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I. Facteur von Willebrand et ADAMTS13 

1. Le facteur Willebrand (VWF) 

a. Biosynthèse et structure primaire 

 

Le facteur Willebrand (von Willebrand factor, abrégé VWF dans la nomenclature 

internationale) est une glycoprotéine multimérique synthétisée par les cellules endothéliales [1] 

et les mégacaryocytes [2], précurseurs des plaquettes. La protéine a été isolée en 1973 [3] puis 

le gène VWF a été cloné et séquencé par 4 équipes indépendantes en 1985 [4] [5] [6] [7] . Ce gène 

très polymorphe de 178 kilobases (kb), situé sur le bras court du chromosome 12 (12p13.3,) 

est constitué de 52 exons. Il code pour un ARN messager (ARNm) de 9 kb, qui est traduit en 

un précurseur polypeptidique monomérique de 2 813 acides aminés (aa) : le pré-pro-VWF. 

On individualise sur ce précurseur le peptide signal de 22 aa (exons 2-3), le propeptide de 741 

aa (exons 3-18) et la sous-unité mature de 2050 aa (exons 19-52) (Figure 1). On distingue 

également sur le bras long du chromosome 22 un pseudo-gène non fonctionnel (VWFP), qui 

correpond aux exons 23 à 34 du gène VWF, avec lequel il existe une forte homologie de 

séquence aux alentours de 97% [8]. 

 

Structure primaire 

La structure primaire du VWF se caractérise par une organisation multi-domaines, avec à 

partir de l’extrémité N-terminale, la succession de 5 types de domaines homologues (A, B, C, 

D et CK) [9]. La structure primaire du pré-pro-VWF était ainsi classiquement représentée 

selon la séquence D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK (Figure 1A). Cette 

séquence a été récemment révisée après une étude du VWF par microscopie électronique : 

D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK (Figure 1B). Cette technique a 

permis une étude plus approfondie de l’organisation multi-domaines du VWF. Elle a ainsi mis 
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en évidence : 1) la présence de 6 domaines C consécutifs au lieu des 2 précédemment décrits, 

dans la région distale du VWF entre le domaine D4 et l’extrémité C-terminale (le site 

d’interaction avec l’intégrine α2β3 étant désormais localisé dans le domaine C4) (Figure 1B) 

2) un deuxième niveau d’organisation structurale concernant les domaines D qui s’avèrent 

constitué d’une succession de domaines indépendants (Figure 1C) [10].  

 

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

Le VWF est constitué d’une succession de domaines homologues. Cinq domaines distincts (A, B, C, D 
et CK) figuraient dans l’ancienne représentation (Fig 2A). Cette dernière a été révisée récemment. Les 
domaines B1-3, C1 et C2 sont désormais remplacés par six domaines C homologues (Fig 2B). 
L’analyse en microscopie électronique des domaines D a permis d’identifier un 2e niveau 
d’organisation structurale. Les domaines D1, D2 et D3 sont constitués de 4 structures indépendantes : 
un domaine von-Willebrand (VW), une structure cystéine-8 (C8), une structure trypsin-inhibitor-like 
(TIL) et un module E. Il n’existe pas de domaine WD ou de structure TIL sur le domaine D’. Le 
domaine D4 n’a pas de module E mais comprend une séquence spécifique D4N (d’après Zhou et al, 
Blood 2012). 
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Dimérisation et multimérisation 

Le pré-pro-VWF subit de nombreuses modifications post-traductionnelles (Figure 2). Après 

clivage du peptide signal (aa 1 à 22 de la partie N-terminale du VWF) par une furine lors de la 

translocation du pré-pro-VWF dans le réticulum endoplasmique (RE), les monomères de pro-

VWF subissent une N-glycosylation et s’assemblent au niveau du RE (pH~7.4) en dimères de 

pro-VWF via la formation de ponts disulfures inter-chaînes entre les extrémités C-terminales 

(domaines CK) [11]. Le processus de maturation se poursuit ensuite dans l’appareil de Golgi où 

les dimères de pro-VWF sont le siège d’une O-glycosylation, d’une sulfatation et 

s’assemblent en multimères. Cette multimérisation repose sur la formation de ponts disulfures 

entre les extrémités N-terminales (domaine D3) des dimères de pro-VWF [12]. Le propeptide, 

via son activité disulfide isomérase, est essentiel à cette étape de multimérisation [13].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Représentation schématique de la biosynthèse du VWF dans la cellule 
endothéliale 
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Le changement des conditions de pH dans le Golgi (pH~6.2) a par ailleurs un retentissement 

important sur la conformation des dimères de pro-VWF. Ce pH acide favorise l’association 

homolatérale des domaines D1D2 côté N-terminal, et des domaines A2, A3, D4 et des 6 

domaines C situés entre les domaines D4 et CK côté N-terminal. Les dimères de pro-VWF 

adoptent ainsi une conformation dite de « dimères en bouquet » qui favorise la compaction 

hélicoïdale des multimères de VWF formés au niveau du Golgi [14] [15] [16]. Ce changement de 

conformation pH-dépendant des dimères de pro-VWF permet l’enroulement hélicoïdal des 

multimères néformés au niveau du Golgi. Ceci entraîne une compaction du VWF, essentielle 

à son stockage dans des organelles intra-cellulaires : corps de Weibel-Palade endothéliaux ou 

granules α plaquettaires. Le clivage du propeptide (aa 23 à 763) par une furine au niveau du 

réseau trans-golgien marque la fin du processus de multimérisation. Le VWF est alors soit 

libéré directement dans le plasma et le sous-endothélium, soit stocké dans les corps de 

Weibel-Palade endothéliaux ou les granules α plaquettaires. Dans ces organelles, la sous-unité 

mature du VWF et le propeptide sont liés de façon non-covalente, selon un rapport iso-

stochiométrique. 

Ponts disulfures 

Le VWF est une protéine riche en cystéines avec un total de 232 résidus sur les 2813 que 

comporte la sous-unité mature [17]. Leur distribution est hétérogène car ils sont 

majoritairement localisés aux extrémités N- et C-terminales du VWF Ils tous impliqués dans 

la formation de liaisons disulfures intra- et inter-chaînes. Ces résidus cystéines ont un rôle 

important dans la structure secondaire du VWF et certains d’entre eux sont nécéssaires à la 

dimérisation (domaine CK) et la multimérisation (domaine D3) du VWF [18]. A l’inverse, les 

domaines A1, A2 et A3 ne comportent que deux résidus cystéines chacun. Ces résidus sont à 

l’origine de la structure en boucle des domaines A1 (entre cystéines 1272 et 1458) et A3 
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(entre cystéines 1686 et 1872) alors que le domaine A2, où les cystéines sont en position 

adjacente (1669-1670), en est dépourvu. Cette particularité structurale du domaine A2 lui 

confère une grande sensibilité à l’élongation en présence de forces de cisaillement élevées 

(Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Représentation schématique de l’élongation du domaine A2 du VWF en présence de forces de 
cisaillement élevées ou après liaison du VWF à la P-sélectine, au collagène ou à la GpIbα plaquettaire. 
Ce changement de conformation local favorise l’exposition du site de protéolyse Y1605-M1606 à 
l’ADAMTS13. 

 

 

Glycosylation 

Le VWF est une protéine riche en oligosaccharides qui représentent environ 20% du poids 

total de la molécule. Au niveau de chaque sous-unité mature, il existe 12 sites de N-

glycosylations (sur des résidus asparagine) et 10 sites de O-glycosylations (sur des résidus 

Figure 3: Changement de conformation du domaine A2 en présence de forces de 
cisaillement élevées 
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sérine ou thréonine). La composition oligosaccharidique du VWF diffère selon que le VWF 

soit d’origine endothéliale ou plaquettaire. Le VWF plaquettaire est ainsi moins sialylé et 

n’exprime pas les déterminants antigéniques de groupe sanguin A et B [19]. 

On distingue au niveau de la structure primaire du VWF les principaux sites d’interaction 

pour les ligands du VWF : le facteur VIII (domaines D’ et D3), la glycoprotéine plaquettaire 

GpIbα (domaine A1), le collagène sous-endothélial (domaines A1 et A3) et l’intégrine 

plaquettaire α2bβ3 (domaine C4) (Figure 4). Ces sites sont directement accessibles à leurs 

ligands, à l’exception de celui impliqué dans la liaison à la GpIbα (domaine A1) et du site de 

protéolyse de l’ADAMTS13 Y1605-M1606 (domaine A2), qui nécessitent au prélable 

l’élongation du VWF. Ceci prévient respectivement la liaison spontanée du VWF aux 

plaquettes circulantes et la dégradation spontanée du VWF par l’ADAMTS13 dans le plasma. 

 

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

 

Sécrétion 

Les cellules endothéliales constituent la principale source de VWF plasmatique. Le VWF 

endothélial, stocké dans les corps de Weibel-Palade, est libéré du côté apical de la cellule dans 

le plasma et du côté basal dans le sous-endothélium vasculaire selon 2 voies distinctes. La 

voie constitutive permet une libération continue de VWF vers le plasma et le sous-

endothélium. La voie régulée permet la sécrétion du VWF à partir des corps de Weibel-

Palade, sous l’influence de stimuli variés et nombreux : thrombine, adrénaline, vasopressine, 

hypoxie ou forces de cisaillement [20]. L’effet agoniste de la vasopressine sur la sécrétion 

endothéliale du VWF est exploité cliniquement pour le traitement de certaines formes 

modérées de maladie de Willebrand (VWD) via l’utilisation d’un analogue synthétique de la 

vasopressine : la desmopressine (1-deamino-8-D-arginine vasopressine : DDAVP) [21]. Les 

plaquettes constituent la deuxième source de VWF plasmatique mais celle-ci est 

quantitativement accessoire. La sécrétion plaquettaire de VWF se fait à partir des granules α, 

après activation plaquettaire par des agonistes comme la thrombine ou l’adénosine 

diphosphate (ADP). 

 

Clairance du VWF 

La clairance du VWF plasmatique s’effectue au niveau du foie et de la rate [22] selon une 

cinétique indépendante de la taille des multimères [23].  

Les macrophages, les cellules endothéliales et les hépatocytes semblent contribuer à la 

clairance du VWF via l’expression de récepteurs membranaires dont la capacité à fixer le 

VWF varie selon le profil de glycosylation de ce dernier. Le récepteur ASPGR 

(Asialoglycoprotein receptor) exprimé à la surface des macrophages et des hépatocytes, 
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interviendrait ainsi essentiellement dans la clairance du VWF lorsque ce dernier est sous une 

forme hyposialylée, par exemple secondairement à l’action de sialidases bactériennes [24]. A 

l’exception du sepsis, cette voie de clairance joue probablement un rôle accessoire dans la 

clairance du VWF circulant, dont les structures glycaniques sont caractérisées par un degré 

important de sialylation terminale. D’autres récepteurs semblent en effet impliqués dans la 

clairance du VWF sialylé [22]: le récepteur macrophagique Siglec-5 (Sialic acid-binding Ig-

like lectin 5) [25], le récepteur endothélial CLEC4M (C-type lectin domain family 4 member 

M) [26] et le récepteur LRP-1 (Low density lipoprotein receptor-related protein 1) d’expression 

plus ubiquitaire. De façon notable, l’interaction entre VWF et LRP-1 n’intervient pas en 

conditions statiques et nécessite la présence d’une intensité minimale de forces de 

cisaillement [27].  

Le profil de glycosylation du VWF module également l’intensité du processus de clairance. 

On observe en effet des taux de VWF plasmatique significativement plus bas chez les sujets 

de groupe O versus non O en lien avec une clairance plus rapide du VWF. Les mécanismes 

sous-jacents à ce différentiel de clairance restent à déterminer. 

 

A l’équilibre, la concentration plasmatique du VWF est de l’ordre de 10 µg.mL-1 avec une 

demi-vie d’environ 12 heures. Les multimères présents dans le plasma peuvent contenir 

jusqu’à 30 sous-unités dimériques [14]. Le VWF constitue ainsi chez l’homme la plus grande 

protéine en circulation dans le plasma [28] avec une taille pouvant atteindre jusqu’à 15 µm 

sous sa conformation étendue en présence de forces de cisaillement élevées [29]. 
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c. Fonctions du VWF 

i. Rôle pro-hémostatique  

 

Adhésion et agrégation plaquettaire 

En cas de brêche vasculaire, le VWF joue un rôle majeur dans le recrutement plaquettaire 

nécessaire à la formation du thrombus. Il intervient en effet dans l’adhésion plaquettaire au 

sous-endothélium vasculaire puis l’agrégation plaquettaire, deux étapes essentielles à la 

formation du thrombus plaquettaire. Son rôle est particulièrement important dans la 

microcirculation, où les interactions entre le collagène sous-endothélial et les récepteurs 

plaquettaires GPVI ou α2β1 ne résistent pas à la présence de forces de cisaillement élevées. 

En présence de telles conditions rhéologiques, l’adhésion et l’agrégation plaquettaire à la 

paroi vasculaire lésée sont alors essentiellement sous la dépendance du VWF [30].  

La séquence conduisant à la formation du thrombus plaquettaire en cas de brêche vasculaire 

est la suivante. Le VWF sous-endothélial et le VWF plasmatique liés au collagène sous 

endothélial subissent l’action de forces de cisaillement élevées qui induisent un changement 

de conformation (d’une conformation globulaire à une conformation étendue) (Figure 5). 

 

Figure 5: changement conformationnel du VWF en présence de forces de cisaillement 
d'intensité croissante (observation du VWF par microscopie à force atomique d'après Siedlecki et 
al, 1996). 
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Ceci permet l’exposition sur les multimères des sites de liaison à la GpIbα plaquettaire au 

niveau des domaines A1. Les multimères de VWF constituent alors une surface adhésive pour 

les plaquettes circulantes permettant leur rolling puis leur adhésion réversible au sous-

endothélium. Parallèlement, l’engagement du récepteur GpIbα induit une signalisation intra-

plaquettaire qui permet l’activation plaquettaire (signalisation « outside-in »). Cette activation 

plaquettaire est nécessaire à l’expression membranaire de l’intégrine α2bβ3 sous une 

conformation active (signalisation « inside-out »), liant la séquence RGD localisée dans les 

domaines C4 des multimères de VWF. L’interaction VWF-intégrine α2bβ3 permet ainsi 

l’adhésion irréversible des plaquettes au sous-endothélium puis leur agrégation, étapes 

indispensables à la consolidation du thrombus plaquettaire. La fonction pro-adhésive du VWF 

est corrélée à sa taille. Les multimères plasmatiques de plus grande taille sont en effet les plus 

susceptibles d’activer les plaquettes en raison de leur importante avidité (nombre de sites de 

liaison pour la GpIbα) et affinité intrinsèque (seuil d’élongation en présence de forces de 

cisaillement inversement corrélé à la taille des multimères) pour les plaquettes [14]. 

