en tractar-se d’'un tipus recessiu,
s'espera que la mutacio6, si no esta en homozigosi, es trobi acompanyada d’una altra
mutacio en qualsevol regi6 de I'altre al lel [Mazurier et al. 2001]. Fins i tot per a la VWD
de tipus 1 i 3, on el defecte molecular pot trobar-se a qualsevol regié del gen, es
proposa la opcié d'iniciar I'estudi seqlienciant els exons del 35 al 52 que és on s’han
trobat la major part de mutacions d’aquests tipus (segons la ISTH VWF Database) pero,

en tots els casos, es recomana la sequenciacié completa de totes les regions
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essencials del VWF [Keeney et al. 2008]. L'analisi de tot el VWF és fonamental a I'hora
de fer una bona caracteritzacié entre genotip i fenotip ja que permet demostrar la
contribucié de cada mutacio a la clinica del pacient. Amb aquest objectiu, s’han utilitzat
un gran nombre de tecniques de diagnostic indirecte per abordar I'analisi de les
mutacions en el VWF [Kakela et al. 2006; Hashemi Soteh et al. 2007; Ahmad et al.
2009; Ota et al. 2009]. Tant el diagndstic indirecte com la seqlienciacio directa [James
et al. 2007] han demostrat ser técniques eficaces per a la deteccié de mutacions en la
VWD. D’altra banda, tant les técniques d’screening de mutacions com les de diagnostic
indirecte tenen en comu, com a pas final, la lectura de la seqléncia de nucledtids i
requereixen d’un esforg de manipulacié considerable i personal molt qualificat. A més,
degut a que el VWF és molt polimorfic, les analisis indirectes esdevenen especialment
feixugues pel fet que I'alt nombre de variacions identificades a diferents parts del gen fa

que s’hagin d’acabar seqtienciant un gran nombre de fragments.

Amb l'objectiu d'estudiar en profunditat el VWF, d'identificar totes les variacions
presents en pacients amb VWD i fer-ho amb un métode rapid i efectiu, vam considerar
que la seqienciacié completa i directa del VWF era I'eina més adient per a la detecci6
de les variacions de seqtiéncia, les mutacions i els SNPs. L'objectiu del nostre treball
en els ultims anys ha consistit a dissenyar i desenvolupar un procés rapid i senzill que
ens permeti identificar les mutacions al VWF en pacients amb VWD per seqlienciaci6

completa del gen.

4. Avantatges del protocol dissenyat. Una bona técnica per

a un bon diagnostic.

La idea inicial de plantejar la cerca del defecte genétic a la VWD per seqlienciacio
directa del VWF sorgeix de I'experiéncia prévia del laboratori en el diagnostic molecular

d'altres coagulopaties com ara les hemofilies A [Vidal et al. 2001] i B [Vidal et al. 2000]
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o els déficits de FXI, FXIII, .... Les dificultats en el cas del VWF eren importants donada
la seva mida i complexitat i la VWD requeria d’'una metodologia de diagnostic directe
prou simplificada i robusta com per ser implementada en un laboratori com a métode de
rutina. La optimitzacié del protocol de diagnostic per al VWF [Corrales et al. 2009], li ha

conferit una série de caracteristiques a remarcar en qualsevol técnica d'analisi:

= Senzillesa: s’ha optimitzat el procediment utilitzant plaques microtiter congelades a
-20°C amb els primers llestos per ser utilitzats per a amplificar els 52 exons i les
regions introniques flanquejants de dos pacients de forma simultania. Aixo ha estat
possible gracies a que alguns exons son amplificats de forma conjunta gracies a la
seva proximitat (E4-5, E23-24, E29-30, E39-40 i E46-47) i a I'amplificacié per

multiplex dels exons 18 i 19.

= Sensibilitat: amb 100 ng de DNA en un volum final de 25 pl per reaccio es realitzen
un total de 47 PCRs per pacient que s'amplifiquen de forma simultania sota les
mateixes condicions de termociclat i concentracié de MgClz i donen lloc a una gran
quantitat de producte amb una alta especificitat. Amb només 2,5 ul del producte de

PCR es seqiencien i s'analitzen les mostres per electroforesi capil {ar.

= Fiabilitat: I'analisi de les sequéncies es realitza mitjangant I'is d'un programa
informatic on s’ha dissenyat una plantilla especifica amb la seqliéncia anotada del
VWF i on s’han identificat tant els 102 cSNPs descrits (base de dades d'SNPs
Build 132) com les diferéncies puntuals amb el pseudogen. Aixd permet analitzar
un total de 10.889 nucleotids per pacient i identificar el defecte molecular de forma
automatica minimitzant les probabilitats d’error. A més, la recomprovacié de les
mutacions repetint el procediment d’amplificacio i la seqiienciacié amb els dos

primers (forward i reverse) permet evitar errors i discriminar possibles artefactes.

= Rapidesa: utilitzant un seqilenciador de 4 capil lars, el temps total emprat en la

técnica, des de l'arribada de la mostra de sang fins a la identificacié de la mutacio,

143



DISCUSSIO

és de 24 hores per pacient amb només 6 hores de manipulacio per part del
personal (Figura 17). Com el temps total d’electroforesi capillar amb el nostre
seqlienciador és de 14 hores, I'is d'un seqiienciador de 8 capil lars pot reduir

aquest temps a la meitat.

Reaccions de Seqiienciacio
seqiienciacid f . automatica
en placa

rs

¢ | Segiiéncia
% nucleotidica
-
4 Analisi Bioinformatic >

i " |
Amplificacio 255
(dos pacients /’ DNA del pacient
per placa) & / ,.,-:i

Figura 17: Esquema del procediment d’amplificacié completa del VWF. Es vol destacar que el procés, des de
l'arribada de la sang del pacient al laboratori fins a la identificacid de la mutacio, pot realitzar-se en 24 hores.

Aquestes caracteristiques es tradueixen en I'abaratiment dels costos diagndstics que
afecten, tant al material fungible necessari, com al personal encarregat de dur-lo a

terme i fa, d'aquest, un procediment efectiu també des del punt de vista economic.

L'aplicacié d'innovacions tecnologiques de seqiienciacio i genotipat desenvolupats al
nostre laboratori per a la caracteritzacié molecular del VWF permet un diagnostic més
precis de la VWD basat en la identificacio de les mutacions responsables d'aquesta
coagulopatia i progressar en la seva definicio etiologica i epidemiologica des del punt
de vista molecular. Aixd suposa un important progrés assistencial contribuint a la
definicio exacta de les mutacions subjacents i, per tant, aprofundir en la seva patogenia

i en la generacié de millors i noves aproximacions diagnostiques.
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5. La millor validacid, els resultats. Estudi de 64 families.

L'aplicacié de la tecnica desenvolupada s’ha utilitzat per a realitzar I'analisi molecular a
64 families, identificant-se les mutacions responsables en 40 pacients afectes de VWD i
a 53 familiars. La major part de les mostres provenen de la unitat d’'Hemofilia de
I'Hospital de la Vall d’'Hebron, perd també n’hi ha d'altres hospitals i centres de
diagnostic. Per a cada propositus, es realitza la seqiienciacié completa de tots els
exons i regions introniques flanquejants, i cada possible mutacié es recomprova
repetint la PCR de la regié afectada i seqlienciant amb els dos primers per evitar
possibles artefactes de sequiéncia. En el cas dels familiars relacionats, s'amplifica la
regio d'interés per comprovar la preséncia de la transmissio de la mutacié. A més, es
realitzen estudis de lligament per STRs [Vidal et al. 2005] a tots els pacients i familiars,
el que ens permet establir els marcadors per a cada al-lel i crear arbres familiars, aixi
com discriminar aquelles families en que la simptomatologia no es troba lligada al VWF.
Les STRs ens ajuden a relacionar I'al‘lel portador de la mutacié amb la clinica
hemorragica dels diferents membres de la familia, a estudiar la seva heréncia al llarg
de les diferents generacions i, quan s'apliquen a un gran nombre de pacients, a
determinar I'efecte fundador d’algunes mutacions observades repetidament en al lels

amb els mateixos marcadors.

A part de les mutacions potencialment causants de VWD, tot just comenca a explorar-
se I'efecte de les variants en la seqliencia que poden modular el fenotip [Goodeve et al.
2007; Eikenboom et al. 2009]. En aquesta linia, donat que es realitza la seqlienciaci6
completa del VWF, disposem, per a cada pacient i diferents familiars, de les dades
genotipiques dels 102 cSNPs descrits al VWF (SNP database Build 132). Aquestes
dades ens permetran investigar en el futur la possible participacié d'aquests

polimorfismes en la modulacié de la gravetat i les manifestacions cliniques de la VWD.
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Amb el protocol per a la seqlenciaci6 completa del VWF hem estat capagos
d'identificar la mutacio a tots els pacients amb VWD de tipus 2 i 3, on es van trobar un
nombre de mutacions candidates que podien explicar el seu fenotip. En el cas dels
pacients de tipus 1, en canvi, d'un total de 34 pacients estudiats, en 25 no es va poder
identificar la mutacio responsable. Davant aquesta situacié es va decidir realitzar un
seguiment clinic exhaustiu d’aquests pacients i en 10 casos, degut a que els pacients
no complien els requisits de nivells de factor, clinica o herencia establerts [Sadler and
Rodeghiero 2005], es va descartar el diagnostic de VWD. El fet que la seqlienciacio
directa del DNA sigui el millor mecanisme per al diagndstic molecular [Keeney et al.
2008], ja que representa una evidéncia de I'existéncia o abséncia de mutacions, pot
portar als centres a solficitar estudis genétics en pacients que no estan ben
caracteritzats 0 s6n poc clars. Aquests casos posen de manifest la importancia d’un
diagnostic clinic acurat que inclogui una valoracio6 objectiva de la clinica hemorragica, a
través del questionari, i un estudi espaiat dels parametres de laboratori. En els 15
casos restants, la dificultat en la identificacié del defecte molecular podria atribuir-se al
fet que el nostre protocol de sequenciacié no és capag d'identificar algunes mutacions
que s’han descrit com a responsables per a déficits quantitatius de VWF com ara grans
delecions [Schneppenheim et al. 2007], mutacions a la regié promotora [James et al.
2007] i mutacions en regions introniques profundes. A més, mutacions en altres regions
genomiques no es veuen contemplades en aquest protocol. D’altra banda, cal remarcar
que s’ha descrit que més del 50% dels casos diagnosticats com a VWD de tipus 1 no
presenten una mutacié identificable a les regions essencials del VWF i el fenotip no
sempre es troba lligat al gen [Castaman et al. 1999; Eikenboom et al. 2006; James et
al. 2007]. Aquest fet ja es contempla en l'actualitzacio de criteris per a la classificacié
de la VWD de tipus 1 del 2006 [Sadler et al. 2006], que inclou el fet que la VWD no es
troba restringida a mutacions en el VWF, el que explica que en molts pacients no s’hagi
identificat la mutacié responsable, i que el fenotip de la VWD pugui tenir altres causes
genetiques. D’altra banda, per tal de poder assegurar que la VWD no es troba
relacionada amb el VWF cal suplir les mancances del protocol dissenyat desenvolupant

estudis per detectar grans delecions o duplicacions com ara la Multiplex Ligation-
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dependent Probe Amplification (MLPA), ampliant la seqlenciacio a la regio del
promotor, o estudiant regions introniques com comentarem, més endavant, en el capitol

dedicat a les tecnologies de NGS.

6. Mutacions identificades.

Hi ha molts tipus diferents de mutacions responsables de la VWD. La majoria d’elles
son comuns a d'altres tipus de malalties hereditaries, perd n’hi ha que resulten de les
caracteristiques particulars del VWF. La revisid dels resultats obtinguts mostra que
s’han detectat un total de 41 mutacions diferents (58 en total), 19 de les quals no
s’havien descrit préviament a la literatura. Hem identificat un total d'11 mutacions de
tipus 1, 15 de tipus 2A, 2 de tipus 2M, 3 de tipus 2N , 26 de tipus 3 i una de tipus 2
sense classificar. Respecte al tipus de mutacid, es van identificar un total de 44
substitucions incloent-hi 5 mutacions sense sentit i 6 mutacions que formen part d’'una
conversié genica, 2 insercions, 11 PSSM i la primera indel descrita al VWF. De les 19
noves mutacions identificades, es pot destacar la preséncia d’'un canvi sense sentit,
dues insercions i una indel, aixi com 7 substitucions que es consideren PSSM per que,
0 bé sbn sinonimes o es troben localitzades en regié intrdnica. Aquests resultats
demostren la validesa d’aquest protocol com a métode per al diagnostic molecular de la
VWD. L'alt grau d'optimitzacié de la técnica permet la seva aplicacié a la rutina de
qualsevol laboratori de diagnostic molecular i permet oferir una identificacio rapida i

eficag de les mutacions localitzades al VWF.