 

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

Le VWF plasmatique joue un rôle de protéine chaperonne vis-à-vis de nombreuses protéines 

[31]. Cette fonction de « bus moléculaire » s’exerce notamment vis-à-vis du facteur VIII 

(FVIII). Le VWF joue ainsi un rôle indirect dans la coagulation plasmatique en se liant au 

FVIII. La liaison non-covalente du VWF au FVIII repose sur un site de liaison spécifique 

localisé au niveau des domaines D’D3 (résidus 764-1035) [32,33]. Le FVIII lié au VWF ne peut 

interagir avec les constituants du complexe ténase (facteur IX, facteur X et phospholipides 

anioniques membranaires) ce qui prévient l’activation prématurée de la coagulation. La 

thrombine est en effet nécessaire au clivage du complexe FVIII-VWF et à l’activation du 

FVIII en FVIIIa. Cette interaction VWF-FVIII protège également le FVIII d’une dégradation 
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enzymatique prématurée par la protéine C activée [34]. En l’absence de formation du complexe 

VWF-FVIII, la demi-vie plasmatique du FVIII est ainsi réduite jusqu’à 1 à 2 heures au lieu de 

12 heures en présence de VWF. Un déficit en FVIII peut donc être observé soit en cas de 

déficit quantitatif en VWF, soit en présence d’une mutation au sein des domaines D’ et D3 

affectant la capacité de liaison du VWF au FVIII (maladie de Willebrand de type 2N). 

 

ii.  Autres fonctions du VWF 

Le VWF est impliqué dans de nombreux processus physiologiques autres que l’hémostase [31].  

Rôle pro-inflammatoire du VWF 

Le VWF joue un rôle actif dans la réaction inflammatoire. Les complexes VWF-plaquettes, 

formés à la surface de l’endothélium activé, participent au recrutement des leucocytes 

circulants au site de l’inflammation. Ces complexes VWF-plaquettes favoriseraient les étapes 

de rolling et d’adhésion leucocytaire [35] ainsi que l’extravasation leucocytaire [36]. Ces 

observations concordent avec la capacité du VWF à se lier à différents récepteurs 

membranaires leucocytaires (PSGL-1, β2 intégrine et Siglec-5) [31], ainsi qu’aux « neutrophil 

extracellular traps » (NETs). Cette liaison du VWF aux NETs repose sur une interaction 

électrostatique entre le domaine A1 du VWF chargé positivement et l’ADN, constituant 

principal des NETs chargé négativement, et nécessite la présence de forces de cisaillement 

[37]. Les NETs, d’identification récente, sont des filaments d’ADN décondensés associés à des 

protéines granulaires de type histones, qui sont libérés par les leucocytes activés à l’issu d’un 

programme de mort cellulaire spécifique [38]. Au-delà de leur rôle anti-microbien, les NETs 

ont également des effets pro-thrombotiques et cytotoxiques [39]. 

Une étude récente suggère ainsi l’intérêt d’une inhibition ciblée du VWF pour réduire 

l’inflammation tissulaire in-vivo. Dans un modèle murin de vascularite leucocytoclasique par 
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dépôts de complexes immuns (modèle d’Artus), l’utilisation d’un anticorps polyclonal anti-

VWF induit une nette régression des lésions inflammatoires cutanées via l’inhibition de 

l’extravasation leucocytaire. De façon notable, cet effet anti-inflammatoire ne s’accompagne 

pas de manifestations hémorragiques puisque l’anticorps anti-VWF utilisé n’interfère pas 

avec les fonctions pro-hémostatiques du VWF [40]. 

D’autres études suggèrent également l’intérêt d’inhiber cette fonction pro-inflammatoire du 

VWF dans les pathologies thrombotiques artérielles et veineuses. Un modèle murin de 

thrombose veineuse profonde (TVP), induite par une sténose partielle de la veine cave 

inférieure, suggère ainsi l’implication du VWF à différentes étapes du processus de TVP. 

L’interaction VWF-GpIbα serait essentielle au recrutement des plaquettes et à l’interaction 

entre plaquettes et cellules de l’immunité innée observée à la phase initiale de la TVP [41].  

Secondairement, l’interaction VWF-NETs favoriserait la propagation du processus 

thrombotique [41]. La lutte contre l’inflammation constitue également un nouvel axe de 

recherche dans l’infarctus cérébral en vue d’une meilleure prévention des phénomènes 

thrombo-inflammatoires à l’origine des lésions d’ischémie-reperfusion (I/R), sur lesquelles la 

thrombolyse semble peu efficace [42]. Différents modèles animaux suggèrent le VWF comme 

une cible candidate d’intérêt pour la prévention des lésions I/R. La ligature puis la reperfusion 

de l’artère cérébrale moyenne induit ainsi un infarctus cérébral moins sévère chez les souris 

génétiquement déficientes en VWF (VWF-/-) vs contrôles. Inversement, la restauration d’une 

synthèse endogène de VWF par injection hydrodynamique de VWF sauvage à une souris 

VWF-/- restaure sa susceptibilité à l’infarctus cérébral [43]. Les formes VWF-THPM pourraient 

être plus particulièrement en cause dans l’apparition des lésions I/R car l’ADAMTS13 semble 

avoir un rôle protecteur vis à vis de ces lésions, en permettant une limitation de la taille de 

l’infarctus dans ces modèles animaux [44]. 
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Rôle anti-angiogénique du VWF 

La première étude expérimentale à établir un lien entre VWF et angiogenèse date de 2011. 

Cette étude soutient un rôle du VWF endothélial dans la régulation négative de l’angiogénèse. 

L’inhibition de l’expression endothéliale du VWF par siRNA induit une augmentation de la 

prolifération cellulaire et de l’angiogenèse contrôlées par le récepteur VEGF-R2 (vascular 

endothelial growth factor receptor 2). De plus, dans un modèle de souris VWF-/-, cette étude 

rapporte une augmentation conjointe de l’angiogenèse (dans un modèle sous-cutané de 

Matrigel)  et de la densité capillaire auriculaire, par rapport à des souris sauvages contrôles 

[45]. Cette même équipe a par ailleurs mis en évidence une augmentation du nombre de cellules 

endothéliales circulantes et des niveaux élevés de cytokines pro-angiogéniques chez les 

patients atteints de VWD [46]. Randi et al. propose ainsi un modèle où le VWF régulerait 

négativement l’angiogénèse dépendante du récepteur VEGF-R2. (Vascular Endothelial 

Growth Factor Receptor-2) selon deux voies, intra- et extra-cellulaire, impliquant 

respectivement l’angiopoiétine 2 et l’intégrine αvβ3 [47]. 

Certaines formes de maladie de Willebrand (VWD) étant caractérisées par une incidence 

élevée d’hémorragies digestives sur angiodyplasies, ces études ont soulevé un vif intérêt en 

suggérant l’hypothèse d’un lien direct entre certaines anomalies du VWF et une altération du 

processus angiogénique. Les hémorragies digestives liées aux angiodysplasies compliquent 

plus volontiers la VWD de type 3 (dans lesquelles le déficit en VWF concerne à la fois les 

compartiments endothélial, plasmatique et plaquettaire), et les formes constitutionnelles ou 

acquises associées à une perte des multimères de haut poids moléculaires du VWF (VWF-

HPM) dans le compartiment plasmatique. Ce dernier point suggère que le VWF plasmatique, 

notamment les VWF-HPM, pourrait également jouer un rôle physiologiquement essentiel 

dans la régulation négative de l’angiogenèse, selon un mécanisme qui reste à définir [31]. 
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Rôles du VWF dans la prolifération cellulaire et l’apoptose 

De façon inattendue, le VWF a récemment été impliqué dans l’induction de mécanismes pro-

apoptotiques. L’interaction VWF-GpIbα pourrait dans certaines conditions induire l’apoptose 

plaquettaire [48]. L’interaction VWF-intégrine αvβ3 aurait un effet anti-prolifératif sur 

certaines lignées tumorales en entrainant l’apoptose des cellules cancéreuses [49]. Inversement, 

certaines tumeurs pourraient développer un mécanisme d’échappement à cet effet anti-

tumoral du VWF, via la synthèse d’une protéase capable de cliver les multimères de VWF [50]. 

Le lien récent établi entre le VWF et l’artériopathie cérébrale CADASIL (cerebral autosomal 

dominant arteriopathy with subcordial infarcts and leukoencephalopathy) soulève de 

nouvelles interrogations sur l’implication du VWF dans le remodelage de la paroi vasculaire. 

En cas de dépôts importants de VWF dans l’intima, l’interaction entre VWF et cellules 

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

lien avec l’induction de voies de signalisation intra-cellulaires spécifiques [51]. 

 

VWF et mégacaryocytopoïèse 

Le VWF intervient à différents stades de la thrombopoïèse. Une anomalie de la maturation 

mégacaryocytaire a ainsi été reportée en présence de la mutation p.R1308P responsable d’une 

MW de type 2B [52]. Plus récemment, une étude suggère l’importance conjuguée du VWF et 

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

discoïdes dans la circulation [53].  
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2. L’ADAMTS13 

a. Biosynthèse et structure primaire 

Le gène ADAMTS13 (A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin domains-

13), situé sur le bras long du chromosome 9 (9q34), a une taille de 37kb et est constitué de 29 

exons [54]. Son transcript principal est un ARNm de 4,7kb codant pour un précurseur protéique 

de 1427 aa : la pro-ADAMTS13. Il existe également d’autres transcrits, issus d’épissages 

alternatifs, dont la fonction est inconnue. La pro-ADAMTS13 comporte un peptide signal (33 

aa), un propeptide (41 aa) et la chaîne monomérique mature (1353 aa). La structure primaire 

de l’ADAMTS13 est composée d’une succession de domaines structuraux caractéristiques de 

la famille ADAMTS : un domaine métalloprotéase N-terminal (aa 75-290), un domaine 

désintégrine (aa 291-385), un premier motif thrombospondine : TSP-1 (aa 386-439), un 

domaine riche en cystéines : Cystein-rich (aa 440-555), 7 motifs TSP-1 additionnels (aa 686-

1191) et 2 domaines CUB : complement components C1r/C1s, Urinary EGF et Bone 

morphogenetic protein (aa 1192-1427) [Levy GG et al, 2001] (Figure 6). Cette protéine 

monomérique a une masse moléculaire de 190 kDa. 

 

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

On distingue de l’extrémité N-terminale vers l’extrémité C-terminale : le peptide signal (S), le 
domaine métalloprotéase (M) contenant le site catalytique, le domaine Désintégrine (D), un 1er motif 
thrombospondine (1), le domaine cystéin-rich (C), le domaine Spacer (S), 7 motifs additionnels 
thrombospondine (2 à 8) et 2 domaines CUB. 
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b. Sécrétion et clairance 

L’ADAMTS13 est synthétisée principalement par les cellules stellaires péri-sinusoïdales 

hépatiques [55] et les cellules endothéliales [56]. Sa demi-vie est de 2 à 3 jours. Sa concentration 

plasmatique est d’environ 1 µg.ml-1. 

 

c. Fonction de l’ADAMTS13 : la protéolyse du VWF 

 

La biosynthèse du VWF génère un ensemble hétérogène de multimères de différentes tailles, 

pouvant inclure jusqu’à 60 sous-unités dimériques, qui sont stockés dans les corps de Weibel-

Palade. Dans le plasma normal, les multimères de VWF contiennent de 2 à 40 sous-unités et 

ont donc une taille moyenne inférieure aux multimères stockés au sein des corps de Weibel-

Palade. Ceci témoigne de l’existence de mécanismes régulant la taille des multimères de 

VWF dans le plasma. La protéolyse du VWF par l’ADAMTS13 joue un rôle majeur dans 

cette régulation [31]. 

i. Bases moléculaires de la protéolyse du VWF par l’ADAMTS13 

L’ADAMTS13 a pour substrat unique le VWF, qu’elle protéolyse au niveau d’une liaison 

peptidique unique localisée dans le domaine A2 entre les résidus Tyrosine 1605 et Méthionine 

1606 (Y1605-M1606) [57]. Ce clivage s’observe après une élongation préalable du VWF, qui 

nécessite une dénaturation chimique du VWF par de faibles concentrations de guanidine-HCl 

ou d’urée en phase statique [57], ou la présence de forces de cisaillement élevées en conditions 

de flux [58]. Les bases moléculaires de la protéolyse du VWF par l’ADAMTS13 sont 

désormais bien établies [59]. Cette protéolyse nécessite une interaction préalable entre le VWF 

et l’ADAMTS13, via des exosites spécifiques localisés au niveau des domaines A2 et D4 du 

VWF [60,61]. Cette interaction VWF-ADAMTS13 peut être modélisée comme un processus 
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multi-étapes nécéssaire à l’orientation correcte du domaine catalytique métalloprotéase de 

l’ADAMTS13 vis-à-vis du site de clivage Tyr1605-Met1606 [62] (Figure 7). La protéolyse du 

VWF par l’ADAMTS13 est un phénomène extrêmement dynamique. Il a été en effet estimé 

que cette réaction protéolytique interviendrait après environ 200 secondes in-vivo [63]. 

 

 

Figure 7: Représentation schématique de l'interaction multi-sites VWF-ADAMTS13 
(préalable au clivage protéolytique du domaine A2 du VWF par le domaine métalloprotéase de 
l'ADAMTS13) 
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ii.  Régulation mécano-enzymatique de la protéolyse du VWF par l’ADAMTS13 

La protéolyse du VWF par l’ADAMTS13 en conditions de flux est un processus mécano-

enzymatique complexe soumis à une régulation temporo-spatiale [14] [16]. 

En conditions laminaires, la vitesse d’écoulement du sang augmente de la paroi vers le centre 

du vaisseau. Le flux sanguin peut alors être modélisé comme une succession de couches 

concentriques, ou lamina, s’écoulant à des vitesses variables, maximales au centre du vaisseau 

et nulles le long de la paroi. Ce différentiel de vitesses génère des forces de cisaillement (ou 

shear stress) d’intensité maximale le long de la paroi vasculaire. Ces forces de cisaillement 

sont d’intensité variable dans l’arbre circulatoire et sont très intenses dans la microcirculation 

(artérioles et capillaires). Ces forces hydrodynamiques génèrent des contraintes mécaniques 

proportionnelles à la taille des molécules ou cellules circulantes dans le sang. La structure 

polymérique et la flexibilité conformationnelle du VWF lui confèrent une sensibilité unique 

aux forces de cisaillement issues du flux sanguin. 