La importancia de desenvolupar la seqtienciacié completa del gen queda demostrada
en observar el patrd de distribucié de les mutacions identificades on es fa palés que les
de tipus 1 3 es troben repartides al llarg de tot el VWF (veure pagina 84). A més, per a
la VWD de tipus 2, existeix la possibilitat de trobar altres mutacions que poden influir en
la clinica del pacient. Un clar exemple de la importancia de la seqlienciacié completa

del VWF en els tipus 2 és el cas de la familia 32, diagnosticada de VWD de tipus 2M,
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on diferents membres presentaven caracteristiques fenotipiques diferents. El cas index
tenia una clinica hemorragica més greu que els altres membres, pero tots ells
presentaven una mutacio nova a l'ex6 28: 4225G>T, V1409F. No va ser fins a
I'aplicacio de la tecnica de seqlienciacid completa del gen que vam veure que el
propdsitus, amb la clinica més greu, presentava una mutacié a l'altre al lel que podia
explicar la seva gravetat. Es tracta de la substitucié a I'exé 36: 6187C>T, P2063S, que
ja haviem identificat en 2 pacients amb VWD de tipus 1 no relacionats. L'efecte
d’aquesta mutacié és controvertit donat que a la base de dades internacional es troba
descrita com a mutacié [James et al. 2007] i com a polimorfisme [Goodeve et al. 2007].
D’altra banda, aquesta substitucié no es troba a I'actual versié de la base de dades
d’SNPs (Build 132). En el nostre cas, només després de la seqtlienciacié completa del
VWF i de comprovar que aquesta és la Unica variacid existent respecte la resta de
familiars, pot atribuir-se-li un potencial efecte deleteri que sigui el responsable de la

clinica diferencial en aquests pacients.

Totes les mutacions de tipus 1 i 2 identificades sén substitucions localitzades en exons
0 en regi6 intronica, mentre que les mutacions de tipus 3, en canvi, presenten un ampli
espectre de tipus diferents. A part de les substitucions, s’han identificat mutacions
sense sentit, insercions, conversions géniques i la primera indel descrita al VWF.
L'efecte deleteri d’aquestes mutacions és obvi en la majoria dels casos donat que creen
codons de parada prematurs produits per un canvi en la pauta de lectura i un

truncament de la proteina.

El cas de la indel és especialment remarcable pel fet que és la primera que s'identifica
al VWF (c.375-376delGTinsC) [Corrales et al. 2009]. Les indels representen un
mecanisme relativament poc comd; només s’han descrit 1.511 mutacions d’aquest tipus
en un total de 102.433 mutacions identificades a la Human Gene Mutation Database,
representant '1,47% del total de mutacions. Els mecanismes de les indels inclouen el
desplagament i desaparellament de les cadenes deguts a repeticions directes de la

seqiéncia i a la incorporacié de bases promoguda per la formaci6 d'estructures
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secundaries que es veuen facilitades per la presencia de seqiiencies palindomiques,
quasi-palindromiques i elements simétrics [Chuzhanova et al. 2003]. En el nostre
pacient, perd, després danalitzar exhaustivament les seqliéncies properes a la
localitzacié de la indel, no es va identificar cap element que ens pogués donar una
explicacié sobre el mecanisme molecular implicat a la mutaci6 descrita. Sis mesos més
tard de la publicaci6 d’aquesta mutacié es va descriure una nova indel a I'exé 8 del
VWF (c.992_993delGCinsAA) identificada en heterozigosi en dues families
aparentment no relacionades perd amb un haplotip comu [Sutherland et al. 2009]. Fins

al moment, aquestes son les dues Uniques indels descrites al VWF.

La conversid génica és un mecanisme forga peculiar que succeeix entre el VWF i el
VWFP i que ja s’havia descrit préviament com un esdeveniment facilitat per la seva
gran homologia i la preséncia de seqiiéncies de tipus chi a l'intrd 27 i I'ex6 28 del VWF
[Gupta et al. 2005]. En practicament tots els casos de conversid génica entre loci
causants de malaltia, el gen acceptor i el donant es troben al mateix cromosoma. El
VWEF és I'linic cas en que els gens implicats es troben en cromosomes diferents [Chen
et al. 2007]. Hem descrit, en una familia d’origen pakistanés, la preséncia d’una
conversié génica en homozigosi que implica un total de sis substitucions consecutives a
l'exd 28 (c.4105T>A, c.4079T>C, c.4027A>G, ¢.3951C>T, ¢.3931C>T, ¢.3835G>A).
Sorprenentment, aquesta mateixa mutacio ja s’havia descrit préviament en tres families
independents [Gupta et al. 2008]. Tot i que aquest procés de mutagénesi és
relativament poc comu, la prévia identificacio d'aquesta mutaci6 en families
aparentment no relacionades (no s’ha estudiat I'origen comu d’aquestes families donat
que a larticle de Gupta et al. no mostren dades dels SNPs o marcadors d'STRs),
reforca la idea que la conversié génica, en el VWF, és un mecanisme relativament
freqlient degut a que el gen es troba situat a I'extrem teloméric del cromosoma 12, i es

coneix que aquestes regions son punts freqlients de recombinacié [Chen et al. 2007].

La mutaci6 ¢.3931C>T (p.Q1311X), també identificada al pacient amb la conversid

génica, s’ha identificat ailladament, en homozigosi, en 3 pacients de tipus 3 d'origen
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romani que no estaven relacionats. Donat que la variacié coincideix amb un canvi
puntual respecte el VWFP, no pot descartar-se que la mutacié sigui causada per una
conversi6 genica, ja que la presencia d’'aquesta mutacio també es podria deure a una
recombinacié entre ambdues seqiiéncies [Gupta et al. 2008]. Es destacable el fet que
tots els progenitors d’aquests pacients, que presenten la mutacio en heterozigosi, no
mostrin cap mena d'afectacié als nivells de laboratori ni cap simptoma de clinica
hemorragica malgrat que es tracta d’'una mutacié sense sentit. Al realitzar I'analisi de
les STRs en els 4 pacients portadors d'aquesta mutacié (3 d’origen romani i 1 d’origen
paquistanés), es va observar que tots ells compartien els mateixos marcadors
cromosomics, el que fa pensar en un origen comu. Aquesta mutacid havia estat
previament identificada en altres pacients espanyols d’origen romani i es va postular la
hipotesi d’un origen comu previ a la dispersié d'aquest poble, provinent del nord-oest de
Iindia, que va crear un efecte fundador. El registre més antic d’aquesta dispersi¢ data
de l'any 1025 i, posteriorment, a mitjans del segle XV, el poble romani es va assentar a

Europa des de Dinamarca a Espanya [Casana et al. 2000].

La majoria de les 58 mutacions identificades es van trobar en només una familia. Tot i
aixo, com en el cas de la mutacid p.Q1311X, algunes d’elles van ser descrites en
diferents pacients. En total, s’han trobat 3 mutacions que apareixen en 4 families
(p.Q1311X, p.R1374C i p.11628T), 3 mutacions en 3 families (p.R1597W, p.P2063S i
¢.7730-1G>C) i 2 mutacions en 2 families (p.R816W, ¢.7082-2A>G). La demostracio de
la preséncia d’'un haplotip compartit en aquests individus pot aportar indicis que,
aquesta coincidéncia, resulti de I'heréncia d'un ancestre comu [Goodeve 2010]. Per
aquest motiu, la identificacio de les STRs, al nostre laboratori, es desenvolupa de forma
rutinaria a tots els pacients i familiars [Vidal et al. 2005]. Aquesta tecnica ens permet
relacionar I'allel portador de la mutaci6 amb la clinica hemorragica dels diferents
membres de la familia, i estudiar la seva herencia al llarg de les diferents generacions i,
quan s'apliquen a un gran nombre de pacients, a determinar I'efecte fundador en

algunes mutacions observades repetidament.
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Taula 2: Resum de les mutacions del VWF trobades en diferents pacients no relacionats i la seva associacid a

marcadors d’STRs.
" . . F:Ag] f
Regi6 Canvi de - Tipus [VW' Genotip de .
gen nuclestid Canvid’AA IC VWD mlréf] ABO les STRs Comentaris
42 2N 116,106,6 A 212313 Mutaci6 en homozigosi al pacient 42.
E19 €.2664C>T p.R816W Mutacié pot ser associada a un haplotip especific
21-6-12-17(g) ~ si es contempla inestabilitat de les STRs.
62 2N 93,104,4  AB 92.7-15-14
41 3 0,1,2 AB 19-11-14-16 Pacient 41 presenta una conversi¢ génica amb 5
19-11-14-16 . >
mutacions addicionals.
69 3 791 0 19-11-14-16  Quatre pacients no relacionats amb els mateixos
£28 63931C>T Q131X e 19-11-14-16  marcadors cromosomics denota un origen comu.
: P 19-11-14-16 Mutacié p.Q1311X es troba de forma recurrent en
233 3 6,7,4 - 49.11-14-16  bacients romanis i es podria haver originat abans
19111216 de la dispersio d'aquest poble des del nord-oest
R -11-14- de I'India.
241 3 6,10, 13 19-11-14-16
21-7-15-14
79 2A 28,7,24 A 19-6-1247
21-7-15-13 (g)
E28  c41200>T  pRISTAC 2 3,11, 44 0 19-11-13-17  Mutaci6 no associada a un haplotip especific.
19-7-15-17(g)
163 2A 31,11,43 © 93714416
A _ 21-7-13-18(g)
261 2A 23,-,20 19-6-12-15
21-7-13-15 (g)
49 2A 42,8,33 © 9171346
E28 c4789C>T  p.R1597TW 59 2A 15, 10, 30 0 f;;:i}g Mutacié no associada a un haplotip especific.
_ 21-11-16-16 (g)
68 2A 27,9,15 91-7-15-14
2 o ase A (STI
Mutacid associada a un haplotip especific al
16-7-15-14 pacients 12, 15 i 58 si es considera la possibilitat
B 4G pliszET 15 2 46949 A 2071447 duna inestabiltat de les STRs en aquest ulfim
' ' 17.745.14  Pacient
58 2A 28,8,26 A 19-7-14-16
9% 2A 271323 . 19-7-14-16 (9)  Mutacio del pacient 96 tindria un origen diferent.
T 21-11-17-14
6 oM 9,312 A 3111516
21-7-14-16 Mutacié trobada en heterozigosi composta amb la
E36  c6187C>T  pP2063S* o4 1 21,20 23 A 19-11-14-15(g) mutacié p.V1409F en el pacient 64.
’ ' i 21-7-14-15
24-12-15-15 (g) Mutacié no associada a un haplotip especific.
181 1 54, 54, 50 0 23.6-12-15
25 3 391 o 22111447 Pacient 25 presenta la mutacio p.5182S en el
IVS41  ¢.7082-245G . - 19-7-14-15  mateix cromosoma.
20-11-14-16 . ) . "
52 3 5,83 A 971416 Mutacié no associada a un haplotip especific.
21-7-14-16
2 3 7,10,7 A
21-7-14-16 Provable associacié amb un haplotip especific,
g A 21-7-14-16 (g) pero el genotip no sha pogut establir en 2
V845 ¢.7730-1G>C 197 1 40,30, 30 0 19-7-14-14 pacients. Tots els pacients també presenten, en
cis, I'SNP/mutaci6 ¢.5170+10C>T.
271 3 6.6.6 . 21-7-14-16 (9)
v 19-11-14-17

Genotip de les STRs. En negreta s'indica el cromosoma associat a la mutacio. AA: aminoacid; IC: Cas index; ABO: Grup
sanguini; (g): haplotip no establert. *També descrites com a polimorfismes a la ISTH database.
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A la Taula 2 es presenta un quadre detallat de les mutacions i la seva associacié en
haplotips identificats per STRs, aixi com la possibilitat d’'un origen comu per efecte
fundador. En un futur, I'estudi dels polimorfismes lligats a aquests marcadors, suposara
una informacié addicional molt valuosa per correlacionar haplotips de forma més

robusta.

Totes les mutacions identificades s’han enviat al registre internacional de mutacions de
la VWD (ISTH-SSC VWFdb). D’aquesta manera hem esdevingut el 5& laboratori amb
més aportacions a la VWFdb, el que resulta molt representatiu si tenim en compte que
els 3 grups amb més registres corresponen a estudis multicentrics d’Europa [Goodeve
et al. 2007], Canada [James et al. 2007] i Franga [Meyer et al. 1997].

7. Més enlla de la identificacio de la mutacio, desxifrant els

seus efectes.

En el moment que s'identifica una variacié en la seqléncia del gen candidat per a una
malaltia, és important establir si aquest canvi és neutre o pot ser el responsable dels
desordres que presenta el pacient. L'estudi detallat de determinades mutacions permet
aprofundir en el coneixement dels mecanismes implicats en el desenvolupament de la
malaltia i oferir resultats d'interés per a la millor comprensio de la base genética de la
VWD. De les 41 mutacions diferents identificades, 19 no s’havien descrit préviament.
En aquests casos, en que no existeixen antecedents que corroborin I'efecte d’aquestes
mutacions, a no ser que es tracti de mutacions amb un clar efecte deleteri (mutacions
sense sentit 0 que afectin a la pauta de lectura), cal desenvolupar més estudis que ens

permetin valorar la seva implicacié en el fenotip dels pacients.
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7.1 Estudis in silico

L'analisi en profunditat de totes les modificacions nucleotidiques identificades és un
volum de feina considerable que no tots els laboratoris de diagnostic molecular poden
assumir. Es per aixd que I'is d'algoritmes que permetin una prediccio fiable sobre
I'impacte de les variacions nucleotidiques al processament de la proteina esdevé una
eina molt practica. Molts estudis sobre mutacions en el VWF han utilitzat els programes
in silico per predir I'efecte de les variacions identificades, tant les localitzades en regi6
codificant com les PSSM. Alguns d’ells no desenvolupen altres tipus d’analisi i es basen
Unicament en els resultats de la prediccid per a definir el possible efecte de les
mutacions [Sutherland et al. 2009] perd, a la majoria d’estudis, les analisis in silico
s'utilitzen com a complement d’altres estudis in vitro o in vivo [James et al. 2007,
Eikenboom et al. 2009; Berber et al. 2009]. Aquest fet demostra que la validacié dels
efectes de les mutacions basant-se, Unicament, en aquest tipus de prediccions, no s’ha
establert per a donar un diagndstic definitiu. Les eines bicinformatiques ens poden
ajudar a predir I'efecte de la mutacio i les seves conseqliencies pero, per tal de poder
confirmar la relacié entre mutacié i malaltia, cal anar més enlla i realitzar estudis
especifics in vivo i/o in vitro per tal d’esclarir I'efecte real de la variacié identificada. Tot i
aixod, donades les millores que experimenten aquests programes d’'una versié a una
altra, no hi ha dubte que els estudis in silico seguiran avangant fins a fer-se lloc dins les

técniques de diagnostic.

7.2 Estudis in vivo de les PSSM

Els estudis desenvolupats per conéixer I'efecte real d’aquestes mutacions es realitzen
en RNA de plaguetes perqué, junt amb les cél{ules endotelials, és el tipus cellular on
majoritariament s’expressa el VWF [Jaffe et al. 1974; Sporn et al. 1985]. D'altra banda,
als leucdcits, s’ha demostrat I'existéncia de transcrits d'mRNA de gens no expressats
en aquestes céldules [David et al. 2003]. L'analisi d’aquests transcrits anomenats
“ectopics”, s’ha utilitzat en la caracteritzaci6 de mutacions en diferents desordres

hereditaris [McVey et al. 1998; David et al. 2003] ja que facilita I'estudi de transcrits
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amb un patr6é d'expressio restringit a un o pocs teixits [Roberts et al. 1993]. A més,
I'analisi de plaquetes es veu limitat per un rendiment especialment reduit de 'mRNA, el
que requereix una separacio celfular extremadament acurada [Fink et al. 2003] i
contrasta amb el fet que, en el cas dels leucocits, I'extraccié6 d’'RNA es pot realitzar a
partir d’'un petit volum de sang, la quantitat ' mRNA obtingut és més alt, i existeixen kits
d’extraccio disponibles al mercat. Aquestes caracteristiques fan que I'mRNA de
leucocits pugui ser un recurs molt Util per a I'estudi de mutacions en el VWF, pero,
degut al desconeixement del procés d’'splicing del gen en aquestes célules, s’ha

utilitzat de manera molt limitada en aquest tipus d’estudis [Plate et al. 2010].

Amb la técnica desenvolupada per a la seqtienciacié completa del VWF [Corrales et al.
2009] hem pogut identificar un total de 8 PSSM diferents, incloent-hi dues mutacions
sindnimes, 6 de les quals no s’havien descrit previament. Per tal de revelar quins sén
els efectes reals d’aquestes mutacions sobre I'splicing del VWF, hem desenvolupat un
protocol per a la seqtienciacié completa de 'mRNA del VWF en leucdcits i plaquetes.
Fins al moment, es desconeixia com era el processament del VIWF en leucocits, donat
que tots els estudis d'RNA per a aquest gen s’han realitzat en plaquetes [Cumming et
al. 2006; Goodeve et al. 2007] a excepcié d'una carta a I'editor, publicada recentment
[Plate et al. 2010]. En aquest article analitzen I'efecte de 3 mutacions utilitzant RNA
dels dos tipus cellulars i observen que, en tots els casos, 'efecte és el mateix. La
seqtienciacid completa de 'RNA del VWF ens ha permés identificar la presencia d’'un
splicing alternatiu en leucocits d'individus control que produeix la pérdua dels exons 14 i
15. La identificacié d'aquest mecanisme diferencial és important a I'hora d’avaluar els
resultats obtinguts de I'analisi de les mutacions en aquest tipus celdular. En el
desenvolupament de I'estudi de les noves PSSM identificades en I'RNA dels dos tipus
cellulars, vam observar que 'NMD és un mecanisme que es produeix de forma
generalitzada en els allels portadors de PTCs en plaquetes. La degradacié de 'RNA
portador de la mutacié impedeix I'amplificacié estandarditzada de la regi6 afectada en
aquestes celules. Als leucocits, en canvi, degut a que no és el tipus cel{ular habitual

d'expressié del VWF, I'efecte de 'NMD es veu drasticament reduit, el que permet, en la
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majoria de casos, I'amplificacio amb normalitat de la regié portadora de la mutacié.
L'eficiéncia diferencial de 'NMD depenent de teixit és un mecanisme que ja s’havia
descrit previament [Bateman et al. 2003] i que esta relacionat amb el control de qualitat
de la traduccié [Isken and Maquat 2007], el que fa que, en teixits on no s’expressa
aquesta proteina, INMD tingui una incidéncia menor. Amb I'iis d’aquests transcrits
ectopics, hem pogut analitzar I'efecte de les noves mutacions en I'splicing de 'RNA dels
pacients. L'estudi en leucocits va ser molt Util en la identificacié de I'efecte de dues
mutacions que, a nivell de plaquetes, produien la degradaci6 de I'RNA. Es va
demostrar com la mutacié ¢.533-2A>G promou ['skipping de I'ex6 6, i la mutacid
¢.7730-1G>C produeix I'activacié d’un lloc criptic d’splicing situat en els dos primers
nucleotids de I'exd 46 provocant la seva delecié. En I'analisi de la mutaci6 ¢.81553G>C,
en canvi, pel fet que la mutacioé succeeix dins els 50 nucleétids anteriors a la Ultima unié
ex0-exo, la regié portadora de la mutacié no es veu afectada per 'NMD [Magquat 2000] i
permet observar com, tant en leucdcits com en plaquetes, es produeix I'skipping de
I'exd 50. Aquesta observacié corrobora la fidelitat del processament dels transcrits
ectopics en leucocits i la validesa d’aquest model cel{ular per a I'estudi de I'efecte de

les mutacions a nivell d’RNA.

En el quadre resum que trobem a l'article 3 dels resultats (veure pagina 103), es
comparen les prediccions in silico de 4 programes bioinformatics i I'efecte real observat
en els dos tipus cel ulars. Es destacable, en alguns casos, la concrecié a la que arriben
la major part dels programes i com son capagos d'identificar tant la pérdua de llocs
d’splicing acceptors o donants, com l'activacio de llocs criptics d’splicing. Els nostres
resultats verifiquen tant la utilitat de I'RNA de leucocits per a desenvolupar estudis
sobre els efectes de les PSSM gracies a la fidelitat dels transcrits ectopics que trobem
en aquestes célules, com la validesa d’alguns programes de prediccié in silico, que
son capagos d'analitzar I'efecte potencial d’aquestes mutacions amb un grau de

precisid gens menyspreable.
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7.3 Estudis in vitro de les mutacions de canvi de sentit

Un pas endavant en l'estudi de I'efecte de les mutacions sera la realitzacié d’estudis
funcionals mitjangant I'expressié del VWF en cultius cel fulars. La mutagenesi dirigida a
partir d'un clon del cDNA del VWF permetra introduir les mutacions que presenten
especial interés per a I'estudi de la seva expressio in vitro i I'analisi funcional. Les
caracteristiques de les corresponents proteines recombinants mutades s’analitzaran en
comparacié amb la proteina salvatge per veure el seu efecte en la funcionalitat de la
proteina. L'aplicacié d’aquestes técniques vindra donada per l'interés a estudiar certes
mutacions, ja sigui per poder aprofundir en el seu efecte, com per exemple en la
variacio ¢.6187C>T que s’ha descrit com a mutacié i com a polimorfisme, o per a
discernir les seves conseqliéncies quan no hagi estat possible el seu analisi per mitja
d’altres metodologies, com seria el cas de les mutacions ¢.546G>A o ¢.7082-2A>G
que, al trobar-se en cis en el mateix al 1el, no s’ha pogut estudiar el seu efecte a nivell
d’RNA. Els estudis funcionals ofereixen la possibilitat d'analitzar els efectes de les

mutacions d'intereés per poder comprendre la seva implicacié a la clinica de la VWD.

8. NGS: el present de les téecniques de seqlienciacio.

Les perspectives en el diagnostic molecular de les malalties monogéniques ha canviat
radicalment al llarg d’aquests Ultims anys amb la introduccié de les noves plataformes
de seqienciacié massiva, que representen la segona generaci6 de les tecniques de
sequenciacié del DNA [McPherson 2009]. La produccié de grans quantitats de lectures
a baix cost déna, a la NGS, un gran nombre de diferents aplicacions entre les que
destaca la seva presentacié com a alternativa o eina complementaria a la seqtienciacié
tradicional basada en el métode de Sanger [Metzker 2010]. Una de les aplicacions més
encoratjadores és I'is d’aquestes plataformes en el diagnostic molecular de malalties
hereditaries que s'estima que poden afectar al voltant d’uns 3 milions de persones a

Espanya (www.orpha.net). Una de les majors preocupacions dels pacients i les seves
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families és l'alt risc de transmetre la malaltia als seus descendents. Per aquest motiu, la
identificacié de mutacions responsables dels fenotips patologics és un objectiu
primordial de la recerca genética que sera facilitada per les aproximacions que permet
la NGS per a l'estudi de certes regions del genoma. Per tal d’aprofitar I'aparicio
d’aquesta nova tecnologia en el diagnostic de la VWD, hem iniciat el desenvolupament
de procediments aplicables a qualsevol de les plataformes de NGS disponibles
actualment que facilitin la caracteritzacio d’'una gran part de la poblacié afectada de
forma rapida i economica. La validacié d'aquesta técnica s'esta duent a terme en un
analitzador genétic d’lllumina i s’han provat diferents estratégies per abordar la
seqtienciacié del VWF. Per una banda, vam voler adaptar el protocol desenvolupat
preparant pools normalitzats de PCRs curtes. Aquests pools serien posteriorment
fragmentats mitjangant una incubacid amb calor, segons una técnica descrita
recentment [Rogaev et al. 2009] per tal que, els fragments resultants, s'adaptessin a les
necessitats de la plataforma. D’altra banda, vam dissenyar un nou protocol per a
I'amplificacié del VWF utilitzant LR-PCRs. Aquests tipus de fragments s’adapten a un
millor compliment dels criteris per a I'ls de la tecnologia massiva d'lllumina i la
fragmentacio del DNA pot fer-se d’acord amb el protocol estandard utilitzant un
nebulitzador. A més, aquests fragments podrien adequar-se millor a qualsevol de les
noves plataformes disponibles al mercat. D’altra banda, I'analisi dels resultats va
demostrar una millor cobertura del gen amb els pools de PCRs curtes i, malgrat que
totes les mostres son adients per a la multiplexacio, les LR-PCRs impliqguen majors
dificultats técniques per a la seva realitzacié i aporten una informacié addicional
(seqtiencies introniques) que encara és dificil de valorar, amb les eines disponibles, des

del punt de vista de la fisiopatologia de la malaltia.