En présence d’un flux laminaire, les multimères libres dans la circulation ont leurs deux 

extrémités localisées dans des lamina distinctes, et qui diffèrent donc par leur vitesse 

d’écoulement. Ce différentiel de vitesse génère une contrainte hydrodynamique d’intensité 

plus importante sur l’extrémité la plus proche de la paroi vasculaire provoquant la rotation 

rapide des multimères sur eux-mêmes. De plus, à chaque cycle de rotation à 360°, les 

multimères expérimentent deux cycles d’élongation/compaction extrêmement dynamiques. Le 

flux laminaire peut ainsi être modélisé comme la résultante d’un écoulement de type 

rotationnel dans le plan sagittal et d’un écoulement de type élongationnel dans le plan 

horizontal [14] [16]. 
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En raison du temps réduit de la phase d’élongation, l’extension des multimères est limitée en 

condition laminaire ce qui permet à la fois de prévenir toute interaction spontanée avec les 

plaquettes circulantes et de protéger le VWF d’une dégradation spontanée par l’ADAMTS13. 

Trois facteurs additionnels contribuent à une régulation temporo-spatiale de la protéolyse du 

VWF par l’ADAMTS13 en conditions de flux : 1) A intensité égale de forces de cisaillement, 

la sensibilité du VWF à l’élongation est corrélée à la longueur des multimères car ces derniers 

subissent des contraintes hydromécaniques plus importantes 2) La liaison du VWF à un 

récepteur cellulaire (GpIbα, P-sélectine) annule la composante rotationnelle au profit de la 

composante élongationelle du flux. A intensité équivalente de shear stress, le VWF lié 

s’allonge ainsi plus que le VWF libre dans le plasma et est plus susceptible à l’action 

protéolytique de l’ADAMTS13  3) En cas de brêche vasculaire, les conditions de flux sont 

modifiées avec la présence de deux zones d’écoulement élongationnel au niveau même de la 

brêche et dans la zone vasculaire en amont siège d’une vasoconstriction. Ces conditions 

rhéologiques créent des gradients de pression responsables d’une augmentation très 

importante des forces de cisaillement augmentant à la fois l’affinité du VWF à la GpIbα 

(formation du thrombus plaquettaire) et sa sensibilité à la protéolyse par l’ADAMTS13 en 

périphérie du caillot (régulation négative de la croissance du thrombus). 

Le clivage du VWF par l’ADAMTS13 n’intervient ainsi que dans certaines conditions, en 

fonction de l’accessibilité du site de clivage Y1605-M1606 à son enzyme. L’ADAMTS13 

intervient pour prévenir la libération dans le plasma des multimères de très grande taille, 

sécrétés par l’endothélium (multimères de très haut poids moléculaire, VWF-THPM). 

L’ADAMTS13 protéolyse ces mégamultimères en provenance des corps de Weibel-Palade, 

alors qu’ils sont encore liés à l’endothélium via la P-sélectine ou l’intégrine αvβ3. Cette 

liaison du VWF et la présence de forces de cisaillement élevées favorisent en effet 
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l’élongation de ces mégamultimères VWF-THPM qui exposent alors la liaison peptidique 

Y1605-M1606. L’ADAMTS13 prévient ainsi la libération de ces multimères hyper-fonctionels 

dans le plasma. Leur clivage génère des multimères de taille inférieure (VWF-HPM, VWF-

IPM, VWF-BPM), qui dès leur libération dans le plasma adoptent une conformation 

globulaire les protégeant de toute dégradation supplémentaire par l’ADAMTS13 (Figure 8). 

 

Figure 8: Régulation de la taille du VWF par l'ADAMTS13.  

Protéolyse des multimères de très haut poids moléculaire (VWF-THPM) liés à l’endothélium (via la P-
sélectine) et aux plaquettes (via la GpIbα) en multimères de taille inférieures (VWF-HPM, -IPM, -
BPM).  

 

Au sein d’un thrombus artériel en formation, le VWF lié aux plaquettes constitue un autre 

substrat préférentiel de l’ADAMTS13. La liaison du VWF à la GpIbα plaquettaire favorise 

l’ouverture du domaine A2 adjacent et sa protéolyse par l’ADAMTS13. Cette dernière en 

diminuant la taille des multimères de VWF au sein du thrombus artériel contribue à prévenir 

l’occlusion complète de l’artère par le thrombus. Ce rôle de l’ADAMTS13 est essentiel dans 

la microcirculation où l’agrégation plaquettaire est essentiellement dépendante du VWF. 

L’ADAMTS13 joue ainsi un rôle majeur dans la limitation de la taille des multimères de 
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VWF plasmatique et dans la régulation négative de la croissance du thrombus artériel dans la 

microcirculation. 

iii.  Exemples de dysrégulation de la protéolyse du VWF par l’ADAMTS13 

Le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) et la maladie de Willebrand (VWD) de 

type 2A témoignent de l’importance de la régulation de la protéolyse du VWF par 

l’ADAMTS13. Le PTT est une micro-angiopathie thrombotique dont la survenue est associée 

à un déficit fonctionnel sévère en ADAMTS13 [54]. Il en résulte une absence de protéolyse du 

VWF à l’origine d’une présence anormale de VWF hautement multimérisé d’origine 

endothéliale (VWF-THPM) dans la circulation (Figure 9). 

 

Figure 9: Présence anormale de multimères de très haut poids moléculaire dans le sang 
en l'absence d'ADAMTS13 fonctionnelle : situation à risque de purpura thrombotique 
thrombocytopénique (PTT). A l’état normal, l’ADAMTS13 clive les multimères de très 
haut poids moléculaire (THPM) synthétisés dans la celluel endothéliale puis stockés dans les 
corps de Weibel-Palade, en multimères de plus petite taille dit de haut poids moléculaire 
(HPM), poids moléculaire intermédiaire (IPM) ou bas poids moléculaire (BPM). 
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Dans certaines circonstances associées à une activation endothéliale majeure, ces VWF-

THPM peuvent induire une activation plaquettaire spontanée dans la microcirculation à 

l’origine de thrombi disséminés. Ces thrombi induisent des défaillances d’organes multiples, 

une fragmentation mécanique des hématies responsable d’une anémie hémolytique mécanique 

et une thrombopénie de consommation.  

La VWD de type 2A est une pathologie hémorragique héréditaire secondaire à une protéolyse 

excessive du VWF par l’ADAMTS13. Elle est causée en règle par une mutation altérant la 

conformation du domaine A2 du VWF et augmentant l’exposition du site de clivage Y1605-

M1606. Ceci entraîne la protéolyse des multimères de plus haut poids moléculaire (VWF-HPM 

et parfois VWF-IPM)  indispensables à la fonction pro-hémostatique du VWF.  
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II.  La maladie de Willebrand (VWD) 
 

La première observation clinique de maladie de Willebrand (Von Willebrand Disease, abrégé 

VWD dans la nomenclature internationale) date de 1926. Le Dr Erick Von Willebrand 

rapporte alors le cas d’une petite fille de 5 ans consultant pour un syndrome hémorragique 

cutanéo-muqueux et qui décédera secondairement à l’âge de 13 ans de ménorragies. 

L’anamnèse familiale confirme alors l’existence de manifestations hémorragiques similaires 

du côté paternel et maternel, touchant indifféremment les 2 sexes, et suggérant ainsi l’origine 

génétique de cette pathologie hémorragique. Cette nouvelle pathologie, distincte de 

l’hémophilie déjà décrite à l’époque, est initialement désignée sous le terme de « pseudo-

hémophilie ». La purification de la protéine puis le séquençage du gène du VWF 

interviendront un demi-siècle plus tard. 

 

1. Définition et prévalence 

a. VWD constitutionnelle 

La VWD constitutionnelle est définie comme une pathologie hémorragique d’origine 

génétique, secondaire à un défaut de la concentration, de la structure ou de la fonction du 

VWF, indépendamment de la localisation ou non de la mutation causale sur le gène VWF [64]. 

Elle est considérée comme la plus fréquente des pathologies hémorragiques constitutionnelles. 

Si sa prévalence a été initialement estimée à environ 1 % de la population générale [65,66], ce 

chiffre a secondairement été revu à la baisse aux alentours de 0,01 % [67]. La forme la plus 

sévère de VWD (VWD de type 3) est rare de l’ordre de 1/106 individus. 
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b. VWD acquise 

La VWD acquise ou syndrome de Willebrand acquis (acquired von Willebrand disease, 

abrégé AVWS dans la nomenclature internationale) est une pathologie hémorragique dont 

l’expression clinico-biologique peut être similaire à la VWD constitutionnelle. L’apparition 

récente d’un syndrome hémorragique cutanéo-muqueux, en l’absence d’antécédents 

hémorragiques familiaux ou personnels, est très évocateur du diagnostic. La mise en évidence 

d’une VWD acquise nécessite un bilan étiologique à la recherche d’une pathologie sous-

jacente susceptible d’interférer avec la synthèse, la protéolyse, la clairance ou la fonction du 

VWF. Bien que rare, sa prévalence pourrait être sous-estimée en raison de la méconnaissance 

de cette pathologie hémorragique par la communauté médicale et du caractère non-spécifique 

des manifestations hémorragiques associées. 

 

2. Physiopathologie de la VWD 

 

a. Classification et bases moléculaires de la VWD constitutionnelle 

La classification internationale de la VWD constitutionnelle, initialement publiée en 1994 

puis révisée en 2006, repose sur une approche phénotypique. Elle individualise 3 types 

principaux de VWD : les déficits quantitatifs partiels (type 1) ou complet (type 3), et les 

déficits qualitatifs (type 2) comprennant quatre sous-types : 2A, 2B, 2M et 2N [64] (Table 1). 

La transmission de la VWD intervient le plus souvent selon un mode autosomal dominant, à 

l’exception des types 3, 2N, ainsi que de rares variants 2A dont la transmission est récessive. 
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Type 
Sous-
type Base(s) moléculaires du déficit en VWD  

1  Déficit quantitatif partiel en VWF 
 

2 

2A 

Déficit qualitatif en VWF (variants moléculaires) 
 
Défaut d’interaction du VWF avec les plaquettes et le sous-endothélium secondaire à 
l’absence des VWF-HPM  
 

2B Augmentation de l’affinité du VWF pour les plaquettes 
 

2M Défaut d’interaction du VWF avec les plaquettes ou le sous-endothélium malgré l’absence 
de déficit quantitatif en VWF-HPM  
 

2N 
 

Diminution de l’affinité du VWF pour le FVIII 
 

3 
 

 Déficit quantitatif total en VWF 

Table 1: classification ISTH de la maladie de Willebrand constitutionnelle 
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Les mutations causales sont variées avec une distribution hétérogène sur l’ensemble du gène 

dans les types 1 et 3, et une distribution relativement restreinte dans le type 2 où elles sont le 

plus souvent localisées à proximité des sites fonctionnels d’interaction compromettant la 

liaison du VWF à un de ses ligands (essentiellement plaquettes, collagène et facteur VIII 

(Figure 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. 

 

 

i. Type 1 

Le type 1 est défini comme un déficit quantitatif partiel en VWF. Il se traduit par une 

diminution proportionnelle de la concentration protéique (VWF:Ag) et de l’activité 

fonctionnelle (activité cofacteur de la ristocétine, VWF:RCo) du VWF, sans anomalie 

significative de la structure multimérique. La pénétrance intra-familiale du phénotype 

hémorragique et la probabilité de retrouver une mutation sur le gène VWF varient selon 

l’intensité du déficit. Pour des taux de VWF:Ag < 30 UI. dL-1, le génotypage objective 

Figure 10: Localisation des anomalies de traduction en fonction du type de 
maladie de Willebrand 
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habituellement une mutation à forte pénétrance affectant soit la sécrétion, soit la clairance du 

VWF. Inversement, pour des taux compris entre 30 et 50 UI.dL-1, les rares mutations mises en 

évidence ne co-ségrégent pas avec le phénotype hémorragique [68,69]. Ceci suggère l’existence 

de polymorphismes génétiques hors locus VWF affectant la sécrétion ou la clairance 

plasmatique du VWF. 

ii.  Type 2 

Le type 2 regroupe les variants qualitatifs de VWD à l’origine d’une interaction anormale du 

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

Sous-type 2A 

Dans le variant 2A, la diminution de l’affinité du VWF plasmatique pour la GpIbα 

plaquettaire est secondaire à un déficit en multimères de haut poids moléculaire (VWF-HPM).  

Deux classifications répertorient les différents mécanismes, parfois associés, sous-jacents au 

déficit en VWF-HPM. L’étude du profil multimérique obtenu après électrophorèse en 

conditions non-dénaturantes sur un gel de SDS-agarose permet de distinguer quatre variants 

dans le sous-type 2A : 2A (IIA), 2A (IIC), 2A (IID) et 2A (IIE). Cette classification 

phénotypique se base sur l’analyse de la distribution multimérique et sur la présence ou non 

des bandes satellites [70]. L’analyse des bandes satellites, marqueurs de la protéolyse du VWF 

par l’ADAMTS13, s’apparente ainsi à une étude semi-quantitative de la protéolyse du VWF 

[71]. La protéolyse du VWF par l’ADAMTS13 est ainsi augmentée dans les variants 2A (IIA) 

mais diminuée voire absente pour les sous-types 2A (IIC), 2A (IID) et 2A (IIE) par rapport à 

des sujets témoins [72] (Table 2). L’approche génotypique [73] repose sur l’expression de la 

protéine mutante in vitro par transfection cellulaire eucaryote. Les mutations associées aux 

variants 2A (IIA), localisées essentiellement au niveau du domaine A2, sont ainsi classées en 

2 groupes. Les mutations du groupe 1 affectent au niveau endothélial l’assemblage ou la 
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sécrétion des VWF-HPM. Les mutations du groupe 2 n’interfèrent pas avec l’assemblage ou 

la sécrétion du VWF mais elles augmentent la susceptibilité des VWF-HPM à leur protéolyse 

par l’ADAMTS13 dans le plasma. Ainsi, bien que la perte des VWF-HPM soit une 

caractéristique commune à l’ensemble des variants 2A, les mécanismes sous-jacents au déficit 

varient selon la mutation causale. 

Sous-type 2B 

Dans le variant 2B, les mutations en cause modifient la conformation du domaine A1 en une 

conformation « active » permettant la liaison spontanée du VWF à la GpIbα plaquettaire 

(mutation « gain de fonction »). Cette adsorption spontanée du VWF aux plaquettes serait 

responsable de la thrombopénie et de la disparition des multimères VWF-HPM du plasma. Le 

VWF lié à la surface des plaquettes est en effet plus facilement protéolysé par l’ADAMTS13 

[74]. La liaison entre le domaine A1 du VWF et la GpIbα plaquettaire retentirait sur la 

conformation du domaine voisin A2, facilitant ainsi l’accès de l’ADAMTS13 au site de 

clivage Y1605-M1606 [75]. D’après des études plus récentes, la physiopathologie de la 

thrombopénie apparaît plus complexe avec la description de mécanismes additionnels pour 

certaines mutations : anomalies de la mégacaryocytopoïèse [52], clairance accélérée des 

complexes VWF-plaquettes par les macrophages spléniques et hépatiques dans un modèle 

murin [22]. La mutation 2B p.V1316M (initialement décrite dans le syndrome de Montréal, une 

variété de thrombopénie familiale) se caractérise notamment par une thrombopathie, 

secondaire à une anomalie de l’activation de GpIIb/IIIa (signalisation « inside-out ») [76]. 

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

hémorragique associé à la mutation 2B p.V1316M [77]. 
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Domaine 
 

Mode de 
Transmission 

VWF-HPM Bandes satellites Bases moléculaires du déficit en VWF 

2A(IIA) A2 Dominant ↓↓↓ Accentuées 

- Groupe 1 :  
Anomalie de la multimérisation du VWF 
Anomalies du stockage du VWF au 
niveau endothélial 
- Groupe 2 excès de protéolyse du VWF 
par l’ADAMTS13 dans le plasma  

2A(IIC) D1/D2 Récessif ↓↓ Absentes 
Anomalie de la multimérisation du VWF 
 

2A(IID) CK Récessif ↓↓ Absentes Anomalie de dimérisation du VWF 

2A(IIE) D3 Dominant ↓↓ 
ou présents 

Absentes 
Anomalie de multimérisation du VWF 
Rétention intra-endothéliale du VWF 
Augmentation de la clairance  

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

Dans le variant 2M, les VWF-HPM sont présents mais qualitativement anormaux avec une 

affinité diminuée pour la GpIbα (domaine A1) et/ou le collagène sous-endothélial (domaines 

A1 et A3).  

 

Sous-type 2N 

Le variant 2N résulte d’une absence (ou franche diminution) de la liaison du VWF au FVIII. 

Cette anomalie de la liaison VWF-FVIII se traduit par un déficit plasmatique isolé en FVIII 

(homozygotes ou hétérozygotes composites) contrastant avec des taux normaux ou peu 

diminués de VWF (VWF:Ag et VWF:RCo). 

 

iii.  Type 3 

Le type 3 est défini comme un déficit quantitatif complet en VWF. La symptomatologie 

comprend des manifestations hémorragiques de type coagulopathie (hématomes profonds et 

hémarthroses) liées à la sévérité du déficit secondaire en FVIII en plus des manifestations 

hémorragiques cutanéo-muqueuses classiques de la VWD. 

 

b. Physiopathologie de la VWD acquise 

La dénomination « syndrome de Willebrand acquis » (AVWS) apparaît plus appropriée au vu 

de la diversité des pathologies sous-jacentes à un déficit acquis en VWF. Ces nombreuses 

étiologies illustrent la diversité des mécanismes sous-jacents répertoriés à ce jour: diminution 

de la synthèse du VWF en cas d’hypothyroïdie, inhibition de la liaison du VWF au collagène 

ou aux plaquettes [78] en présence d’auto-anticorps neutralisants, augmentation de la clairance 
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plasmatique du VWF en présence d’une dysglobulinémie monoclonale [79], adsorption du 

VWF plasmatique sur les plaquettes dans certains cas de thrombocytémie esssentielle [80] ou 

sur des cellules carcinomateuses [81], protéolyse du VWF plasmatique en présence de forces 

de cisaillement élevées générées par un syndrome myéloprolifératif [82], un rétrécissement 

aortique sévère [83] ou une assistance ventriculaire gauche à flux continu [84]. La mise en place 

d’un registre international avait initialement mis en évidence une nette prédominance des 

étiologies myélo-prolifératives (15%), lympho- prolifératives (48%) ou cardio-vasculaires 

(21%) [85]. D’après des études de cohorte plus récentes, les cardiopathies à forces de 

cisaillement élevées, de caractérisation plus récente, seraient actuellement la cause la plus 

fréquente de VWD acquise [85,86,87].  

 

3. Manifestations cliniques 

La VWD se traduit par un syndrome hémorragique affectant préférentiellement la peau 

(ecchymoses, saignement prolongé lors de plaie cutanée) et les muqueuses (hyperménorrhée, 

épistaxis, gingivorragie, hémorragies digestives). Les saignements post-traumatiques ou post-

chirurgicaux, notamment lors d’amygdalectomie ou d’avulsions dentaires, sont classiquement 

observés en l’absence de traitement hémostatique préventif. Plus rarement, on observe la 

survenue d’hémarthroses ou d’hématomes dans les formes de VWD associées à des taux très 

diminués de FVIII. L’intensité du syndrome hémorragique dans la VWD est cependant très 

hétérogène. Elle est globalement corrélée à la sévérité du déficit en VWF, en FVIII ou en 

plaquettes (pour le variant 2B) mais la pénétrance de la VWD peut être très variable au sein 

d’une même famille.  
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Bien que le syndrome hémorragique soit identique dans les formes constitutionnelle et 

acquise, la survenue de manifestations hémorragiques spontanées semble plus rare dans la 

VWD acquise, possiblement en lien avec l’intégrité du compartiment plaquettaire. 

Les hémorragies digestives sont observées aussi bien dans la VWD acquise que dans la VWD 

constitutionnelle. Elles surviennent essentiellement dans les formes associées à un déficit en 

VWF-HPM, qui semblent associées à une prévalence plus élevée d’angiodyplasies digestives. 

La première étude à faire mention de ce lien entre VWD constitutionnelle et angiodysplasies 

digestives date de 1993. Cette étude de registre portant sur 4503 patients avait alors mis en 

évidence une prévalence d’angiodysplasies digestives de 2% dans la VWD de type 2 et de 

4.5% dans la VWD de type 3, constrastant avec une prévalence nulle dans la VWD de type 1 

[88]. Cependant, la prévalence réelle des angiodysplasies digestives était probablement sous-

estimée puique les examens permettant une exploration de l’intestin grêle n’ont été introduits 

qu’ultérieurement : la vidéocapsule en 2000 et l’entéroscopie en 2004 [89]. Par ailleurs, cette 

étude ne comportait pas d’analyse différenciée de la prévalence des angiodysplasies en 

fonction des sous-types de VWD de type 2 (2A, 2B, 2M et 2N). A ce sujet, une récente étude 

italienne souligne, au terme d’un suivi prospectif de deux ans, une incidence de 36% 

d’hémorragies digestives dans la VWD constitutionnelle de type 2A (absence de VWF-HPM) 

vs une incidence limitée à 3% dans la VWD de type 2M (présence de VWF-HPM) [90]. Une 

prévalence élevée d’hémorragies digestives a depuis été rapportée dans différentes formes de 

VWD acquise associées à un déficit en VWF-HPM : VWD acquise associée à une 

insuffisance mitrale [91], VWD acquise associée aux assistances circulatoires mécaniques à 

flux continu [84, 92, 93]. 
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4. Diagnostic biologique 

 

Le bilan de 1ère intention en cas de suspicion de VWD comporte au minimum le dosage du 

FVIII, le dosage antigénique et la mesure de l’activité fonctionnelle du VWF (respectivement 

VWF:Ag et VWF:RCo), et la réalisation d’une agrégation plaquettaire à faibles 

concentrations de ristocétine (Ristocetin Induced Platelet Agregation, RIPA) si ce test est 

disponible. Le calcul des ratios FVIII / VWF:Ag et VWF:RCo / VWF:Ag fait partie 

intégrante de ce bilan de dépistage. La réalisation d’un temps d’occlusion sur PFA-100® peut 

s’avérer utile en raison de la sensibilité de ce test aux déficits quantitatif ou qualitatif en 

VWF, à l’exception de la VWD de type 2N [94] (voir Annexe, revue 2).  

Le typage phénotypique d’une VWD requiert la réalisation d’examens biologiques plus 

spécialisés: étude de la distribution multimérique du VWF, dosage du propeptide (VWFpp) ou 

mesure de la liaison du VWF au collagène (VWF:CB). L’obtention du profil multimérique du 

VWF requiert la réalisation d’une électrophorèse le plus souvent sur un gel SDS-agarose, qui 

permet la séparation des multimères plasmatiques en fonction de leur poids moléculaire. Cet 

examen est capital pour le typage de la VWD, une fois écartés les diagnostics de VWD de 

type 2B et de type 2N. Il permet notamment la distinction entre VWD de type 2A (où il existe 

un déficit plasmatique en VWF-HPM et parfois en VWF-IPM) et VWD de type 2M (où tous 

les multimères sont présents) (Figure 11). 
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Figure 11: Place de la détermination du profil multimérique du VWF dans la stratégie 
de diagnostic et de typage de la maladie de Willebrand 

 

A l’exception du bilan biologique nécessaire à la mise en évidence d’un auto-anticorps anti-

VWF, les examens à visée diagnostique dans le syndrome de Willebrand acquis sont les 

mêmes que ceux utilisés dans la VWD constitutionnelle : VWF:Ag, VWF:RCo, VWF:CB, 

FVIII:C, et calcul des ratios VWF:RCo/VWF:Ag et VWF:CB/VWF:Ag. Cependant, leur 

sensibilité est parfois insuffisante surtout dans les VWD acquises d’origine cardiovasculaire 

[86]. Le diagnostic de certaines VWD acquises repose ainsi principalement sur l’analyse du 

profil multimérique du VWF obtenu après électrophorèse en SDS-agarose [86,87]. La 

réalisation systématique d’une électrophorèse est ainsi recommandée en cas de forte suspicion 

de VWD acquise [87]. 
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5. Traitement 

 

La prise en charge des manifestations hémorragiques secondaires à la VWD constitutionnelle 

repose sur différents traitements hémostatiques dont l’indication varie en fonction du type de 

VWD, des comorbidités du patient, de la durée prévisible du traitement substitutif et de la 

sévérité des manifestations hémorragiques : hémostatiques locaux, traitements hormonaux, 

anti-fibrinolytiques, desmopressine, transfusion plaquettaire, concentrés de facteur Willebrand 

purifié d’origine plasmatique, concentrés de facteur VIII d’origine plasmatique ou 

recombinante. Les concentrés de VWF et/ou de FVIII sont administrés le plus souvent soit « à 

la demande » en cas d’hémorragies spontanées, soit en « prophylaxie primaire » lors d’un acte 

chirurgical.  

Plus rarement, une prophylaxie secondaire par concentrés de VWF peut être indiquée en cas 

d’épisodes hémorragiques sévères ou récidivants. Plusieurs études rétrospectives 

monocentriques ont reporté, essentiellement dans la VWD de type 3, une efficacité de la 

prophylaxie secondaire sur les hémarthroses, les épistaxis ou les ménorragies sévères [95-97]. 

L’efficacité de cette approche dans la prévention secondaire des hémorragies digestives est 

variable selon les études en lien probablement avec le schéma de prophylaxie retenu 

(posologie & fréquence hebdomadaire des injections). Il semble ainsi que la prophylaxie des 

hémorragies digestives par concentrés de VWF nécessite des posologies plus élevées que 

celles permettant le contrôle des hémarthroses, ménorragies ou épistaxis. Une étude 

prospective internationale multicentrique (VWD International Prophylaxis VIP Study, 

NCT00557908) est en cours pour confirmer ces données. 

Les principes de traitement sont identiques dans la VWD acquise mais le traitement de 

l’étiologie sous-jacente est bien entendu indispensable pour espérer obtenir une rémission à 
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long terme de la symptomatologie hémorragique. Concernant le traitement à visée 

hémostatique, les options thérapeutiques pour le traitement ou la prévention des épisodes 

hémorragiques sont plus limitées que dans la VWD constitutionnelle.  
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III.  VWD acquise au cours des cardiopathies à forces de cisaillement 
élevées 

 

1. VWD acquise et rétrécissement aortique 

Le rétrécissement aortique (Rao) est la valvulopathie cardiaque la plus fréquente avec une 

prévalence dans les pays occidentaux qui devrait nettement augmenter ces prochaines années 

avec le vieillissement de la population. Une méta-analyse récente montre que le Rao et le Rao 

sévère concernent respectivement 12.4% et 3.4% des occidentaux de plus de 75 ans [98]. 

L’évolution spontanée du Rao est caractérisée par une période de latence où cette 

valvulopathie est asymptomatique. L’apparition de symptômes à l’effort (angor, dyspnée, 

syncopes ou lipothymies) marque un tournant évolutif sur le plan pronostique et constitue une 

indication de remplacement valvulaire aortique (RVAo). 

Une association entre hémorragies digestives liées à des angiodysplasies et le Rao a été 

décrite par Mr Heyde dès les années cinquante sans lien physiopathologique alors évident. La 

prévalence du syndrome de Heyde dans le Rao serait de l’ordre de 2 à 3% [99]. Ces 

saignements digestifs régressent classiquement après la chirurgie de RVAo [100, 101] alors que 

la résection digestive n’est efficace que dans 10% des cas [101]. En 1992, l’hypothèse d’une 

VWD acquise faisant le lien entre hémorragies gastro-intestinales liées à des angiodysplasies 

et Rao est soulevée [102]. Cette hypothèse est confortée secondairement suite à la mise en 

évidence d’une prévalence élevée d’angiodysplasies et d’anomalies de multimérisation du 

VWF chez les patients atteints d’un Rao [103] et la disparition de ces lésions après 

remplacement valvulaire chirurgical [104]. Le constat d’une augmentation des fragments de 

protéolyse du VWF en présence d’un Rao sévère suivie de leur diminution six mois après 

chirurgie valvulaire, suggère alors l’intervention d’une protéase plasmatique clivant les VWF-

HPM au sein de leur domaine A2 [105]. Après la purification et le clonage de l’ADAMTS13 en 



47 

 

2001, une protéolyse excessive du VWF par l’ADAMTS13 apparaît comme le principal 

mécanisme candidat au déficit acquis en VWF observé dans le Rao. Cette hypothèse est 

confortée ultérieurement par l’étude systématique chez des patients présentant un Rao de la 

relation entre l’intensité des des forces de cisaillement et l’importance du déficit en VWF-

HPM. Ce travail révèle que le pourcentage résiduel de VWF-HPM est inversement corrélé à 

l’intensité du gradient trans-aortique. Il confirme ainsi le rôle causal des forces de cisaillement 

élevées générées par le Rao dans la perte des VWF-HPM établissant ainsi le chaînon 

manquant entre ADAMTS13 et protéolyse des VWF-HPM [83] (Figure 12). 