Les noves tecnologies de sequenciacié massiva resulten realment rentables des del
punt de vista econodmic quan s'utilitza tota la capacitat del seqlenciador a cada carrera,
és a dir, quan es seqiiencia el maxim nombre de mostres de forma simultania. Un dels
avantatges d'aquesta tecnologia és la capacitat de multiplexar un gran nombre de

mostres mitjangant I'iis de seqléncies curtes que actuen com a etiqueta i que sén
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afegides durant la construccio de les llibreries. Aquesta multiplexacié permet analitzar
un gran nombre de mostres simultanies (>96) a cada flow cell. En el moment de
finalitzar aquesta memoria, ens trobem pendents dels resultats de la multiplexacio i
sequenciacié de dos grups de 25 pacients de VWD, el que permetra plantejar el
diagnostic molecular de la VWD per seqlienciacié massiva com una realitat diagnostica
en els proxims mesos. Esperem que 'adaptacié del nostre procediment [Corrales et al.
2009] a aquestes plataformes permetra assolir un alt rendiment en la caracteritzaci6
molecular de familiars i pacients amb VWD i establira les bases per a poder realitzar

estudis moleculars de la poblacié a més gran escala.

Una de les eines que pot facilitar I'ls d'aquestes plataformes és I'aplicacié de la
tecnologia de microfluids per a la realitzacié de les PCRs curtes. Un exemple sén els
arrays de Fluidigm® que permeten, en una sola placa, realitzar 48 PCRs de 48
pacients de forma simultania. Gracies a un circuit integrat de fluids, es realitza la
combinaci6 entre mostres i kits de primers en un total de 2.304 PCRs, en un volum de
reaccio de només 9 nanolitres. El resultat de les amplificacions de cada pacient es
recull en un tub llest per a ser analitzat en una plataforma de NGS. La optimitzacio
d’aquesta metodologia permet minimitzar els costos de reactius i el temps de
manipulacié donat que cada un d’aquests arrays equival a un total de 24 plaques de 96

pous.

9. Integracié6 dels resultats en un registre on-line.
VWFdb@Hemobase.

Les bases de dades de mutacions de gens humans estan assolint una importancia
creixent a totes les arees de salut. Experts en 'estudi de determinats gens s’ocupen de
la recollida de les mutacions publicades i no publicades en bases de dades de

mutacions especifiques per a un locus (LSMD) [Claustres et al. 2002]. Amb I'aplicacio
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de la técnica desenvolupada per a la seqiienciacié completa del VWF [Corrales et al.
2009] hem pogut identificar un gran nombre de defectes moleculars i, amb I'objectiu de
crear una eina d’accés immediat a les mutacions noves o préviament descrites
identificades al nostre laboratori, hem creat una seccio especifica per a la VWD dins
d’'Hemobase, registre de mutacions responsables d’hemofilia A i B. Hemobase

(www.hemobase.com) és el primer registre de mutacions caracteritzades a partir de

pacients hemofilics de la poblacié espanyola. Amb 466 entrades, Hemobase és un
registre dinamic d’actualitzacié continua i la quantitat i rellevancia dels seus continguts
la fan una de les bases de dades de referéncia en el diagnostic de I'Hemofilia. L'NCBI
I'ha afegit a la llista d’enllagos d'interés relacionats amb el FVIII i el FIX. Ara, Hemobase
ha ampliat el seu contingut amb la inclusié d’un registre de mutacions per a la VWD

(http://vwf.hemobase.com). La VWFdb@Hemobase, creada al marg de 2009 i d’accés

public, conté dades genotipiques i fenotipiques de les variacions identificades en el
VWF com a possible causa de la VWD [Corrales et al. 2010]. El seu contingut i
estructura segueixen diverses de les recomanacions de la Human Genome Variation
Society per al disseny i seguiment de les LSMD [Claustres et al. 2002; Cotton et al.
2008]: cobreix diferents aspectes de les variants genétiques, proporciona una avaluacioé
de qualitat per a cada entrada i conté informacié sobre la malaltia i el fenotip clinic

resultant (Figura 18).

8l

Figura 18: Pagina principal, pagina d'informacio sobre la clinica de la VWD i la pagina amb les caracteristiques
bioquimiques del VWF a www.vwf.hemobase.com.
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Per tal de coneixer millor i poder aprofundir en la biologia molecular de la VWD,
VWFdb@Hemobase inclou diferents enllagos al gen, a la proteina i als SNPs conegults,
aixi com accessos directes a pagines amb informacié relacionada. A part de la
informaci6é general, també hi trobem el registre de mutacions, que pot consultar-se a
través de quatre pagines web relacionades que permeten ampliar la informacio per a
cada pacient o mutacio. La informacio que conté el registre correlaciona les dades
cliniques dels pacients, on es mostren els valors dels parametres clinics i de laboratori
rellevants; les dades moleculars, on s’ha inclos tota la informacié relativa a les
mutacions de manera individualitzada; i informacié de les mutacions descrites fins al
moment gracies a una copia actualitzada de la ISTH SSC VWF Database [Ginsburg
and Sadler 1993; Sadler and Ginsburg 1993] que permet conéixer les vegades que s'hi

descriu aquella mateixa mutacio, i accedir rapidament a les publicacions on s’han
identificat (Figura 19).

VWF patabase
4 sTH patabase

Figura 19: Diferents pagines web del registre de mutacions: la pagina de cerca avangada, la de dades cliniques, la de
dades moleculars i la de la base de dades internacional. Gracies a que totes elles es troben relacionades, es pot ampliar
qualsevol informacié accedint de I'una a l'altra.

Totes les mutacions que conté la VWFdb@Hemobase també han estat, i seran
enviades en el futur, a la base de dades internacional. De fet, només s’incloien 18
mutacions provinents de laboratoris espanyols abans de la nostra participacié amb 41

mutacions diferents (58 en total), i el nostre laboratori ha esdevingut un important

proveidor de mutacions ja que ha aportat més del 10% del total de registres. La ISTH
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SSC VWF Database, conté actualment un total de 526 mutacions, el que contrasta amb
les 307 entrades que tenia el 2006. Aquesta base ofereix un ampli repertori de
mutacions recollides a partir de les contribucions fetes per investigadors d’arreu del
mon. L'objectiu del registre d’Hemobase no és el de competir amb la base de dades
internacional sind el d’oferir una gran quantitat de dades suplementaries que inclouen
estudis de laboratori, simptomatologia basada en el sistema del bleeding score del
MCMDM-1 [Tosetto et al. 2006; Goodeve et al. 2007] per a una valoracié objectiva de la
clinica hemorragica, analisis de les STRs [Vidal et al. 2005] i la representacié dels
arbres familiars que donen informaci6 sobre la cosegregacié de la malaltia amb la
mutacio. Tot i que actualment hi ha 40 casos index, la base de dades també inclou
dades moleculars de 53 familiars. La integraci6 de les analisis de les mutacions junt
amb les dades fenotipiques i familiars en una poblacié ben definida és util per a una
millor comprensié dels mecanismes implicats en la fisiopatologia de la VWD i aporta

una imatge dinamica de I'epidemiologia molecular de la VWD a la nostra poblacié.

Actualment, la VWFdb@Hemobase només conté dades generades al nostre laboratori,
tot i que la nostra intencio6 és la de continuar el seu desenvolupament com a LSMD per
al VWF en una iniciativa, actualment en marxa, promoguda per la Societat Espanyola
de Trombosi i Hemostasia (SETH) amb I'objectiu d’establir un registre nacional per a la
VWD a Espanya. Aquest estudi implicara diferents hospitals espanyols que participaran
en la recollida de dades, diagndstic i seleccio dels pacients. El seglient pas d'aquest
projecte es pretén que sigui la realitzacio de I'estudi genetic de tots aquests pacients.
En aquest punt, sera de vital importancia l'aplicacié de les noves estratégies
dissenyades per plataformes de NGS per a l'estudi complet del VWF. D’aquesta
manera, VWFdb@Hemobase podria ser un del punts de recollida de tota la informaci6
generada amb aquests estudis, el que permetria la caracteritzacid de la poblacid
espanyola afecta de VWD. El fet que VWFdb@Hemobase permeti consultar
correlacions genotip-fenotip de manera estructurada i accessible fa que es tracti d’'una

valuosa eina per a I'estudi epidemiologic de la VWD a la nostra poblacié.
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10. Futur en el diagnoéstic molecular de la VWD

Un dels objectius de la Unitat de Diagnostic i Terapia Molecular del Banc de Sang i
Teixits és seguir donant el servei de diagnostic genétic per a la VWD i que s’estableixin
els procediments per a la seqienciacié completa del VWF segons la normativa de
qualitat 1ISO 9001. Diferents grups ja s’han interessat per la técnica desenvolupada i
han rebut formacié en I'aplicacié d’aquest protocol per tal que pugui ser utilitzat com a
métode de rutina als seus laboratoris. Esperem que aquesta técnica ajudi a millorar la
tasca assistencial de diferents hospitals per tal de poder oferir un millor diagnostic als

pacients amb VWD.

Al nostre grup, se seguiran els estudis per suplir les mancances del métode
desenvolupat. Per una banda, s'ampliara la sequenciacié per incloure la regi6 del
promotor, donat que ja s’han descrit mutacions en aquesta regié que poden ser
responsables de la VWD [Goodeve et al. 2007; James et al. 2007]. | per l'altra, per tal
de detectar grans insercions o delecions, s'iniciara I'aplicacio de métodes basats en
I'analisi de la dosi génica com és I'analisi per MLPA (veure apartat 5 de la discussio)

que permeten la detecci6 de grans reordenaments genomics [Gille et al. 2002].

Per aprofundir en I'estudi de les mutacions de nova descripcid, una aplicacio de les
analisis in silico és I'ls de la modelitzaci6 de I'estructura de les proteines mutants. La
caracteritzacio funcional de la seqiiéncia de les proteines per tal de predir 'impacte de
les mutacions [Eswar et al. 2007; Prokop et al. 2008] premet l'analisi de les seves
potencials consequéncies utilitzant programes de visualitzacido molecular i d’animaci6
d’estructures tridimensionals com ara el Pymol [Seeliger and de Groot 2010]. Aquestes
eines permeten aprofundir en I'estudi de I'efecte de les mutacions a nivell estructural i
poden resultar molt uUtils per a una millor comprensié dels mecanismes implicats.
Respecte als estudis funcionals, I'aparicié de la tecnologia de reprogramacié induida

pot proporcionar models celulars que tinguin en compte tota la complexitat genética
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dels pacients. L'estudi amb linies d'iPSC generades a partir de cel lules de pacients
s’ha utilitzat recentment amb éxit com a model de diferents malalties com ara I'esclerosi
lateral amiotrofica [Dimos et al. 2008], I'atrofia muscular espinal [Ebert et al. 2009] i
I'anémia de Fanconi [Raya et al. 2009]. Aquests resultats mostren que les iPSC poden
generar-se a partir de céllules de pacients amb malalties genetiques que poden ser
diferenciades al tipus cel fular d’interés contenint, no només la mutaci6 responsable de
la malaltia, sin6 també la complexitat gendmica del pacient en models humans genuins.
S’han desenvolupat protocols optimitzats utilitzant queratinocits [Aasen et al. 2008] o
fibroblasts dérmics [Raya et al. 2009] per aconseguir generacions consistents d'iPSC a
partir de biopsies de pell de pacients [Raya et al. 2010]. Aquestes linies celdulars,
convertides en cél lules pluripotents per transduccio retroviral, es poden diferenciar a
cél lules endotelials que poden utilitzar-se com a models de VWD. Establir un model in
vitro d’alta qualitat en la VWD pot constituir una eina molt valuosa per dur a terme
estudis funcionals més acurats relacionats amb la produccié, processament, estructura
i vida mitjana del VWF. Aquests models tenen un enorme potencial per a la investigacio

de la patogénia de la malaltia i, fins i tot, permeten I'analisi de farmacs in vitro.