 

Figure 12: Physiopathologie de la dégradation des multimères de haut poids moléculaire 
du VWF en présence d'un rétrécissement aortique sévère (d'après Sadler, 2003) 

Ce mécanisme physiopathologique est également vraisemblable dans d’autres cardiopathies 

susceptibles d’engendrer des forces de cisaillement élevées et chez lesquelles on observe une 

prévalence élevée d’un déficit en VWF-HPM : insuffisance mitrale [91], cardiomyopathie 

hypertrophique obstructive avec bourgeon septal [106], canal artériel persistant [107] ou 

valvulopathies congénitales complexes [108,109]. 
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2. VWD acquise et assistances circulatoires mécaniques à flux continu 

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

L’ACM consiste en l’implantation chirurgicale d’une pompe permettant de suppléer les 

fonctions ventriculaires gauche et/ou droite chez les patients en insuffisance cardiaque 

terminale. Cette technique a été initialement conçue en vue d’une assistance cardiaque 

temporaire pour certaines cardiopathies aigües susceptibles d’une rapide récupération 

spontanée (myocardites virales, bas débit post-CEC)  (« bridge to recovery »), ou pour des 

patients en insuffisance cardiaque terminale en attente d’une transplantation cardiaque 

(« bridge to transplantation »). Les dispositifs d’assistances circulatoires diffèrent selon : 1) 

leur localisation extra- ou intra-corporelle, 2) leur mode d’implantation (abord vasculaire, 

implantation chirurgicale hétérotopique ou orthotopique pour les cœurs artificiels), 3) leur 

principe de fonctionnement (pneumatique ou électrique) 4) le type d’assistance mono- ou bi-

ventriculaire (l’assistance ventriculaire gauche est placée entre le ventricule gauche et l’aorte 

alors que l’assistance bi-ventriculaire est placée entre le ventricule gauche et l’aorte ainsi 

qu’entre l’oreillette droite et l’artère pulmonaire). 

Schématiquement, il existe deux types de dispositifs permettant une assistance ventriculaire 

prolongée : les dispositifs de 1ère génération permettant un support mono- ou bi-ventriculaire 

et induisant un débit pulsatile (ventricules pneumatiques paracorporels et ventricules 

électriques implantables ; ACM à flux pulsatile) et ceux de 2e génération permettant un 

support mono-ventriculaire et induisant un débit continu (pompes électriques rotatives axiales 

ou centrifuges, ACM à flux continu) (Table 3, Figure 13). Les dispositifs permettant une 

assistance ventriculaire de courte durée reposent actuellement sur des pompes électriques à 

flux continu ou sur l’ECMO veino-artérielle (Extra Corporeal Life Support, ECLS) (Table 4, 

Figure 14). Les coeurs artificiels sont implantés en lieu et place des ventricules ou du cœur 

natif et ont un fonctionnement pulsatile (Table 5). 
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Figure 13: Assistance ventriculaire gauche par pompe rotative à flux continu 
HeartMateII 

 

 

Figure 14: ECMO veino-artérielle périphérique fémoro-fémorale.  
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 Dispositifs  

d’ACM 

Type  

support 

Débit Indication AVWS 

Ventricules  

pneumatiques   

para-corporels 

 

1ere 

génération 

Thoratec® PVAD  

 

MonoV 

ou BiV 

 Pulsatile 

+/- 

oui (BiV) 

Abiomed BVS 

5000® 

? 

Medos® 
Pédiatrie 

? 

BerlinHeart Excor®  oui 

Ventricules          

pneumatiques         

intra-corporels 

Thoratec IVAD +/- ? 

HeartMate IP +/- ? 

Ventricules 

électriques         

intra-corporels 

 

HeartMAte XVE® 

MonoV 

+/- Non 

Novacor® +/- ? 

LionHeart® +/- ? 

Pompes            

électro-

mécaniques 

2e 

génération 

Thoratec 

HeartMate II®  

MonoV Continu 

+++ oui 

De Bakey® +/- ? 

Jarvik 2000 ® +/- oui 

CircuLite® +/- oui 

HeartWare® +++ oui 

Pompes            

électro-

magnétiques 

3e 

 

génération 

LVAD Incor® 

 

MonoV Continu A venir 

 

? 

 

DuraHeart LVAS® 

 

HeartMate III® 

 

Ventrassist® 

 

Table 3 : classification des ACM de longue durée (liste non exhaustive) 

Les ACM de 1ère génération comportent les ventricules pneumatiques para-corporels et les ventricules 
électriques implantables (dispositifs à débit pulsatile). Les ACM de 2e génération comportent les 
pompes électriques rotatives axiales et centrifuges (dispositifs à débit continu) 
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 Dispositifs Type support Débit Indications AVWS 

Pompes rotatives 

périphériques 

Impella 2.5® MonoV 

(VG+++) 

 

 

Continu 

 

 

BTR/BTD 

Oui 

TandemHeart® ? 

Levitronix CentriMag MonoV ou BiV Oui 

ECMO 
ECMO veino-artérielle 

(ECLS) 

 Oui 

Table 4 : ACM de courte durée. Différentes pompes rotatives à flux continu peuvent être implantées pour une assistance circulatoire mécanique 
transitoire dans l’attente d’une récupération d’une insuffisance ventriculaire gauche aigüe (« Bridge to recovery » ; BTR) ou comme solution d’attente 
(« Bridge to decision ; BTD) avant une décision thérapeutique définitive (transplantation cardiaque, implantation d’une ACM-FC à demeure, arrêt des soins). 
L’ECMO veino-artérielle une alternative à ces pompes pour une ACM de courte durée.  

 

 Dispositifs Débit AMM AVWS 

Cœurs artificiels 

pneumatiques 

Cardiowest 

ou SynCardia TAH 
pulsatile BTT (France) Non* 

Cœur artificiels         

électromécaniques 
Abiocor pulsatile BTT (Etats-Unis) 

? 

 Carmat pulsatile DT, Essai clinique ? 

Table 5 : ACM par cœurs artificiels. Les cœurs artificiels sont implantés à la place du cœur natif soit transitoirement (en vue d’une transplantation 
cardiaque secondaire, BTT), soit définitivement (DT) selon le dispositif. Les cœurs artificiels actuellement disponibles ou en cours d’essais cliniques sont 
caractérisés par un débit pulsatile. 
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Les indications de l’ACM de longue durée se sont considérablement élargies ces dix dernières 

années suite à l’avènement des dispositifs d’assistance mono-ventriculaire à flux continu. 

Cette 2e génération de pompes a permis une nette amélioration du pronostic et de la qualité de 

vie des patients nécessitant une ACM prolongée avec une autonomie et une miniaturisation 

compatibles avec un retour au domicile. Deux études princeps ont rapidement confirmé la 

supériorité des assistances mono-ventriculaires à flux continu de type HeartMate-II® (HM-

II®) sur la génération antérieure d’assistances ventriculaires à flux pulsatile aussi bien chez 

les patients en attente de transplantation [110] que dans le cadre d’une implantation à demeure 

[111]. Le pronostic des patients inéligibles à la transplantation cardiaque s’est vu transformé 

avec l’avènement de l’ACM-FC avec 74% de patients en vie un an après l’implantation d’un 

HM-II® versus une survie spontanée inférieure à 40% sous traitement médical. Ce dispositif 

d’ACM-FC a ainsi rapidement obtenu l’AMM en 2010 pour une implantation à demeure chez 

les patients en insuffisance cardiaque terminale inéligibles à la transplantation (« destination 

therapy »). 

Cependant, l’évolution des patients sous ACM-FC est caractérisée par une prévalence élevée 

d’épisodes hémorragiques et thrombotiques rendant leur prise en charge particulièrement 

complexe, et ce d’autant plus qu’une anticoagulation curative (associée selon les centres à une 

anti-agrégation plaquettaire) au long cours reste nécessaire. A niveau d’anticoagulation 

comparable, la fréquence des hémorragies digestives et des évènements thrombotiques semble 

ainsi significativement plus élevée sous ACM-FC qu’en présence d’une valve aortique 

mécanique [112]
. 
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b. Manifestations hémorragiques sous ACM à flux continu  

i. Incidence 

Les hémorragies sont une complication fréquente sous ACM-FC et surviennent 

principalement sur le site opératoire, nécessitant fréquemment une ré-intervention 

chirurgicale, ou au niveau du tractus digestif. Les études princeps réalisées en vue de 

l’obtention de l’AMM pour le dispositif d’ACM-FC HM-II® rapportaient ainsi une incidence 

élevée d’hémorragies chirurgicales et d’hémorragies digestives spontanées [110, 111]. Les 

hémorragies digestives sont rapidement apparues comme une complication caractéristique de 

l’ACM-FC, avec une incidence dix fois plus élevée sous HM-II® dans les quinze jours 

suivant l’implantation comparé à la génération antérieure d’ACM à flux pulsatile [113]. Une 

prévalence élevée d’hémorragies digestives tardives (>15e jour post-implantation) a ensuite 

été rapportée chez les patients implantés à demeure [114, 115]. Ceci a conduit certains experts à 

recommander un niveau plus faible d’anticoagulation par anti-vitamines K sous HM-II® [116]. 

Ceci a vraisemblablement contribué à la diminution de la prévalence des hémorragies 

digestives spontanées qui varie désormais de 19% à 25% selon les études les plus récentes [92, 

117, 118]. Cependant, les complications hémorragiques demeurent la 1ère cause d’hospitalisation 

pour les patients sous ACM-FC aux USA [117]. Elles surviennent pour la majorité dans les 3 

mois suivant l’implantation de ces dispositifs selon une incidence bimodale : hémorragies 

thoraco-médiastinales dans la 1ère semaine suivant l’implantation d’un HM-II® par 

sternotomie, puis hémorragies digestives passant au 1er plan avec un pic d’incidence environ 

un mois après implantation [118]. 

Les données concernant les patients sous oxygénation membranaire extra-corporelle 

(ExtraCorporeal Membrane Oxygenation, ECMO), où l’assistance respiratoire (ECMO veino-

veineuse) ou circulatoire (ECMO veino-artérielle) repose également sur une pompe à flux 

continu, sont plus limitées mais il existe également une prévalence élevée d’hémorragies. 
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L’analyse du registre international ELSO (Extracorporeal Life Support Organization) montre 

ainsi une prévalence élevée de manifestations hémorragiques au niveau des sites de 

canulations vasculaires et des territoires cutanéo-muqueux (épistaxis, hémorragies digestives, 

hémorragies bronchiques notamment) [Extracorporeal Life Support Organization. Registry 

report: international summary. Ann Arbor: ELSO; July 2012]. Une récente méta-analyse 

portant sur environ 1800 patients reporte une prévalence hémorragique globale de 33% sous 

ECMO et une prévalence d’hémorragies digestives de 7% [119]. 

ii.  Pronostic 

Les hémorragies digestives semblent associées à un faible taux de mortalité lors de l’épisode 

aigüe [113, 120]. Cependant, les hémorragies post-opératoires précoces et les hémorragies 

digestives récurrentes ont été identifiées récemment comme facteurs de risque indépendants 

de mortalité sous ACM-FC [118]. 

 

c. Syndrome de Willebrand acquis et ACM à flux continu  

La prévalence des manifestations hémorragiques sous ACM-FC est trop élevée pour être 

attribuable aux seuls traitements anticoagulants (anti-vitamines K) et/ou antiagrégants 

plaquettaires (aspirine et/ou dypiridamole). La prévalence des hémorragies digestives sous 

ACM-FC serait ainsi supérieure à la prévalence hémorragique globale sous traitement 

combiné par antiagrégants et anti-vitamines K pour une valve cardiaque mécanique [113]. Par 

ailleurs, un INR supra-thérapeutique n’est pas prédictible de la sévérité du syndrome 

hémorragique sous ACM-FC [84, 118]. Ceci suggère l’existence de mécanismes additionnels 

dans la survenue des manifestations hémorragiques sous ACM-FC. 

L’hypothèse d’un syndrome de Willebrand acquis s’est rapidement imposée sur la base 

d’arguments biologiques et cliniques. En effet, alors qu’une dégradation des VWF-HPM 
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survient systématiquement sous ACM-FC, ce phénomène semble rarement observé sous 

ACM à flux pulsatile [121]. Cette dégradation des VWF-HPM sous ACM-FC est observée 

aussi bien avec les pompes rotatives type HM-II® [84, 122, 123], que centrifuges type 

HeartWare® [124] (Table 3). Une dégradation des VWF-HPM est également rapportée sous 

assistance circulatoire percutanée de type Impella® [125] ou sous ECMO veino-artérielle [126, 

127], dispositifs reposant sur une pompe à flux continu (Table 4). 

La perte des VWF-HPM intervient précocement après implantation d’une ACM-FC [128] et est 

réversible après sevrage de l’ACM-FC ou après transplantation cardiaque [84, 129]. Cette 

dégradation des VWF-HPM a été reproduite ex-vivo [130] et dans des modèles animaux 

d’ACM-FC [131]. Cliniquement, une incidence anormalement élevée d’hémorragies digestives 

sur angiodysplasies est rapportée en présence de valvulopathies comme l’insuffisance mitrale 

[91] ou le Rao [83], conditions également associées à une perte des VWF-HPM. Une 

physiopathologie similaire à celle du Rao (excès de protéolyse) semble en cause dans la perte 

des VWF-HPM observées avec les dispositifs actuels d’ACM-FC. L’intensité de la 

dégradation des VWF-HPM chez les patients sous pompe centrifuge à flux continu 

Heartware® est en effet corrélée à la vitesse de la pompe d’assistance [124], suggérant un rôle 

causal des forces de cisaillement par analogie à ce qui est reporté dans le Rao [83]. Cette perte 

des VWF-HPM s’accompagne par ailleurs d’une augmentation parallèle des multimères de 

bas poids moléculaires et des bandes satellites compatible avec un clivage du VWF par 

l’ADAMTS13 [93]. 
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3. Diagnostic 

 

Le bilan de dépistage classique de la VWD, reposant sur un dosage conjoint du FVIII, du 

VWF:Ag et du VWF:RCo, est régulièrement pris à défaut notamment dans le diagnostic des 

syndromes de Willebrand acquis. Seuls les techniques électrophorétiques semblent ainsi avoir 

une sensibilité satisfaisante pour le diagnostic des syndromes de Willebrand acquis 

notamment ceux d’origine cardio-vasculaire [87]. Cependant, ces techniques sont 

chronophages et requièrent une une expertise technique importante. Ceci restreint leur 

disponibilité et limite leur intérêt diagnostique en cas de manifestations hémorragiques 

sévères nécessitant un traitement à visée hémostatique en urgence. 

 

4. Traitement  

a. Traitement et prévention des épisodes hémorragiques 

En cas d’hémorragies digestives sous ACM-FC, l’ISHLT (International Society for Heart and 

Lung Transplantation) recommande :1) un arrêt des traitements anti-agrégants et 

anticoagulants 2) une endoscopie digestive systématique à la recherche d’une lésion 

accessible au traitement endoscopique 3) une baisse de la vitesse de la pompe d’assistance 

concernant les hémorragies digestives récurrentes sur angiodysplasies [132]. Il n’existe ainsi 

pas de recommendations en faveur d’un  traitement à visée hémostatique (par  injections de  

concentrés de VWF) ou anti-angiogénique faute d’études spécifiques. Le régime optimal 

d’anticoagulation sous ACM-FC n’a pas fait l’objet d’essais cliniques. Il n’existe pas de 

recommendations concernant la prise en charge des syndromes de Willebrand acquis sur 

valvulopathies cardiaques. 
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b. Traitement de la cardiopathie causale 

 

i. Cas des VWD acquises associées aux valvulopathies 

La prise en charge optimale d’une VWD acquise implique le traitement de l’étiologie causale. 

Le remplacement valvulaire aortique (RVAo) chirurgical, par implantation d’une valve 

mécanique ou biologique sous circulation extra-corporelle, permet le plus souvent la 

restauration des VWF-HPM et le traitement définitif des hémorragies digestives [89, 104] en lien 

avec le rétablissement de conditions hémorrhéologiques normales [83]. La cinétique de cette 

correction du déficit en VWF-HPM n’a pas fait l’objet d’étude spécifique bien qu’elle semble 

complète 24 heures après un RVAo chirurgical. En cas de persistance d’anomalies 

rhéologiques au sein de la valve implantée chez les patients porteurs d’un mismatch prothèse-

anneau aortique, le déficit en VWF-HPM est susceptible de récidiver à distance de la 

chirurgie [83]. D’après une étude rétrospective de la Mayo clinic, la chirurgie conventionnelle 

permettrait une éradication du syndrome de Heyde chez 80% des patients opérés [133]. De 

façon analogue, une myomectomie septale semble permettre la correction des hémorragies 

digestives observées dans un contexte de VWD acquise sur cardiomyopathie hypertrophique 

avec bourgeon septal [134]. 

Si le RVAo chirurgical sous CEC demeure l’intervention de référence dans le traitement du 

Rao sévère, la cardiologie interventionnelle a connu un développement majeur dans cette 

indication ces dix dernières années. La mise en place d’une bioprothèse valvulaire aortique 

par voie transcutanée (Transcatheter Aortic Valve Implantation, TAVI) a désormais l’AMM 

en cas de Rao symptomatique chez un patient inéligible au RVAo chirurgical. Douze ans 

après sa première implantation [135], on estime que cette intervention a été réalisée chez plus 

de cinquante mille patients dans le monde. Après un abord le plus souvent au niveau de 

l’artère fémorale, un cathéter est monté au niveau de la valve aortique en vue de 



58 

 

l’implantation d’une bioprothèse (Figure 15A). Deux types de valves sont actuellement 

implantés: la valve Edwards® dont le déploiement requiert une inflation à l’aide d’un ballon, 

et la valve CoreValve® auto-expandable. Plusieurs essais cliniques randomisés ont confirmé 

la supériorité du TAVI au traitement médical et son équivalence au RVAo chirurgical chez 

des patients Rao à haut risque chirurgical [136, 137]. Une étude récente mentionne l’intérêt de la 

procédure TAVI pour le traitement curatif du syndrome de Heyde secondaire au Rao [99]. La 

valvuloplastie au ballonnet (Balloon Aortic Valvuloplasty, BAV) constitue une alternative à 

la procédure TAVI dans le traitement du Rao mais cette technique a une efficacité très 

variable d’un patient à l’autre ce qui limite son indication (Figure 15B). 

 

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

A) implantation valvulaire d'une bio-prothèse par voie percutanée (transcatheter aortic valve 
implantation, TAVI) B) dilatation percutanée de la sténose valvulaire au moyen d'un ballonnet 
(valvuloplastie aortique, BAV).  
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ii.  Cas des VWD acquises associées aux ACM à flux continu 

La VWD acquise associée aux ACM à flux continu (ACM-FC) constitue le plus souvent une 

impasse thérapeutique. Actuellement, il n’existe pas de traitement hémostatique dont 

l’efficacité et la sécurité dans cette indication soient validées par des études cliniques. Le 

sevrage de l’ACM-FC ou le recours à la greffe cardiaque ne concerne qu’une minorité de 

patients en raison de la pénurie de greffon et de contre-indications fréquentes à la greffe 

notamment dans l’indication « destination therapy ». Par ailleurs, la nécessité sous ACM-FC 

d’une anticoagulation curative en prévention primaire d’évènements thrombotiques rend 

particulièrement complexe la prise en charge de ces patients dont l’évolution est compliquée 

d’hémorragies sévères notamment digestives. 
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Les syndromes de Willebrand acquis sur cardiopathies à forces de cisaillement élevées 

constituent, depuis dix ans environ, une thématique très présente dans l’EA2693. Deux de nos 

travaux avaient ainsi permis de préciser la prévalence, la physiopathologie et l’évolution des 

syndromes de Willebrand acquis associés au rétrécissement aortique (Rao) sévère [83] et à la 

cardiomyopathie hypertrophique avec bourgeon septal [106]. Nous avions ainsi observé dans le 

Rao l’existence quasi-systématique d’un déficit en multimères de haut poids moléculaire du 

VWF (VWF-HPM) et la présence de manifestations hémorragiques cutanéo-muqueuses chez 

environ un quart des patients étudiés, soulignant ainsi la pertinence de l’association faite par 

Heyde entre Rao et hémorragies digestives dans les années cinquantes. Nous avions 

également mis en évidence une corrélation inverse entre l’intensité des forces de cisaillement 

générées par le Rao et le niveau résiduel des VWF-HPM, suggérant un rôle causal de ces 

anomalies hémorrhéologiques dans la physiopathologie du syndrome de Willebrand acquis. 

Cette observation rendait concevable l’hypothèse d’une protéolyse des VWF-HPM par 

l’ADAMTS13 sous l’influence de forces de cisaillement anormalement élevées. De façon 

notable, nous avions confirmé l’existence d’une physiopathologie similaire dans la 

cardiomyopathie hypertrophique avec bourgeon septal, avec également un rôle causal des 

forces de cisaillement dans l’apparition du déficit en VWF-HPM. Enfin, nous avions observé 

le caractère réversible des anomalies de multimérisation du VWF après RVA chirurgical, 

excepté en cas de persistance d’anomalies de flux secondaire à un mismatch valve/anneau 

aortique. Bien que les VWF-HPM soient normalisés dès le lendemain de la chirurgie, nous 

n’avions cependant pas étudié précisément la cinétique de correction du syndrome de 

Willebrand acquis in vivo. 
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Dans l’intervalle, l’avènement de l’assistance circulatoire mécanique à flux-continu (ACM-

FC) à demeure (« destination therapy ») a remis en perspective de façon aigüe la 

problématique du traitement curatif du syndrome de Willebrand acquis. La prise en charge du 

syndrome de Willebrand acquis sous ACM-FC est nettement plus complexe que celui associé 

au Rao : 1) il n’existe pas de traitement préventif ou curatif des manifestations hémorragiques 

dont l’efficacité soit démontrée. 2) les patients sous assistance sont à haut risque de thrombose 

de pompe et d’événements ischémiques d’origine thromboembolique et nécessitent une 

anticoagulation curative au long cours en prévention primaire. 3) le sevrage de l’assistance ou 

son relais par la greffe cardiaque permettent la correction du syndrome de Willebrand acquis 

mais sont rarement envisageables chez ces patients. Cette impasse thérapeutique souligne la 

nécessité de développer des techniques innovantes de diagnostic et de traitement préventif ou 

curatif du syndrome de Willebrand acquis sous ACM-FC.  

L’évaluation quantitative de la protéolyse du VWF par une méthode analytique compatible 

avec un diagnostic rapide des VWD constitutionnelles ou acquises associées à un excès de 

protéolyse du VWF par l’ADAMTS13, apparaît nécessaire. Les méthodes électrophorétiques 

actuelles ne sont en effet pas adaptées à l’urgence diagnostique et thérapeutique. La 

disponibilité de ce type de test serait par ailleurs intéressante dans le cadre d’un essai clinique 

évaluant la corrélation dans ces pathologies entre excès de protéolyse du VWF, intensité du 

syndrome hémorragique et pronostic. 

Au total, les cinétiques précises de l’apparition et de la correction des anomalies de 

multimérisation du VWF sur cardiopathies à force de cisaillement élevées sont inconnues in-

vivo, bien que des données in-vitro suggèrent leur caractère dynamique [63]
 faisant du VWF un 

potentiel bio-marqueur d’intérêt clinique dans ces pathologies. Il n’existe pas de traitement 

spécifique du syndrome de Willebrand acquis secondaire aux ACM-FC. Le diagnostic du 



63 

 

syndrome de Willebrand acquis sur cardiopathies à force de cisaillement élevées est difficile 

en raison du caractère non spécifique des hémorragies digestives, du caractère  méconnu de 

cette pathologie dans la communauté médicale et des limitations en pratique clinique des 

techniques électrophorétiques actuelles. 

Ce travail de thèse avait ainsi pour objectifs :  

1) L’étude du VWF comme biomarqueur de cardiopathies à forces de cisaillement élevées et 

de son intérêt en cardiologie interventionnelle pour l’évaluation en temps réel de la qualité de 

l’implantation valvulaire (chapitre 1). 

2) La recherche de molécules prévenant la dégradation du VWF sous ACM-FC (chapitre 2). 

3) Le développement d’un test diagnostic rapide ELISA des formes acquises ou 

constitutionnelles de VWD associées à un excès de protéolyse du VWF (chapitre 3). 



64 

 

CHAPITRE 1 : Le facteur von Willebrand comme biomarqueur d’anomalies de flux 
dans les cardiopathies à forces de cisaillements élevées. 
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Le traitement des valvulopathies cardiaques par cardiologie interventionnelle a connu un 

développement majeur ces dix dernières années. La mise en place d’une bioprothèse 

valvulaire aortique par voie transcathéter (Transcatheter Aortic Valve Implantation, TAVI) est 

désormais possible chez les patients ayant un rétrécissement aortique (Rao) symptomatique 

mais inéligibles au remplacement valvulaire chirurgical sous circulation extra-corporelle [136]. 

La qualité de l’implantation valvulaire en TAVI est essentielle sur le plan pronostique mais 

son évaluation par échographie-doppler trans-thoracique bidimensionnelle ne permet pas 

toujours une évaluation fiable soulignant l’intérêt de méthodes alternatives. 

Un déficit acquis en VWF-HPM est associé au Rao [83] et aux assistances circulatoires 

mécaniques à flux continu (ACM-FC) [84]. Ces deux conditions ont un commun l’induction de 

forces de cisaillement élevées qui favorisent l’élongation et la protéolyse des multimères de 

haut poids moléculaire du VWF (VWF-HPM) lors de leur passage au sein de la valve 

sténosée ou de la pompe. Les cinétiques précises d’apparition et de réversion de ces anomalies 

qualitatives du VWF, respectivement lors de l’initiation d’une ACM-FC ou lors de la 

correction d’un Rao ne sont pas connues. Bien que les données expérimentales in-vitro 

suggèrent le caractère extrêmement dynamique de telles cinétiques [63], cette notion n’avait 

pas jusqu’ici fait l’objet d’une étude in-vivo.  

Nous avons émis l’hypothèse que la multimérisation du VWF évoluait très rapidement dans 

des conditions caractérisées par de soudaines variations dans l’intensité des forces de 

cisaillement. Nous avons étudié la cinétique des modifications du profil multimérique du 

VWF dans trois modèles distincts associés à des variations aigües des conditions de flux : 

après induction puis correction d’une sténose de l’aorte ascendante dans un modèle lapin, à 

l’initiation d’une assistance ventriculaire gauche par une pompe à flux continu HeartMate-II® 

chez des patients en insuffisance cardiaque terminale et lors d’un remplacement valvulaire 
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aortique par voie percutané chez des patients avec un Rao sévère. Nous avons également 

évalué, dans les groupes TAVI et BAV, l’intérêt de la mesure automatisée par le PFA-100® 

du temps d’occlusion plaquettaire sur cartouche épinéphrine/ADP (PFA-CADP). Nous avions 

comme hypothèse que ce paramètre très sensible à un déficit fonctionnel en VWF [94], pouvait 

refléter en temps réel l’évolution cinétique des VWF-HPM. 

Nous avons observé chez le lapin une perte significative des VWF-HPM, cinq et trente 

minutes après l’induction d’une sténose aigüe de l’aorte ascendante. Nous avons mis en 

évidence une cinétique similaire, ex-vivo et in-vivo, à l’initiation d’une assistance circulatoire 

mécanique par HeartMate-II®. Une restauration rapide des VWF-HPM intervient dans le 

modèle lapin après la levée de la sténose de l’aorte ascendante. Celle-ci est en effet 

significative cinq minutes après la levée du banding aortique et complète à trente minutes. 

Une cinétique similaire des VWF-HPM est observée chez l’homme après déploiement d’une 

bio-prothèse aortique (procédure TAVI), en association avec une correction complète des 

anomalies de flux. A l’inverse, la dilatation au ballonnet du Rao (procédure BAV) ne 

s’accompagne que d’une faible restauration des VWF-HPM, en association avec la 

persistance d’anomalies de flux au niveau de la valve aortique. De façon notable, l’étude du 

PFA-CADP montre une cinétique superposable à celle des VWF-HPM dans les groupes 

TAVI et BAV. On observe en effet une normalisation rapide et complète du PFA-CADP chez 

les patients TAVI contrastant avec une correction modeste chez les patients BAV. 