Una altra area en la que cal seguir treballant és en I'estudi dels factors genétics
responsables de I'amplia variacio entre individus dels nivells observats en plasma del
VWF. El gen de I'ABO localitzat al cromosoma 9934 s’ha relacionat clarament amb els
nivells plasmatics del VWF i explica al voltant del 30-40% de la variabilitat genética.
D’altra banda, la major part de les causes de component genétic segueixen sense
esclarir-se. El projecte GAIT (Genetic Analysis of Idiopathic Thrombophilia) va realitzar
la identificacié de gens implicats en la variacio dels nivells normals de VWF en 21
families amb I'is de técniques de lligament Genome-wide. Després de refinar I'analisi
de lligament, condicionat pel genotip de I'ABO, van identificar 3 loci addicionals als
cromosomes 9, 6 i 22 que suggereixen la preséncia d’altres gens relacionats amb els
nivells de VWF [Souto et al. 2003]. També s’han realitzat estudis en ratolins on s’han
identificat 4 gens que participen en la regulacié dels nivells plasmatics de VWF
[Lemmerhirt et al. 2007; Johnsen et al. 2009; Shavit et al. 2009]. La combinaci6 dels
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efectes de 3 d'aquests gens explica al voltant del 45% de la variacié genética als nivells
de VWF en el plasma dels ratolins. La gran homologia filogenetica d’aquests gens
respecte 3 segments dels cromosomes humans 1, 5 i 6, alguns dels quals ja s’havien
identificat anteriorment en el projecte GAIT, suggereix la preséncia d'ortdlegs que
poden codificar per a gens modificadors del VWF en humans [Lemmerhirt et al. 2007].
Aquest mecanisme podria explicar un percentatge significatiu dels casos de VWD en

humans en els quals no s’ha identificat cap mutacio a la regio codificant del VWF.
Encara hi ha molts camps per explorar perd queda clar que el futur del diagnostic

genétic passa per l'aplicacié de les eines que ens ofereixen les noves plataformes de

sequenciacié massiva.
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Knowing is better than wondering, waking
is better than sleeping and even the
biggest failure, even the worst, beats the
hell out of never trying.

Grey’s Anatomy



CONCLUSIONS

Conclusions = N X

= S’ha dissenyat una técnica de seqtienciaci6 directa que permet I'analisi de tots els
exons i les regions introniques flanquejants del VWF de forma fiable i eficag. La
tecnica s’ha optimitzat adaptant-la a format microplaca i ha esdevingut una eina

senzilla i rapida per a la seva implementacio a la rutina del laboratori.

= S’han recollit un total de 160 mostres provinents de 90 families, de les quals se
n‘han caracteritzat 64 (un total de 117 individus repartits en 64 casos index i 53
familiars). Amb I'aplicacié del protocol desenvolupat s’han identificat un total de 58
mutacions (41 de diferents) distribuides al llarg de tot el VWF i 19 de les quals no
s’havien descrit préviament. Per tipus, s’han identificat 44 substitucions incloent-hi
5 mutacions sense sentit i 6 mutacions que formen part d’'una conversio génica, 2

insercions, 11 PSSM i una indel.

= S’han recopilat les dades cliniques i resultats de laboratori essencials per a la
classificacio en subtipus de la VWD de tots els pacients implicats en I'estudi. S’han
identificat els defectes moleculars detallats en el punt anterior i, en la majoria de
casos, amb les analisis de lligament, s’ha pogut identificar I'al lel portador de la

mutacio i seguir-lo al llarg de I'arbre genealdgic.
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= Sha creat una base de dades electronica on es recullen totes les mutacions
identificades al nostre laboratori després de la seqiienciacié completa del VWF i on
s'inclou la informacié obtinguda a partir de I'estudi clinic i molecular de les families
amb VWD. Part d’'aquesta informacié s’ha publicat de manera anonimitzada en un

registre de mutacions disponible a Internet (www.vwf.hemobase.com) amb

l'objectiu de fer accessible tota aquesta informacié a pacients, clinics i

investigadors interessats en aquesta malaltia.

= S'han realitzat analisis in silico de totes les mutacions noves identificades amb la
tecnica de seqienciacié completa del VWF. S’han utilitzat diferents programes
d’'analisi, depenent de la naturalesa de la mutacio, per fer prediccions sobre I'efecte
de les substitucions de canvi de sentit i 'efecte de les PSSM, per veure el seu

efecte sobre I'splicing.

= S’ha desenvolupat un procediment per a I'estudi de totes les regions de 'mRNA del
VWF per RT-PCR que permet analitzar I'efecte en I'splicing de qualsevol mutacié
identificada al VWF. Aquesta técnica s’ha aplicat en I'estudi concret de 7 PSSM i
s’ha analitzat 'mRNA de leucocits i plaquetes dels pacients portadors d’aquestes
mutacions revelant els efectes de la majoria d’elles. A més, s’ha provat que I'Us de
I'mRNA de leucdcits és una eina complementaria de gran interés per al
desenvolupament d’aquest tipus d'estudis i s’ha demostrat que I'NMD és un
mecanisme que es produeix de forma generalitzada en els trancrits del VWF

portadors de PTCs en plaquetes.

= Sha aplicat la NGS al VWF mitjangant I'adaptacié del procediment préviament
desenvolupat i el disseny d’'un nou protocol d’amplificacié del gen per LR-PCR. Un
cop validades les diferents aproximacions, s'han realitzat proves per avaluar la
capacitat d’aquestes plataformes per seqlienciar un gran nombre de pacients i

familiars simultaniament.
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significaba abandonar otros.
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1. Qlestionari pel diagnostic de la VWD de tipus 1 (BS)
Test de valoracio de les menorragies

Aland Conference

el

“‘Hereditary Pseudohaemophilia®. Finska Lakaresallskapets Handlingar. Erik
von Willebrand 1926.
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1. Questionari pel Diagnostic de la VWD tipus 1

(MCMDM-1vWD, score >0)

Nom:

Data Naix:

Epistaxi

Cutanis

Sagnat per

ferides menors

Cavitat oral

Sagnat
gastrointestinal

Extraccid
dental

Cirurgia

0 = no o trivial (inferior a 5)

1 = present (>5 0 més de 10°)

2 = consulta médica

3 = tap, cauteritzacié o antifibrinolitic

4 = transfusi6 sanguinia, terapia de reemplagament o desmopresina

0 =no o trivial (<1cm)
1 = present (>1cm sense trauma)
2 = consulta médica

0 = no o trivial (menys de 5)

1 = present (>5 0 més de 5')

2 = consulta médica

3 = hemostasia quirlirgica

4 = transfusi6 sanguinia, terapia de reemplagament o desmopresina

0=no

1 = present (al menys 1)

2 = consulta médica

3 = hemostasia quirtrgica o antifibrinolitic

4 = transfusi6 sanguinia, terapia de reemplagament o desmopresina

0=no

1 = associada a Ulcera, hipertensio portal, hemorroides, angiodisplasia
2 = espontania

3 = hemostasia quirdrgica, transfusio
reemplagament, desmopresina, antifibrinolitic

sanguinia, terapia de

-1= sense sagnat en al menys 2 extraccions

0 = sense extraccié o sense sagnat en 1 extraccid

1 = present en <25% de tots els procediments

2 = present en >25% de tots els procediments, sense intervencid

3 =resutura o tap

4 = transfusi6 sanguinia, terapia de reemplagament o desmopresina

-1= sense sagnat en al menys 2 cirugies

0 = sense cirugia o sense sagnat en 1 cirugia

1 = present en <25% de totes les cirugies

2 = present en >25% de tots els procediments, sense intervencio

3 = hemostasia quirtrgica o antifibrinolitic

4 = transfusi6 sanguinia, terapia de reemplagament o desmopresina
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Menorragia 0 =no o trivial
1 = present, puntuacié test >100
2 = antifibrinolitics, Us d’anticonceptius
3 = dilatacid i curetatge, terapia de ferro
4= transfusid sanguinia, terapia de reemplagament, desmopresina o

histerectomia
Hemorragia -1= sense sagnat en al menys 2 parts
postpart 0 = sense part 0 sense sagnat en 1 part

1 = amb sagnat post-part

2 =dilataci6 i curetatge, terapia de ferro, antifibrinolitics

3 = transfusié sanguinia, terapia de reemplagament o desmopresina
4 = histerectomia

Hematomes 0 = mai
musculars 1 = post trauma sense terapia
2 = espontania sense terapia
3= espontania o traumatica amb desmopresina o terapia de
reemplagament
4 = espontania o traumatica amb cirugia o transfusié sanguinia

Hemartrosi 0 = mai
1 = post trauma sense terapia
2 = espontania sense terapia
3= espontania o traumatica amb desmopresina o terapia de
reemplagament
4 = espontania o traumatica amb cirugia o transfusié sanguinia

Sagnat del 0 = mai
sistema nervios 3 = subdural, sense intervencid
central 4 = intracerebral, sense intervencid

Puntuacio final

Signatura:
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2. Test de valoracio6 de les menorragies

20

10

Puntuacioé final

ANNEX

Compresa

Coalls si/ no

Tampéd

ol

Coalls si/ no

Signatura:
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ALAND CONFERENCE
22-25 SEPTEMBER 2010

VON WILLEBRAND DISEASE

Primary aim of the meeting is to present and discuss current results from YWD
research (biochemistry, diagnostics, analytics, clinical and therapeutic).

Secondary aim is to evaluate current treatment guidelines (EU, US, WFH) and to
propose potential updates, potentially initiate a steady EU expert group for VWD
recommendations.

Meeting proceedings should be published as the final result of such discussion.

MAIN HEADLINES AND TOPICS:

BIOCHEMISTRY OF VWF
B Biochemical characterization of structure and function of VWF
- do dynamic set ups improve the knowledge?
B Aspects of ADAMTS-13, Multimers, Triplets, Sub-bands
B FYIIl and VWF

(DIFFERENTIAL) DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF VWD
B Differential diagnosis - assays in VWD

B (lassification of VWD

B Genotyping of VWD - possibility to excel therapy

TREATMENT OF VWD

Treatment of VWD patients during interventions and surgeries
Treatment of pediatric VWD patients
Prophylaxis in VWD patients

The gynaecological aspect of VWD
Bleeding disorders registries

DDAVP

Concentrates — quality, dosage, efficacy
WVWF antibody testing

PK of YWF/FVII

Inhibitors in VWD

Immunogenicity of VWF concentrates

EU GUIDELINES AND EXPERT COMMITTEE
B Treatment recommendations current status
- adaptations due to current information?

o unth 25th 2010 - 1400
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Aland Conference —u— =

No vull acabar aquesta tesi doctoral sense plasmar 'experiencia d’haver participat a la
reunio de les illes Aland. He tingut la gran sort de formar part dels pocs afortunats que
han pogut palpar la historia de la malaltia amb la que treballen, d’anar als origens on tot

va comengar i de conéixer gent directament implicada amb els seus inicis.

Els dies 24 i 25 de Setembre de 1998, es va organitzar la primera reuni6 sota el nom de
Nordic Symposium on von Willebrand disease. Un grup de metges i cientifics dels
Paisos Nordics que treballaven amb la VWD, van organitzar una reunié en el ferry que
va des d’Estocolm fins a Mariehamn, a les illes Aland, amb l'objectiu de conéixer la
casa on Erik von Willebrand va descriure els primers casos index el 1926. L'objectiu de
la reunié era realitzar un estudi exhaustiu de la situacié de la VWD segons la
perspectiva dels Paisos Nordics. Per tal de cobrir totes les arees d'interés, també van
ser convidats alguns cientifics destacats d'altres paisos. Un any més tard es va publicar

un article amb les conclusions del simposi [Berntorp 1999].

La situacio en la classificacié i el diagnostic de la VWD en aquell moment era molt
diferent de l'actual. Fins 4 anys abans de la reunio, la classificacié de la VWD
plantejava un espectre clinic especialment complex ja que existien més de 20 subtipus
diferents. Una nova classificaci6 de Sadler del 1994, reconeixia la diferenciacid

acceptada actualment entre déficits quantitatius (tipus 1 i 3) i déficits qualitatius (tipus
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2). Només un any abans de la reunio es descrivia I'efecte dels factors ambientals sobre
la variabilitat dels nivells de VWF. Aleshores, la definicio de la VWD requeria que la
deficiencia de VWF es trobés lligada a una anormalitat en el VWF. Les mutacions
comengaven a identificar-se a un ritme accelerat i ja es sospitaven les conseqtiencies
en la classificacié i la necessitat de crear subdivisions. En quant al diagndstic, es feia
evident la dificultat per identificar els casos lleus de VWD de tipus 1 i, a la reunio, es va
destacar la necessitat de crear guies per definir els criteris per al diagnostic del tipus 1.
Es va acordar que aquests criteris tinguessin en compte la tendéncia hemorragica,
I'heréncia i els nivells plasmatics de VWF reduits respecte referents amb el mateix grup

sanguini.

Enguany, dotze anys després de la primera reuni6 a les illes Aland, i en motiu del 140¢
aniversari del naixement d'Erik von Willebrand, es va celebrar la Aland Conference del
22 al 25 de Setembre. La reunié convocava a gent especialitzada en la VWD d'arreu
del mén i la llista de participants era de 42. Aquest cop, els objectius es centraven en
presentar i debatre els resultats en la recerca de la VWD a nivell de diagndstic, clinica i
terapéutica aixi com avaluar les guies de tractament actualment en funcionament i
proposar possibles actualitzacions. D’entre totes les sessions programades m’agradaria
destacar el seminari realitzat per Margareta Blomback, “Exciting experience in my
research on VWD”. Un relat en primera persona de les experiéncies viscudes en
I'estudi d’aquesta malaltia. Va ser una historia entranyable que posava cares i noms als
primers passos realitzats en la comprensié de la VWD. Posteriorment, amb la
participacio d'Otto Lindberg amb “Erik von Willebrand — who was he?”, vam poder
coneixer detalls de la vida i I'experiéncia d’aquest personatge de la ma del seu besnét.
Aquestes dues sessions, junt amb la visita a la casa de la familia Sundblom a la illa de
Foglo, i la possibilitat de coneixer i parlar amb la gent més important a nivell mundial en
la recerca de la malaltia de von Willebrand van ser, per a mi, el més destacable
d’aquesta reuni6. En resum, una experiéncia inigualable en la que, al costat de la Dra.

Carme Altisent, he tingut el privilegi de participar.
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Participants que també havien assistit a la

primera reunio de les Aland. A lesquerra,
trobem Margareta Blémback.

Participants de la Aland Conference davat la casa de Ia familia Sundblom, a l'ila de Fogl6, on Hjérdis va viure i morir a
causa de la malaltia que Erik von Willebrand va descriure el 1926.
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CONFERENCE PROGRAM 22-25 SEPTEMBER

Wednesday - September 22

16.45
17.00
18.00
23.40
23.40

Ferry departure from Stockholm (CET)
Dinner on the ferry boat

Ferry session (see program below)
Arrival Mariehamn (CET+1h)

Transfer to hotel

Ferry session (Session 1)

Topic:
Chair:

18.00
18.15

18.45

19.15
19.45
20.15
2045

Biochemistry and immunology
Bob Montgomery

Welcomne and introduction, Erik Berntorp, SWE
Progress in understanding VWD in the last 50 years?
lan Peake, UK

Recent results from flow based VWF characterization,
Christoph Kannicht, GER

Multimers, Ulrich Budde, GER

VWEF: glycosylation and function, Mike Laffan, UK
Discussion

End of session and welcome drinks/snack

Thursday - September 23
Morning session (Session II)

Topic:
Chair:

08.00
09.30
10.00
10.30

11.00
11.15
11.45

12.00
12.30

Diagnosis, classification and genetics of VWD
Dawid Lilicrap

Breakfast

Classification of VWD, Bob Montgomery, USA
Assays in VWD diagnostics, Andreas Hillarp, SWE
PK and assays - standard element of treatment?
Jerzy Windyga, PL

Break

Genetics of VWF, Anne Goodeve, UK

Modifier genes for van Willebrand Disease,
David Ginsburg, USA

Discussion

Lunch

Afternoon session (Session Il

Topic:
Chair:
13.30
14.00
14.30
15.00
15.30

16.00

Treatment and management of YWD
Flora Peyvandi

Treating the pediatric patient, Pia Petrini, SWE
Prophylaxis in VWD, Erik Berntorp, SWE

Break

Managing surgeries and interventions,

Mario v. Depka-Prod., GER

When VWD comes into age - VWD in geriatrics,
Wolfgang Miesbach, GER

Discussion

Special pre-dinner lecture

18.00

18.40

irth

Gene therapy for von Willebrand Disease: one step
at a time, David Lilicrap, CAN
Dinner

Friday - September 24
Excursion to Fégld Islands

06.00
07.00
09.30
10.30
11.00

11.30

12.00

13.00

Breakfast

Bus transfer to Foglo Islands (ferry departure 8.25)

Visit to Hjordis house

Transfer to restaurant

Exciting experience in my research on VWD (with coffee
buffet), Margareta Blomback, SWE

Erik von Willebrand - who was he? Otto Lindberg (great-
grandson of Erik von Willebrand), FIN

Lunch

Ferry departure from Foglt

Afternoon Session (Session IV)

Topic:  Treatment and management of VWD Il

Chair:  John Pasi

14.30 Coffee

15.00 Gynecological aspects of VWD, Christine Lee, UK

15.30 Concentrates: industrial perspective, Jirgen Roemisch, AT

16.00  Phenotypic and molecular background of VWD type 24
subtype 2E, Reinhard Schneppenheim, GER

16.30 Break

17.00 Role of FVIll in VWF replacement, Erik Berntorp, SWE

17.30 Inhibitors in VWD, Augusto Federici, IT

18.00 Discussion

19.00 Dinner

Saturday - September 25

Marning session (Session V) - part |

Topic:  Current guidelines and recommendations

Chair:  Gil White

07.00 Breakfast

08.00  Current treatment guidelines — experiences from UK,
Mike Laffan, UK

08.20  Current treatment guidelines - experiences from
Scandinavia, Riitta Lassila, FIN

08.40 Current treatment guidelines — experiences from USA,
Gil White, USA

09.00 WFH activities on global recommendations,
Alison Street, AUS

09.20

Break and checkout

Morning session (Session V) - part Il

Topic:
Chair:

09.40

11.00

11.15
12.45
1315
14.15

Impact of the outcomes to guidelines and next steps
Erik Berntorp

Conclusions and remarks, installation of "Aland Island
Committee” to publish and promote the results of the
meeting and to develop treatment recommendations
further, Erik Berntorp, SWE

Closing of meeting

Bus transfer to the ferry

Ferry departure from Mariehamn (CET+1h)

Lunch on the ferry

Arrival to Kapellskar, transfer to Arlanda airport (90 min}
or Stockholm city (90 min) by bus (CET)
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4. “Hereditary Pseudohaemophilia”.

FINSKA LAKARESALLSKAPETS HANDLINGAR.BAND LXVII.N:o 2.
(TRANSACTIONS OF THE FINNISH SOCIETY OF MEDICINE.)

ORIGINAL PAPERS

(From the Department of Medicine,
Deaconess Hospital, Helsingfors.
Docent E.A.v. WILLEBRAND)

Hereditary Pseudohaemophilia
by
E. A. v. Willebrand
(With 3 Figures in the Text)

Translated from the origimal Swedish (1926)

by Peter Wahlberg 1598
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FINSKA LAKARESALLSKAPETS HANDLINGAR. BAND LXVII. N:o 2.
(TRANSACTIONS OF THE FINNISH SOCIETY OF MEDICINE.)

ORIGINAL PAPERS

(From the Department of Medicine, Deaconess Hospital,
Helsingfors.
Docent E.A.vV. WILLEBRAND)

Hereditary Pseudohaemophilia
by
E. A. v. Willebrand
(With 3 Figures in the Text)

1. Disease Definition. Previously Observed Cases

E. FRANK (Breslau), in his recent big treatise on the
haemorrhagic diatheses, puts forward that classical haemophilia
is such a purely hereditary-familial anomaly that one has to put
in gquestion whether sporadic cases of this disease may exist at
all. On the other hand, he says, classical thrombopenia is so ex-
clusively sporadic that it may be put in question whether famil-
ial forms of this disease may exist at all. Thrombopenia in this
connexion is the disease that since old times carries the name
Morbus maculosus WERLHOFI or Purpura haemorrhagica and which
lately by FRANK and some other investigators has been named
esgsential thrombopenia.

To this day, hereditary haemorrhagic disease and haemo-
philia have been regarded as synonymous. But in studying the
relevant literature, one shall find, albeit only in a few cases,
descriptions of a familial form of haemorrhagic diathesis which
is different from real haemophilia already in the respect that it
is seen in women, and, as it seems, even more often than among
men. But one may draw a sharp line between this familial disease
and haemophilia. More about this in Chapter 6 about diagnosis.

In the word literature, I have encountered 19 such cases,
which will be reviewed shortly here:

(Translator’s comment: Here follows a review of the indi-
vidual cases from the literature. These are not translated, only
the respective references are given.)

Family I. (KEHRER (Giessen). Archiv fir Gyniakologie, 1876.
Vol. 10)

Family II-IV. (HAYEM (Paris), Lecons sur les maladies du
sang, 1900).

Family V. (AUSTIN AND PEPPER (Philadelphia). The Archives
of Internal Medicine, 1913. Vol. XI)

Family VI-IX. (HESS, New York) The Archives of Internal
Medicine. 1916, Vol. XVII.
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Family X-XVIII. /GLANZMANN (Bern), Jahrbuch f£dr Kinder-
heilkunde. 1918. Vol. 88.

Fig.l. Glanzmann. Hereditary haemorrhagic thrombasthenia.
Omale non-bleeder Ofemale non-bleeder
Emale bleeder ®female bleeder

Family XIX. (KROMEKE (Minster i.W.); Deutsche med. Wochen-
schrift. 1522. N:o 33.)

Such disease cases as those above have earlier been la-
belled as common haemophilia, even in female patients. - In the
literature, more or less sensational reports are now and then
found about haemophilia in women. KEHRER also describes his case
in a paper with the heading ®"Die Hamophilie beim weiblichen
Geschlechte”. As women, however, according to the law of NASSE-
LOSSEN, never can become haemophiliacs, these cases certainly are
due to the present earlier unknown disease. A.F.HESS, who places
his cases in the purpura group, states as follows: “The fact is
that, although purpura may not be hereditary, and may be idio-
pathic or due to sepsis of many other causes, there is a definite
heredirary purpura”. GLANZMANN likewise places the disease in
close relationship to morbus WERLHOFI and considers the latter to
be an especially grave manifestation of a hereditary constitu-
tional defect in the thrombocyte system that he labels as “he-
reditary haemorrhagic thrombasthenia”. FRANK objects to this be-
cause the familial cases show definite differences from the clas-
sical WERLHOF disease regarding the composition of the blood. Un-
der such circumstances, he finds it difficult to decide whether
they should be included into some known group of haemorrhagic
diatheses, or if they perchance form a completely new nosological
type. In order not to prejudice anything, he for the time being
suggests that the familial cases be called hereditary pseudohae-

mophilia.
2. A Bleeder Family from Aland (Bngl. A:

In April 1924, a girl from Aland with a rather severe haemor-
rhagic diathesis was admitted at the Department of Medicine of
the Deaconess Hospital. It was found that she belonged to a large
family within which many members, male as well as femade, were
bleeders. The disease trait manifested most strongly in,'the fam-
ily that from here on will be called the family S. But also the
families J. and E. are very interesting, especially with regard
to the heredity of the disease (Cnf. the family tree, Eig. 2).

Family S.

Mrs. Augusta S., 44 years. Her maternal grandmother bled
to death at childbirth. Before this, though, she ‘had happily gone
through 6 or 7 deliveries. Mrs. S's mother and.'4 of her 10 sis-
ters and brothers had a marked bleeding tendency (See Family J.).
Mrs. S herself had had frequent and persistent nose bleeding dur-
ing her entire youth, but not lately. Had not bled very much from
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skin wounds. Menstruation from 16 years, duration 6 days or more,
always copious, especially lately. Norxrmal deliveries without
stronger bleeding.

Blood examination: (Table on Page 93 of Original)

Mr. Oskar S., 48 years. Farmer. Neither of his parents had
been bleeders. Has 3 brothers and 2 sisters. - One sister, Berta
E., and several of her children bleed easily (See Family E.). The
other siblings are healthy and have healthy children. - 2 female
cousins (daughters of Mr. S’s maternal aunt) are bleeders. - One
of them bleeds strongly from the nose and after dental extrac-
tions. Examination of her blood gives normal results with the ex-
ception of a fairly marked relative lymphocytosis (61.3%) and low
thrombocyte count (55,000). - The other cousin died after profuse
bleeding from nose, mouth, intestine and genitalia. She was sur-
vived by a son, who so far has been healthy and is now 13 years
old. - A female cousin of Mr. S’'s father (daughter of the fa-
ther’s matermal aunt)had violent nose bleedings as a child. -
Himself, Mr. S. has had rather sturdy nose bleedings when he was
young, not anymore. Does not bruise more easily than other peo-
ple.

Mr. and Mrs. S, have had 11 children:

1. Dagny S. Had signs of rickets at birth. At the age of one, she
had her first grave nose bleeding after a slight trauma. After
this, she had several nose bleedings. Died at the age of 2
from intestinal bleeding.

2. Anna S. Until the age of one she was very strong. Then she be-
gan to have frequent nose-bleedings. When she was 4 years old,
she fell whereby two teeth penetrated her tongue. She had a
bleeding that could not be stopped and died.