Notre étude souligne un potentiel intérêt du VWF comme bio-marqueur d’anomalies de flux 

dans les cardiopathies à forces de cisaillement élevées. La mesure du PFA-CADP, sensible à 

un déficit en VWF-HPM, témoigne en temps réel de la qualité de l’implantation valvulaire au 

cours de la procédure TAVI. 
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Abstract  

Aims: Percutaneous aortic valve procedures are a major breakthrough in the management of 

patients with aortic stenosis (AS). In some circumstances their result can still be inadequate 

while their evaluation in real-time is challenging. We hypothesized that: 1) induction/recovery 

of high molecular weight (HMW) multimers of von Willebrand factor (VWF) defect, could 

occur within minutes following acute changes in blood flow, 2) a bedside point-of-care assay 

(PFA-CADP), reflecting HMW-multimers changes, could be used to monitor percutaneous 

aortic valve procedures.  

 

Methods and Results: We investigated the time course of the induction/recovery of HMW-

multimers defects under conditions of instantaneous changes in shear stress in an AS-rabbit 

model and in patients undergoing implantation of a continuous-flow Left Ventricular Assist 

Device (LVAD). We further investigated the recovery of HMW-multimers and monitored 

these changes with PFA-CADP in AS-patients undergoing transcatheter aortic valve 

implantation (TAVI) or balloon valvuloplasty (BAV). 

Experiments in the AS-rabbit model and in LVAD-patients demonstrated that 

induction/recovery of HMW-multimers occurs within 5 minutes. TAVI-patients experienced 

an acute decrease in shear stress and a recovery of VWF defects within minutes of 

implantation. In BAV-patients, a modest improvement in shear stress and no recovery of 

VWF defects were observed. PFA-CADP profiles mimicked HMW-multimers recovery both 

in TAVI-patients (correction) and BAV-patients (no correction).  
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Conclusion: 

These results demonstrate that variations in VWF multimeric pattern are highly dynamic, 

occurring within minutes after changes in blood flow. Assessing VWF changes overtime 

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

flow during BAV and TAVI procedures. 

 

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

transcatheter aortic valve interventions, bedside monitoring 
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Introduction 

Percutaneous aortic valve procedures, including transcatheter aortic valve implantation 

(TAVI) and balloon aortic valvuloplasty (BAV), are recent major breakthrough in the 

management of patients with aortic stenosis (AS)1,2. In some circumstances their results can 

still be inadequate while their evaluation in real-time can also be challenging. Among 

examples are the cases of balloon valvuloplasty procedures and valve-in-valve TAVI 

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

recognition of the problem during the procedure may remain difficult3. 

Acquired deficiency of von Willebrand factor (VWF), characterized by a loss of high 

molecular weight (HMW) multimers, is associated with cardiovascular disorders in which the 

entire blood volume is exposed to high shear stress4-9. It has been demonstrated that acquired 

VWF deficiency can be detected within days following implantation of an axial-continuous-

flow-Left Ventricular Assist Device (LVAD)10. We and others11,12 also demonstrated that the 

VWF deficiency present in patients with AS was corrected within days following its surgical 

treatment. Based on in-vitro studies, it was inferred that unfolding and cleavage of the VWF 

A2 domain in-vivo could occur within 200 seconds in response to acute changes in shear 

conditions13. However, the initial time course of loss/recovery of VWF HMW-multimers 

following acute changes in blood flow in-vivo has not yet been studied. 

PFA-closure time ADP (CADP) is a highly sensitive way to screen for HMW-multimers 

defects14 and has been shown to be prolonged in patients with “high shear-cardiovascular 

disorders” including those with AS6,11,15. As PFA-CADP can be assessed by a small whole 

blood analyzer (PFA-100®) it has the potential to be used as a bedside monitor of HMW-

multimers changes.  
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We hypothesized that induction/recovery of HMW-multimers defect could occur 

within minutes of acute changes in blood flow induced by cardiac interventions and we 

further investigated the potential underlying mechanisms. We also hypothesized that HMW-

multimers recovery, as assessed by PFA-CADP, could be used to monitor in real-time the 

results of transcatheter aortic valve procedures. To evaluate these hypotheses in-vivo, we 

investigated the time course of HMW-multimers loss/recovery in an animal model of 

reversible aortic stenosis specifically developed for that purpose. We further investigated the 

time course of HMW-multimers loss/recovery and its related bedside whole blood assessment 

(PFA-100 analyzer) in 28 patients included in the WITAVI (Willebrand-TAVI) registry and 

undergoing 1) implantation of an axial-continuous-flow-LVAD (HeartMate-II, n=8) and 2) 

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

Instantaneous induction and reversion of high shear stress in a rabbit model of 

reversible aortic stenosis 

We developed a new rabbit model of instantaneous, reversible, calibrated supra-aortic 

stenosis, adapted from Assad et al16 and Godier et al17 (see supplementary methods for 

details). This model allowed the evaluation in the same rabbit, of the dynamic time course of 

loss and recovery of HMW-multimers. In each rabbit (n=17), blood was sampled, before (T0), 

and after the induction of aortic stenosis (T5, T30). Then the stenosis was reversed 30 minutes 

after its induction and blood was sampled 5 and 30 minutes after reversion (T35, T60).  

 

Patients from WITAVI Registry 

After approval from the local ethics committee, we performed a prospective registry of 

patients undergoing HeartMate-II implantation or percutaneous aortic valve intervention, 

including clinical data collection and blood sampling during the procedure. All patients 

provided informed written consent and were included in the WITAVI registry. 

Induction of high shear stress in patients undergoing implantation of HeartMate-II LVAD 

HeartMate-II (Thoratec Corp., Pleasanton, California) is an axial-continuous-flow-

LVAD. Its initiation in patients represents a unique clinical situation of nearly instantaneous 

exposure of blood to high shear stress. A time-course of VWF multimeric analysis was 

performed in-vivo in 8 consecutive patients at the time of initiation of HeartMate-II support.  

Samples were collected before (T0) and after initiation of HeartMate-II support at 9000 rpm 

(T5, T30 and T180 minutes). 



73 

 

Reversion of high shear stress in patients with aortic stenosis undergoing transcatheter aortic 

valve procedure 

Conversely, the TAVI procedure is associated with a nearly instantaneous 

normalization of aortic valve area1,2 and represents a unique clinical situation of instantaneous 

reversal of pathological high shear, while balloon aortic valvuloplasty (BAV), which consists 

in a dilatation of the aortic valve without valve replacement, is associated with a modest and 

inconstant improvement of the aortic valve area18. Therefore patients undergoing BAV could 

be used as a “negative” control in which shear stress doesn’t reverse completely. 

A time-course of HMW-multimers analysis and its related whole blood assessment (PFA-

CADP) was performed in-vivo in 20 patients with severe aortic valve stenosis in stable 

clinical condition, with a clinical need for either TAVI (n=10) or BAV (n=10) procedures. 

Both procedures were performed through a percutaneous transfemoral approach according to 

standard practice while TAVI was performed with the Edwards-Sapien XT device2,3. Samples 

were collected before (T0) and after the procedure (T5, T30 and T180 minutes). Potential 

improvement in shear stress conditions (transvalvular velocity and gradient) was evaluated by 

a transthoracic echocardiography performed before and 24 hours after the procedure.  

 

Induction of high shear stress in-vitro using a HeartMate-II assist device model 

Using an in-vitro HeartMate-II model, we first investigated the kinetics of HMW-multimers 

loss and recovery in the absence of endothelium. For each experiment, human blood (either 

heparinized or citrated) from healthy donors was perfused in a tubing system using a 

circulatory flowing pump device in which the HeartMate-II® was the pump. Because the 

results of the experiments performed using heparinized or citrated blood were similar, they 
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are presented together. The HeartMate-II® rotor was set to high shear (9000 rpm), as 

achieved in patients implanted with HeartMate-II®, or to low shear (3000 rpm). We further 

assessed the role of VWF proteolysis as a mechanism underlying the loss of HMW-multimers 

in this model (see supplementary methods). 

 

Laboratory assessment  

VWF antigen (VWF:Ag, Sta Liatest, Diagnostica Stago, Inc.) and VWF propeptide (VWFpp, 

Lifecodes VWF & Propeptide Assay, Gen-probe®) levels were measured by ELISA. VWF 

activity was assessed by a latex immunoturbidimetric assay (Innovance® VWF Ac; Siemens 

Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany). As our aim was the detection of changes in 

HMW-multimers we choosed to perform experiments by using gels with low agarose 

concentrations19,20. VWF multimeric analysis was performed as previously described11. The 

results are expressed as a ratio to normal pooled plasma (NP, standard human plasma Siemens 

healthcare diagnostics, Marburg, Germany). Immunoprecipitation/western blot analysis was 

performed to measure VWF proteolysis fragments (176 and 140kDa) (see the supplementary 

method section for details). 

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

Diagnostics, Marburg, Germany) using ADP cartridges (PFA-CADP, normal range=68-

121sec) as previously described11,14. 

VWF:Ag and VWF multimeric analysis were newly developed for rabbits. Loading of the 

electrophoretic gels was normalized for VWF:Ag content. The results are expressed as 

relative to baseline values determined for each animal. 
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Statistical analysis 

Data were expressed as means (±SD), unless indicated otherwise. Multiple time comparisons 

were performed using repeated measures of 1-way ANOVA. When appropriate, time points 

were compared with a Wilcoxon rank test for paired or Mann Whitney for unpaired groups. P 

values <0.05 were considered statistically significant. 
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Results  

Instantaneous induction and reversion of high shear stress in a rabbit model of 

reversible aortic stenosis 

In the AS-rabbit model, a significant decrease in HMW-multimers was observed 5 minutes 

(0.76±0.13;p<0.01) and further 30 minutes (0.74±0.07;p<0.01) after stenosis induction when 

compared to baseline values (Fig 1). Conversely a significant increase in HMW-multimers 

was already observed 5 minutes after reversal of the stenosis (0.89±0.12;p<0.01). Thirty 

minutes after the reversion, a complete recovery of HMW-multimers was observed 

(0.98±0.10) (Fig 1). 

  

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

undergoing HeartMate-II  implantation 

The kinetics of HMW-multimers loss in human blood was studied at the time of 

HeartMate-II implantation in 8 consecutive patients (6 males and 2 females, aged 59±12 

years). A significant time-dependent loss of HMW-multimers was observed after initiating the 

pump (rotor set ≈ 9,000 rpm) reaching 0.86±0.37, 0.69±0.32 and 0.48±0.18 at 5min, 30min 

and 180min respectively (p<0.01, Fig 2C and 2D). A significant time-dependent increase in 

intermediate (I) plus low (L) MW mirroring the loss of HMW-multimers was observed 

reaching 1.11±0.11 at 180 min compared to 1.01±0.08 at baseline (p<0.05). Consistent with 

the loss of HMW-multimers, a time-dependent decrease in VWF:Act/VWF:Ag ratio was also 

observed reaching 0.90±0.13 at 180 mm vs 1.06±0.23  at baseline (p<0.05).  
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These findings were further investigated in the in-vitro HeartMate-II model. In the 

in-vitro HeartMate-II-model, when whole human blood was submitted to high shear stress 

(rotor set at 9,000 rpm), a progressive and time-dependent loss of HMW-multimers was also 

observed. The loss of HMW-multimers was more pronounced after 5 minutes than in LVAD-

patients and was complete after 180 min (p<0.0001; Fig 2A and B). The role of VWF-

proteolysis was verified by: 1) a time-dependent increase in specific VWF proteolytic 

fragments (140 and 176kDa) in patients (Suppl Fig 1A), and 2) an absence of time-dependent 

loss of HMW-multimers when spiking EDTA before pump initiation in-vitro (suppl Fig 1B). 

The shear-dependency of HMW-multimers loss was also verified by setting the rotor of 

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

A potential role of acute endothelial release of VWF in attenuating the loss of HMW-

multimers observed in patients was evaluated by measuring VWFpp. In-vitro, as expected, no 

change in VWFpp was observed overtime (89±27 at 180 min vs 89±32 at baseline, ns). In 

patients, a time-dependent increase in VWFpp was observed. This VWFpp increase, already 

significant 5 minutes after initiating the pump (528±184UI/dL vs 259±139UI/dL at baseline, 

p=0.01), was still apparent after 30 minutes (538±139UI/dL) and 180 minutes 

(560±140UI/dL).  

 

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

patients undergoing TAVI procedure 

The effect of the reversion of high shear on the VWF multimeric pattern was studied 

in 20 patients with AS requiring to undergo either BAV (n=10; 5 males and 5 females; aged 

82±6 years, LVEF=53±10%) or TAVI (n=10; 6 males and 4 females; aged 84±5 years, 
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LVEF=55±13%). All patients had NYHA class 3 or 4 and no patient had decompensated heart 

failure. Reversion was further studied in the in vitro HeartMate-II® assist device model which 

represents the correction of high shear in a model without endothelium. As expected, in 

patients with AS a HMW-multimers defect was observed at baseline (0.50±0.18 compared to 

NP), whereas increased levels of IMW+LMW multimers (1.08±0.04) were present.  

 

In patients treated with TAVI, the procedure resulted in a near normalization of shear 

forces (max transvalvular velocity from 4.47±0.41 m.s-1 at baseline to 1.81±0.43 m.s-1 after 

valve replacement; p<0.001) inducing a marked reduction in mean transvalvular gradient 

(53.0±9.2 mmHg to 7.6±3.1 mmHg; p<0.001, Fig.3). Those treated with BAV experienced a 

modest improvement in shear conditions (max transvalvular velocity from 4.47±0.25m.s-1 at 

baseline to 3.88±0.65m.s-1 after BAV; p<0.05) and, as a consequence, a modest decrease in 

mean transvalvular gradient (49.6±3.8 mmHg to 35.6±13.4 mmHg; p<0.05, Fig.3).  

In patients undergoing TAVI, the amount of HMW-multimers nearly doubled at 5 

minutes after valve implantation (0.87±0.24, p=0.02), and an almost complete recovery was 

observed after 180 min (p<0.0001; Fig 4A and4B). Together with the HMW-multimers 

recovery, a significant time-dependent decrease of IMW+LMW multimers already significant 

at 5 min (1.03±0.05) and peaking at 180 min (0.98±0.05) was observed (p<0.01). A time-

dependent correction of VWF:Act/VWF:Ag ratio was also observed (from 0.85±0.13 at 

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

BAV procedures did not increase significantly the amount of HMW-multimers 

(0.58±0.2, 0.66±0.25, 0.64±0.15, at 5, 30 and 180 minutes after BAV respectively; p=0.21; 

Fig 4C and 4D). No significant time-dependent changes in IMW+LMW multimers nor in 

VWF:Act/VWF:Ag ratio were observed. 
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Additional experiments were used to understand the role of the vascular endothelium 

in the reversion process using the in-vitro HeartMate-II model. Reversion was further 

studied in the in-vitro HeartMate-II® assist device model which represents the correction of 

high shear in a model without endothelium. High shear was induced for 3 hours (9,000rpm), 

then the blood flow was submitted to low shear (by switching the speed from 9,000 rpm to 

3,000 rpm) for the next 3 hours, mimicking reversal of pathological high shear. As expected 

in the absence of endothelium, no recovery of HMW-multimers was observed in this model 

(Suppl Fig 2).  