3. Thomas S., 15 years. Generally healthy and strong, but often
has nose bleeding that however can easily be stopped.

Blood examination: Table on Page 94 of Original.

4. Boy, stillborn.

5. Dagny S. A very feeble and weak child with signs of rickets.
When she a few weeks old, she had thrush. When her mother
tried to loosen the membranes, there was a bleeding that al-
most would not stop. Bled much after insect bites. Died at the
age of 2 from intestinal bleeding.

6. Harald S., 12 years. Healthy and strong, but often has nose
bleedings that are hard to stop
Blood examination: Second Table on Page 94 of Original.

7. Sylvia S., 10 years, well.
Blood examination: Third Table on Page 94 of Original.

8. Runar S., 8 years. Well.

Blood examination: Table on Page 95 of Original.

9. Hjdrdis S., 5 years. Admitted on 29" April, 1924. Born at
term. From birth somewhat feeble. Was nursed for 8 months. Al-
ways fidgety and nervous. During the present year she has be-
come stronger, but is still very fidgety. Between age 1 and 2
she had measles. No other diseases of childhood. Walked at the
age of one and began to talk at the usual time. She is recep-
tive. At the age of one, her bleeding tendency was observed
when she fell and hurt her nose and bled for an unusually long
time. At 3 years, she fell and had a deep cut in the upper
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lip. Bled heavily for 3 days and became bloodless and almost
unconscious. Had to lie in bed for 10 weeks, and then re-
covered fairly swiftly. After this, she has bled several
times, mostly from her nose or gingivae, but she also has had
frequent bruising. She once distorted a foot and had a big
bleeding into the joint with intense pain for some weeks.
Skeleton and musculature normally developed. State of nutri-
tion medium. Skin somewhat pale. On face, arms and legs some
bruises of wvarying size, mostly % to 2 cm. in diameter. Looks
fairly healthy. No lymph node swelling. Nothing to note from
other organs.

Blood Examination: See Second Table on Page 95 of Original.

The erythrocytes are not notably changed in size and form.
Neither polychromatophilic nor basophilic punctuation can be
discovered. A few normoblasts are seen

Thrombocyte blood picrure.: Thrombocytes are seen rather
sparsely. Some are normal in appearance, some very pale-
coloured, with unclear structure and diffuse borders. Most are
small, some are macrothrombocytes. Granules often very un-
clear, in a few cells pyknotic granules are seen.

Bleeding time very much prolonged. When testing according
to DUKE, bleeding continues for 2 hours and has to be stopped
by compression. Coagulation test on a watch glass with 20 big
drops: Full coagulation after 30 minutes. Swift and goed clot
retraction on watch-glass. Test-tube test gives no retraction
within 3 hours. RUMPEL-LEEDE strongly positive. Needle-prick
test according to KOCH weakly positive.

10. Greta S., 3 years. Born at term and was normally developed
at birth. Nursed until the age of one. Walked and spoke at
normal time. No childhood infections. Was more or less healthy
until the age of 1, but from that time on it was observed that
she bruised easily. Heavy nose bleeding for the first time at
1% years, thereafter fairly often. The bleeding often started
without any known cause and once went on for a whole week.
Even small insect bites had caused bleeding from the skin. Be-
came feeble and weak, and was fidgety. Lately the bleedings
have not occurred as often as before. She has also become
stronger.

Blood Examination: See Firsc Table on Page 96 of Original.

Thrombocytes are rather numerous in some fields, varying
in size, single macrothrombocytes. Some are very pale-coloured
with unclear granules.

11. Gexda S., 1% years. So far no bleeding tendency.
Blood examination: See Second Table on Page 96 of Original.

Family J:
Mr Karl J., 70 years. Farmer. (Father of Mrs. S.). Healthy. Nei-
ther his father nor mother seems to have bled. - Blood examina-

tion: Thrombocytes 202,400, blood picture also otherwise normal.
Bleeding time and clotting time normal.

Mrs. Apollomnia J., 62 years. Her father was well and strong until
he died from cancer at 70. Mother died from post partum haemor-
rhage (See Family S.). Mrs. J. herself bruises easily and had
lengthy bleeding after giving birth. Has had 11 children:

1. Augusta (Mrs. S., See Family S.)
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2. Anna. Died at the age of one from diphtheria. Did not bleed.

3. Apollonia, 37 years. Married. Well. Has 2 healthy sons.

4. Karl, 36 years. At times has had very strong nose bleeding.
Has 2 healthy daughters.

S. Gustav, Died at the age of 2 from scarlet fever.

6. Sofia, 32 years. Married. Does not bleed. Has a healthy daugh-
ter.

7. Ruben, Died from an accident at the age of 23. Did not bleed.

8. Thyra, 27 years. Unmarried. Earlier had marked tendency to
nose bleeding, not anymore. Blood picture, bleeding time and
clotting time normal.

9. Nikolaj, 23 years. Bleeds very easily from the nose. The blood
examination shows moderate anaemia. Prolonged bleeding time.
Normal clotting time.

10._Fanny, 20 years. Unmarried. Bleeds very easily from the nose.
Normal blood picture. Normal bleeding time and clotting time.

11.0skar, 17 years. Does not bleed.

Family E.

Mrs. Berta E., 50 years. (Sister of Mr. S.). As a child she had
scarlet fever and then bled copiously from the nose. Also later
tendency for nose bleeding.

Blood examination: See Page 97 of Original.

Bleeding time and clotting time normal.

r. E., healthy.
children:
. Anna. Well. Has 2 healthy sons.
Mathilda.Often nose bleeding. Bleeding time and clotting time
normal.
3. Mauritz. Often nose bleeding. Bleeding time not prolonged.
Clotting time usual.
Ida. Has tendency to bleed.
. Ester Well.
6. John, 17 years. Nose-bleeder. Slight anaemia. Bleeding time
not prolonged.

N~ R

u o

Fig. 2. Aland bleeder Family. (Page 98).

man not bleeder woman not bleeder man with slight bleed-
ing disease woman with slight bleeding disease

woman with severe bleeding disease f bled to death

3. Heredity and Mode of Inheritance. -

Among those 66 members of the Aland bleeder family which I have
had opportunity to examine, there were no less than 23 bleeders.
The trait seemed especially freguent among the women; it was ob-
served in 16 of 35 examined women but only in 7 out of 31 men.
The inheritance of the disease can be followed through four gen-
erations. In the female bleeders, the diathesis becomes manifest
both in a milder and in a graver form, whereas the men show only
the mild form. Among the female members, five deaths from bleed-
ing have occurred. The bleeder diathesis has mainly been passed
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through women. Only in the consanguineous marriage (Family S.).
the trait stemmed from both parents.

In some of GLANZMANN's cases, the bleeding trait passes through
three generations. Even here, the stronger disposition among
women is present. There are no reports of descendants of male
bleeders. - If all the persons mentioned by GLANZMANN are counted
together, then out of 23 male members 14 are bleeders, out of 26
female members 21 are bleeders.

In the case described by KROMEKE, we find in three generations
a bleeding tendency that always is passed along by women. Like-
wigse, the female sex here most often has had the haemorrhagic
diathesis. Compared with 4 and 5 affected women, respectively,
there is only one affected man. Only one of the three sick women
in the second generation had passed on the disease, namely to a
boy and a girl who both were clearly asthenic and neuropathic.

On the basis of the hereditary circumstances in GLANZMANN'Ss
cases, he believes himself to be able to draw the following con-
clusions:

Both bleeders and non-bleeders can be descendants of a bleeder.
On the other hand, it is possible for an individual who not has
the haemorrhagic diathesis to pass the trait to the children.
GLANZMANN claims that the MENDELian law here is clearly realised.
The distribution of the attributes in the relation 1:1 (family I,
second generation) is exactly as to be expected according to the
MENDELian principles. The bleeder trait is dominant, but the re-
cessive cases without bleeding are not pure, as one would expect
according to the MENDELian experiments. A healthy individual
should only have descendants who are free from the trait. As in
haemophilia, where the daughters of haemophiliacs do not bleed
themselves, but have haemophilic children, here too many women
may be free from the diathesis in questicn and still pass it to
their descendants. The dominance is however not (as in haemo-
philia) dependent upon the sex, as both sexes may get the trait
in manifest form.

AGNES BLUHM has special objections against this reasoning. She
remarks, among other things, that GLANZMANN has not penetrated
the heredity question thoroughly enough. He has observed only the
affected siblings and relatives, but completely neglected to men-
tion the number of those who are well.

AGNES BLUHM further points out that the trait in hereditary
haemorrhagic thrombasthenia with great probability is passed on
according to the principle of sex-linked dominant inheritance as
described by LENZ. In this type of inheritance, the traits pass
from the father to all daughters and from the mother to half of
the sons and half of the daughters. Contrarily, traits are never
passed from father to son. The dominant sex-linked traits are al-
ways manifest. From this follows that diseases of this kind be-
come most common in women. As a rule, twice as many sick women
are found as sick men.

In order to have an answer to the question of the heredity type
in the Aland bleeder family observed by me, I have consulted our
specialist in the science of genetics at the University of Hel-
singfors, professor FEDERLEY. With the greatest of willingness,
professor FEDERLEY has given me all the information that was
needed to clarify the question, as well as the following tables.
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According to FEDERLEY, my cases,too, are representing a so-
called dominant sex-linked inheritance. The trait is bound to the
X chromosome, of which men possesses one and women two. The trait
thus only can be single in the man, wherefore all men are of the
same type. The women, however, are of two types, those with a
single trait and those with double. The former (heterozygotes)
may be less ill, the latter (homozygotes) more. As the men have
the single trait, they may also be expected to show the same mod-
erate typel as the heterozygous woman.

From the four alternmatives in the following diagramme, we are
especially interested in Numbers 2 and 3, because these are rep-
resented in our family tree. In Family J,. the mother is het-
erozygous and the father free from the trait. Of the six daugh-
ters, three are well and three are sick. Of the sons, three are
well and two sick. We thus have an ideal correlation with No. 2.
The conditions regarding Family E. are rather similar. Here, too,
we find a good correlation with No. 2. The consanguineous mar-
riage with 11 children (Family S.) is especially interesting.
Here, according to Alternative No. 3, one half of the sons would
be well and the other half mildly sick, and one half of the
daughters homozygous and the other half heterozygous.

Fig. 3. Dominant sex-linked inheritance.
normal man normal woman
slightly sick man slightly sick woman
sick woman
X chromosome X chromosome with sickness trait

For the sons, the resemblance is total. Of the seven girls,
five are indicated as very sick (homozygous) and two as well. Here,
however, must be pointed out that the two living sick girls perhaps
also may be heterozygous. They albeit have had alarming symptoms and
signs, but the sickness has in both reached a more moderate stage
with only slight bleeding spells. Both the girls indicated as being
well could perhaps carry a latent trait which later on perhaps will
emerge in a manifest form. Under such circumstances, the correlation
to No. 3 would be rather good. It has not been possible to study the
heredity among the two other families closely enough. Therefore we

cannot compare their relationships with those which are calculated
theoretically.

4. Symptoms, Signs and Course of the Disease.

The main, and often the only, clinical sign in our cases is the
more or less obvious tendency to bleed. In connexion with heavy
bleeding, those persons involved of course show the usual picture of
a secondary anaemia. Some patients have been especially feeble and
weak and unusually nervous, but in other cases, especially the more
moderate, there have been no changes in the general condition. Mrs.
S. told that her bleeder children have been lively, more alert and
more gifted than those who did not bleed or who bled only slightly.

! within the families described by HAYEM, HESS and GLANZMANN, death from bleeding is
also mentioned among male members. Here one must suppose that there were such com-
binations of traits or such attenuating factors that promoted the grave disease
trait.
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In many cases, the bleeding starts completely spontaneously or
for some completely insignificant reason. Compression, blows and
falls are frequently mentioned causes. Small skin wounds may cause
prolonged bleeding which is difficult tc stop. Some of my patients
bled from the skin after insect bites. Ecchymoses and haematomata of
the skin occur after slight pushing or even seemingly spontaneously.
The most commonly reported form of bleeding is nose bleeding, from
which almost all the bleeders in my group have suffered. The pa-
tients have been especially prone to bleed from the nose when they
did heavy work bending down during the warm season of the year. Nose
bleeding, however, has not been dangerous, as bleeding to death from
epistaxis has not occurred among my cases. The girl Hjdrdis S.,
though, once bled from her nose until she was almost unconscious.

Gingival bleeding is a fairly common manifestation of the haem-
orrhagic diathesis; it occurs seemingly spontaneously during chewing
or during tooth care. Even the physiological dentition may be accom-
panied by copious loss of blood. Dental extractions are especially
dangerous to these patients. Deaths after such operations are known
{(Cnf. HAYEM's case).

Next are probably genital haemorrhage in women in connexion
with the physiological sex functions menstruation and delivery. But
bleeding may occur also independently in the form of violent metror-
rhagia. GLANZMANN mentions genital bleeding beginning in childhood,
as well as the beginning of menstruation at an abnormally early age.
Bleeding in the skin is often seen before and after menstruation. In
one of my cases, persistent bleeding after delivery was the cause of
death. However, menstruation and delivery may alsoc be completely
normal, and GLANZMANN claims that physiological bleeding from the
genitals is usually not as dangerocus as one may think.

Among other inner organs, the urinary system and the intestine
may be the bleeding site. Intestinal bleeding was the cause of death
in two of my cases, namely in twoc girls of 2 and 4 years, respec-
tively, belonging tc Family S.

Arthriopathy, so common in haemophilia, is comparatively rare
in this form of haemorrhagic diathesis. However, haemarthron of the
wrist after trauma was seen in one of the Aland patients.

Objective examination of the organs has usually given normal
results. Especially one should mention that enlargement of the
spleen has not occurred in our cases.

Regarding the time when the disease manifest, GLANZMANN says:
(Translator’s note: The following is translated from German.) :”Only
little is known about the manifestations in sucklings. Bleeding from
the umbilicus is mostly, albeit not without exception, due to ana-
phylactoid purpura and not to haemorrhagic thrombasthenia. In most
cases, the first symptoms do nor occur until playing age, in the
second or third year of life, when the children have learnt to walk
and thus may fall more easily.”

It is however quite certain that the bleeding trait in many
cases remains latent for a shorter or longer time. One of my cases
(Dagny S.) however demonstrates that it may be seen in manifest form
already in a suckling, with severe bleeding as early as at an age of
some weeks. The same was the case with one of HESS’'s patients, who
almost bled to death after ritual circumcision. - Children who
started to bleed at 1 to 3 years were seen both in GLANZMANN's fami-
lies and in the Aland families. Many of GLANZMANN’s patients had
their first symptoms at 6-7 years, in other cases not before pu-
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berty. At a more mature age, the bleeding tendency may become weaker

or even totally disappear, but it may also continue as before during

the whole life. Many of the older members of the Aland family tell

that they had bled heavily during childhood and youth, but not any-

more after they grew older. The female ancestor of the family de-

scribed by KROMEKE became sick only in the advanced age of 74 years.
Within the Aland bleeder family, 5 deaths from bleeding are

known. They all were female bleeders. The causes of death were:

. Bleeding to death at delivery

Profuse bleeding from mouth, nose, intestine and genitals.

. and 4. Intestinal bleeding.

. Cutting wound of the tongue.

mwNn -

5. Blood Pindings.

Red corpuscles and haemoglobin concentration. In some of the
bleeding patients, there was slight anaemia, mostly of the secondary
type with low colour index. One of the family members strangely
enough had anaemia with hyperchromatic blood picture (colour index
1.15). - Erythroblasts were seen very sparsely, all were normoblas-
tic of type. Equally seldom, polychromatophilic and basophilic punc-
tuated cells were seen.

The white corpuscles were mostly normal in number. Sometimes,
there was slight leukocytosis with at most 12,300 cells. In not so
few of the examined, there was a rather considerable lymphocytosis
together with neutropenia. In a fewer number of cases, there was
slight eosinophilia.

Thrombocytes. The platelet count in the examined cases varied
between 32,200 and 150,000. The lowest values were however not seen
in the gravest cases. The girls Hjdrdis and Greta S., who were those
among the living family members who had the gravest diathesis, had
platelet counts of 141,000 and 450,000, respectively. It must be
added, though, that I did not have opportunity to examine them dur-
ing a more critical time period. - Examination of the thrombocytic
picture showed definite anisocytosis with micro- and macrothrombo-
cytes. Many of the ~Plattchen” were irregular of form and had dif-
fuse borders. The dye usually had taken badly and granules were
clearly seen.

Summary of the leukocyte formula and thrombocyte number in the
examined cases:

Page 105. Table. Name, age bleeder (blddare) or non-bleeder
(icke blédare). Leukocyte count. Neutrophils %. Eosinohils %.
Lymphocytes %. Platelet count.

The comparatively low thrombocyte counts with the changes in
thrombocyte picture speak in favour of a disturbance in the thrombo-
cytogenesis. GLANZMANN wants to relate this disturbance to inferior-
ity in those bone marrow cells, which are regarded to produce throm-
bocytes, foremost the megakaryocytes. The neutropenia seen in many
cases may also be interpreted as a functional disturbance within the
leukoblastic system of the bone marrow. I do not want to elaborate
on these questions in this connexion.

Bleeding time. Earlier authors have observed that the bleeding
time is prolonged proportionally to the diminishing of the thrombo-
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cyte count. Bot GLANZMANN and KROMEKE have additionally believed
themselves to find that the bleeding intensity in itself is in-
creased, although the thrombocyte count and bleeding time are nor-
mal.

By testing according to DUKE, we saw that the girl Hjdrxdis S.
bled for 2 hours, and that the bleeding even then did not stop until
after compression. In the case of Greta S., the bleeding time was
considerably prolonged. In contrast to this, many of the other fam-
ily members had a normal bleeding time.

Clotting time. FRANK, GLANZMANN and KROMEKE have mostly found
the clotting time to be normal in essential thrombopenia and in he-
reditary haemorrhagic thrombasthenia. In my cases, too, coagulation
time was throughout normal.

Clot retraction. According to FRANK, clot reaction must always
be tested with the watch-glass method, because the reagent glass
method does not give reliable results. KROMEKE is the only one who
in the disease now discussed has used the correct method and has ob-
served all the necessary rules. In his Case No. 1, there was total
non-retractability of the clot. During the course of disease, when
bleeding stopped and the platelet count rose, retractability was
better but still remained incomplete. In the other bleeders, the re-
traction process followed a peculiar route. The seepage of serum be-
gan very swiftly, but soon became slow and was incomplete even after
24 hours.

I have studied the clot reaction on a watch glass in only one
of my cases (Hjdrdis S.). This was done at a time when the platelet
count was rather high and there was no severe bleeding going on. The
reaction was here fairly swift and quire much serum seeped out.

6. Diagnosis and Differential Diagnosis.

To which group of haemorrhagic diatheses should we attrib-
ute our cases described here? It was pointed out in the beginning
that this disease must be sharply distinguished from classical hae-
mophilia. Our cases were mostly women, whereas manifest haemophilia
is seen only in men. We have found significant differences regarding
the composition of the blood (See the subsequent table). Finally,
the disease is inherited according to different types: In haemo-
philia the inheritance is sex-linked recessive, in our cases sex-
linked dominant. These are some of the more important differences.

The special forms of purpura except the so-called purpura
haemorrhagica have been grouped under the heading anaphylactoid pur-
pura, referring to their kinship to anaphylactoid states. Not seldom
are infectious found to precede the outbreak of the disease, and
thus exogenous causes are the first and foremost operative ones.
Even if one wants to suppose that some of the chronic intermittent
cases of anaphylactoid purpura have arisen on the basis of a consti-
tutional disposition, it is not known that heredity would play a
role as aetiologicalal factor.

Also when the clinical picture is concerned, our cases
differ significantly from anaphylactoid purpura. In this disease, we
find that the symmetrically arranged cutaneocus petecchiae are fol-
lowed by other phenomena that are completely absent in our cases,
namely exanthema, urticaria, oedema, joint affections, abdominal
symptoms, albuminuria, haemorrhagic nephritis et cetera. See the
subsequent table regarding the blood composition.
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Regarding the course of disease, blood picture and mode of
inheritance, there is great similarity between our cases and those
described by GLANZMANN as “hereditary haemorrhagic thrombasthenia“®.
GLANZMANN seemed to regard the thrombasthenia as a form of Morbus
WERLHOFI. Could perhaps our cases represent a familial form of this
disease? The possibility of this may be seen in some other blood
diseases that in no case do lack similarities to Morbus WERLHOFI. I
am here referring to pernmicious anaemia and haemolytic jaundice. In
both these diseases, both sporadic and familial cases are seen.

There are however also cardinal differences, as FRANK has
sharply pointed out. - In my cases, the clot retraction on watch
glass was fairly normal. But in chronic Morbus WERLHOFI, this test
should always show absent retraction (see the subsequent table). Ac-
cording to FRANK, the platelet count in the chronic form of genuine
Morbus WERHOFI is diminished even during the better periods of the
disease and is about 50,000 & 80,000. At the exacerbations, he num-
bers go down to 30,000 and below. In one of my cases there was an
ongoing bleeding in spite of a platelet count of 140,000 and more.

We cannot close our eyes to these differences and under
such circumstances we have to reserve our opinion as to the diagno-
sis. This far it remains uncertain whether this familial disease can
be grouped within some known group of haemorrhagic diatheses or, as
FRANK supposes, this is a completely new nosological type.

In the following table, the results of the blood examina-
tions are compiled according to the special diagnostic methods for
the differentiation of haemorrhagic diatheses.

Method Haemophilia Anaphylactoid Chroaic My cases
purpura Morbus Werlhofi

Bleeding time (Duke) prolonged normal prolonged prolonged
Clotting time prolonged normal normal normal
Clot retraction normal retarded normal
(watch-glass)
Capillary resistance negative positive positive positive
test (RUMPEL-LEEDE)
Needle-prick test negative positive positive positive
(KOCH)
Platelet count normal normal reduced varying

7. Pathogenesis of the Bleeding.

The importance of the thrombocytes in blood coagulation
and haemostasis has for a long time aroused the keen interest of
physioclogists and haematologists. The fundamental works of HAYEM and
BIZZOZERO in the beginning of the 1880:s do unequivocally show that
the white thrombus is an aggregate of thrombocytes. Additionally,
according to FRANK, “Plattchenthrombus” is the most important factor
in haemostasis. The pathogenesis of bleeding is elucidated by FRANK
and others who saw a complete parallelism between decrease of throm-
bocytes and bleeding. About this, FRANK says: (Translator’s comment:
Translation from German with preservation of German style) "If in an
individual, the number of thrombocytes sinks below the critical
value of 30-35,000 per cubic millimetre - and the general circula-
tory conditions are not disturbed and the local state of the blood
vessel apparatus is unchanged - a rhexis-bleeding (because of blunt
or cutting wounds) from capillaries or smallest veins must be inten-
sified in size and duration; if the blood may be regarded as practi-
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cally platelet-free (thrombocyte counts of 1,000 to 5,000 per cubic
millimetre) one must fear that very severe blood loss, even bleeding
to death, may follow. --- The frequent lack of purpura seems to in-
dicate that a general lesion of the vessel walls is not essentially
a part of WERLHOF‘'s disease, and that those aetiological factors
that are responsible for the lack of thrombocytes generally do not
also attack the substance of the capillary tubes~.

In order to elucidate his stand-point more closely, FRANK
has introduced the concept of “micro-trauma®, meaning small lesions
during daily life such as rubbing against clothes, stretching of the
skin when moving, impaired venous flow during expiration with closed
glottis, cough, abdominal pressure, vomiting et cetera. He thinks
that such micro-traumata are sufficient causes of bleeding in throm-
bocytopenia without one having to think of a general lesion of the
vessel wall.

- LESCHKER claims that FRANK’s argumentation does not hold,
and believes that micro-traumata do not play any role in WERLHOF’s
disease. He rather believes that all the phenomena may best be ex-
plained by supposing that the same lesion that hits the thrombocyte
formation also attacks the capillary endothelia and locosens the
seams between them. LESCHKE knows about cases where the thrombocytes
are down to 20,000, and even 10,000 or 3,000 when there is no bleed-
ing at all, or bleeding is only occasional with small purpural
patches.

In our patients, the thrombocyte counts were rather vary-
ing, but not as low as FRANK’s critical values. As described earlier
in this paper, these elements showed rather considerable morphologi-
cal changes. Based on this, one may suppose that there is some infe-
riority of the thrombocytes, as well as a disturbance of function
causing the same effect as in severe thrombocytopenia. In the two
bleeder girls, the capillary resistance test was positive. This is
however not an absolute sign of an alteration within the capillary
walls, although there probably is such an alteration. The pathogene-
sis of the haemorrhages may in my opinion most easily be explained
by a co-operation between these moments, (i.e.) a disturbed function
of the thrombocytes and a general lesion of the capillary walls.
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“Los genes definen como
SOmoS pero no quienes
somos. Lo que somos no
cambia con el tiempo.
Quienes somos no deja
de cambiar.”

Gil Grissom
CSl Las Vegas