A potential role of the vascular endothelium in the HMW-multimers recovery was also 

evaluated by measuring the VWFpp levels during TAVI and BAV procedures. In TAVI 

procedures, VWFpp significantly increased 5 minutes after valve implantation 

(195±63UI/dL), and further after 30 (215±100UI/dL) and 180 minutes (429±195UI/dL; 

p<0.01) when compared to baseline (168±71UI/dL). In BAV procedures, VWFpp did not 

increase significantly overtime (275±136UI/dL at 180 min vs 199±107UI/dL at baseline, ns). 

 

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

aortic valve procedures 

As expected and mimicking the VWF multimeric profile, characterized by reduced 

HMW-multimers, PFA-CADP was prolonged in AS-patients (252±68sec). In TAVI-patients, 

a time-dependent correction of PFA-CADP was observed (193±51sec, 116±40sec and 

94±26sec at 5, 30 and 180 min respectively, p<0.0001, Fig 5). By contrast, in BAV-patients 

no significant change in PFA-CADP was observed overtime (212± 61, 204± 71, 219±76 at 5, 

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

The present study, performed in three clinical conditions and one animal model in which the 

entire blood volume is exposed to high shear stress, demonstrates that acute changes in blood 

flow are associated with highly dynamic consequences on the VWF multimeric profile, 

occurring within minutes. It demonstrates the key roles of HMW-multimers proteolysis and 

VWF multimers release by the vascular endothelium in those acute changes of VWF-

multimeric profile. It further demonstrates that bedside whole blood assessment (PFA-

CADP), reflecting HMW-multimers changes, could be used in clinical practice to monitor in 

real-time the quality of the results of percutaneous aortic valve procedures. Altogether these 

results provide the first integrated demonstration that VWF can be considered as a biological 

sensor of blood flow in-vivo. 

 

Dynamic variations in HMW-multimers in response to acute changes in blood flow 

The present study is the first one to demonstrate that variations in VWF-multimeric profile in 

response to acute changes in blood flow in-vivo are highly dynamic. 

While it has been demonstrated that the loss of HMW-multimers could be observed the day 

after the initiation of LVAD support10, the initial response of VWF-multimers following 

induction of high-shear in-vivo was unknown. The dynamic onset of shear-induced 

proteolysis of HMW-multimers has been extensively described in-vitro13,19,21. Hence, when 

subjecting VWF to high shear forces, unfolding of large VWF multimers has been shown to 

occur in less than 1s in- vitro and VWF cleavage was inferred to be effective within 200 

seconds in-vivo13. The present study confirms that the loss of HMW-multimers follows a 

similar time frame in-vivo, and occurs almost immediately after the induction of high shear 
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stress. Indeed a significant decrease in HMW-multimers was observed 5 minutes after 

induction of high shear, both in rabbits submitted to an acute AS and after initiation of 

HeartMate-II support at high speed (9,000 rpm). Additional experiments performed in the 

HeartMate-II-LVAD model further confirmed the shear-dependency of HMW-multimers 

loss; a rapid loss of HMW-multimers was observed at high speed (9,000 rpm), while no loss 

was observed at low speed (3,000 rpm). 

While HMW-multimers recovery has been observed within days after aortic valve surgical 

replacement in AS-patients11,12, no information was available on the initial phase of correction 

of AS. A major finding of this study is to demonstrate a nearly immediate recovery of the 

HMW-multimers upon reversion of the high-shear conditions while no recovery was observed 

in the absence of correction. In the rabbit model and in AS-patients undergoing TAVI, HMW-

multimers recovery was observed 5 minutes after correction of aortic stenosis. In AS-patients 

undergoing BAV and in whom only a weak reduction in shear forces was achieved, no 

consistent HMW-multimers recovery was observed. 

 

HMW-multimers proteolysis as a shear-dependent process 

VWF shear-induced proteolysis is considered the main mechanism underlying the acquired 

HMW-multimers defect observed in “high-shear cardiovascular conditions”, such as aortic 

stenosis or continuous-axial-flow-LVAD support4,22. The present study provides new 

experimental evidence that proteolysis links the induction of high shear to the nearly 

immediate loss of HMW-multimers. First, in the HeartMate-II-LVAD patients, the loss of 

HMW-multimers was associated with an increase in VWF proteolytic fragments. Second, the 

loss of HMW-multimers at initiation of high shear conditions was blunted when a protease 

inhibitor (EDTA) was added to the in-vitro device model. Finally, the increase in IMW and 
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LMW multimers as seen in HeartMate-II-LVAD-patients and the decrease of IMW and 

LMW multimers seen in TAVI-patients are also consistent with this hypothesis. Altogether 

these results further re-enforce that shear-induced proteolysis is the major mechanism 

underlying the acquired HMW-multimers loss observed in “high-shear-cardiovascular 

disorders”.  

 

Vascular endothelium and recovery of HMW-multimers defect 

The inhibition of HMW-multimers proteolysis is not sufficient to explain alone their sudden 

rise in TAVI patients, unless new VWF molecules circulate in the blood. This question was 

investigated by measuring VWFpp, which reflects the rate of endothelial VWF release at 

steady-state conditions23. In patients undergoing TAVI, an increase in VWFpp, indicative of 

an acute release of VWF by the vascular endothelium, was observed. This demonstrates that 

in combination with the acute inhibition of HMW-multimers proteolysis, an acute release of 

VWF multimers is providing the requested condition for the acute recovery of the HMW-

multimers defect. 

Recent studies have demonstrated that an increase in the arterial luminal pressure is able to 

induce an acute release of VWF by the vascular endothelium24. In our study, the observations 

of a sudden rise in VWFpp in situations where an increase of arterial luminal pressure is 

observed (such as TAVI- or HeartMate-II-LVAD patients), and the lack of VWFpp increase 

in a model without endothelium (such as the HeartMate-II-LVAD model), is consistent with 

this hypothesis.  

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

the increased arterial luminal pressure, are no longer submitted to local abnormal high shear 
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and proteolysis when passing through the valve, thus resulting in an ultimate increase in the 

proportion of HMW-multimers (Fig 6).  

 

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

Per-procedural evaluation of the result of aortic percutaneous interventions, an 

important time as corrective measures can still be undertaken, remains a challenging issue. 

There is therefore a critical need for a quick and reliable method of evaluation of the results of 

these interventions. 

PFA-100®, which is a whole blood functional test of primary haemostasis, has been 

shown to be highly sensitive to HMW-multimers defects14. A major finding is that a rapid 

correction in PFA-CADP, reflecting HMW-multimers recovery, was observed in patients 

undergoing TAVI, while no significant change was observed in those undergoing BAV. This 

demonstrates that PFA-100 can reflect in “real-time” acute shear modification and evaluate 

the quality of the results of transcatheter aortic valve procedures.  

PFA-CADP could therefore be used to monitor such procedures in some critical 

circumstances. While BAV is a useful procedure, it is associated with a highly variable 

improvement in aortic valve area. The use of a larger balloon may provide further 

enlargement of the aortic valve at the risk of severe aortic regurgitation. Such choice is further 

complicated as the benefit of BAV is difficult to evaluate accurately during the procedure3. In 

such a case the lack of improvement of PFA-CADP in the catheterization laboratory could 

provide additional informations and guide the medical decisions to use a larger valvuloplasty 

balloon. Similarly, while TAVI is often performed in patients with a degenerated biological 

prosthesis in the so-called Valve-in-Valve procedure, the result can be hampered by the high 



84 

 

residual transvalvular gradient due to a prosthesis/prosthesis mismatch. The development of a 

broader size choice and fully retrievable devices will provide the opportunity to adapt the 

initial choice during the procedure pending that prosthesis/prosthesis mismatch can be 

accurately and quickly recognized. In this situation also, the lack of improvement of PFA-

CADP could help the medical decision while the patient in still in the catheterization 

laboratory. 

 

Study limitations 

The number of patients included in this study could be considered as limited. This was largely 

a consequence of the translational approach of our study and of our goal to provide a real-time 

assessment of the processes involved. We believe that such an approach favouring multiple 

“clinical situations” and the assessment of multiple time-points in each “clinical situation” 

rather than a high number of subjects in each “clinical situation” was more adapted to our 

research. It did not preclude the detection of significant differences, while the findings 

obtained in one situation allowed further validation of the findings from another.  

While the rabbit model allowed us to investigate onset/offset of loss of HMW-multimers, the 

underlying mechanisms could not be investigated in the same model due to the lack of 

specific reagents for rabbits. However, these mechanisms were investigated using the 

HeartMate-II-LVAD model and in patients undergoing transcatheter aortic valve 

procedures. 

The use of multimeric analysis of VWF as a biomarker of blood flow is potentially limited by 

the fact that it is a time-consuming technique. This issue was offset, however, by the use of a 

point of care PFA-CADP assay which renders our observation clinically relevant.  
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Clinical perspective: VWF as a biological sensor of blood flow 

Although this was previously speculated based on in-vitro findings13, our results provides the 

first integrated demonstration that circulating VWF acts as a biological mechanosensor and a 

dynamic marker of changes in blood flow in-vivo. This observation, together with the recently 

described25 pleiotropic function of VWF suggests a key role of VWF as a biological 

transducer of changes in blood flow.  

In addition, the mechanosensor property of VWF, as assessed with a point of care assay, 

could be useful in clinical practice to monitor acute changes in blood flow (e.g during 

procedures such as BAV and TAVI), and to assist the therapeutical decision in critical 

circumstances.  
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Figures 

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

stenosis model 

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

reversion of aortic stenosis (repeated ANOVA, p<0.01 overall; n=17). Significant loss of 

HMW-multimers 5 minutes and 30 minutes after induction of stenosis (p<0.01 vs baseline) 

and immediate recovery 5 minutes and 30 minutes after reversion of stenosis (p<0.01 vs 30 

minutes post induction) were observed. 

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

induction and reversion of stenosis in one rabbit.  

C: Densitometric analysis of electrophoretic gel image (black arrows indicate the front of 

migration, NP=normal human pooled plasma).  

 

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

axial-continuous-flow HeartMate II device 

A: Quantitative analysis of HMW-multimers (relative to normal human pooled plasma) after 

perfusion of human whole blood under high shear conditions (9000 rpm) in the HeartMate-

II (HM II) in-vitro model (repeated ANOVA, p<0.0001 overall; n=10). A significant loss of 

HMW-multimers occurred overtime, already significant 5 minutes after HeartMate-II start 

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

B: Representative time course of HMW-multimers loss (with densitometric analysis) after 

initiating the HeartMate-II in-vitro. 

C: Quantitative analysis of HMW-multimers (relative to normal human pooled plasma) in 

patients undergoing initiation of HeartMate-II support (repeated ANOVA, p<0.01 overall; 

n=8). A significant loss of HMW-multimers occurred overtime, already significant 30 

minutes after initiating the HeartMate-II  support (p<0.01 vs baseline). 

D: Representative time course of HMW-multimers loss (with densitometric analysis) after 

initiating the HeartMate-II  support in-vivo. (B and D: black arrows indicate the front 

migration, NP=normal human pooled plasma). 
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 Figure 3: Pre and post-procedural transvalvular echocardiographic aortic valve 

evaluation in patients undergoing transcatheter aortic valve interventions 

A:  Evolution of the maximum aortic velocity after TAVI or BAV procedure. Procedure 

induced a near normalization of mean aortic velocity in TAVI patients. Although significant, 

only a modest improvement was observed in BAV patients.  

B: Evolution of the mean aortic transvalvular gradient after TAVI or BAV procedure. 

Procedure induced a near normalization of mean aortic transvalvular gradient in TAVI 

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

 

Figure 4: Time course of HMW-multimers recovery in patients with severe aortic 

stenosis undergoing transcatheter aortic valve interventions  

A: Quantitative analysis of HMW-multimers in patients undergoing correction of aortic 

stenosis by TAVI (repeated ANOVA, p<0.0001 overall; n=10). HMW-multimers recovery 

was significant 5 minutes after valve implantation (p<0.05) and complete at 180 minutes 

(p<0.01). 

B: Representative time course of VWF multimeric pattern (with densitometric analysis) in a 

patient undergoing TAVI procedure.  

C: Quantitative analysis of HMW-multimers in patients undergoing BAV procedure (repeated 

ANOVA, p=0.21 overall; n=10). No significant changes in VWF multimeric pattern occurred 

after valve dilatation. 

D: Representative time course of VWF multimeric pattern (with densitometric analysis) in a 

patient undergoing BAV procedure.  

 

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

in patients undergoing transcatheter aortic valve interventions. 

In TAVI-patients, a time-dependent correction of PFA-CADP was observed (repeated 

ANOVA, p<0.0001). In BAV-patients, no significant time-dependent change of PFA-CADP 

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

A loss of VWF HMW-multimers is observed in severe aortic stenosis consecutive to an 

increase in shear-induced proteolysis of VWF through the pathological aortic valve. A 

recovery of VWF HMW-multimers is observed early after a TAVI-mediated new aortic valve 

implantation whereas VWF multimeric profile remains unchanged after a BAV-mediated 

aortic valve dilatation. We proposed that the time course of HMW-multimers recovery 

following TAVI procedure is mediated by two mechanisms dependent on the correction of 

aortic stenosis: 1) A normalization in local aortic transvalvular shear stress conditions 

preventing the proteolysis of circulating HMW-multimers through the implanted aortic valve. 

2) An increase of HMW-multimers release by the vascular endothelium secondary to an 

increase in arterial luminal pressure. Finally PFA-bedside assessment reflecting HMW-

multimers changes could be used clinically to monitor in real-time the results of transcatheter 

aortic valve interventions. 
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Von Willebrand Factor As A Biological Sensor Of Blood Flow To Monitor 

Percutaneous Aortic Valve Interventions: Insights From The Witavi Registry 

 

Supplementary Appendix 

 

Supplementary methods  

 

Rabbit model of reversible aortic stenosis  

Animals 

All experiments were conducted in syngeneic male New Zealand rabbits weighing 2.7–3 kg, 

of the same blood group. Animals were obtained from the CEGAV Breeding Colony (Les 

Hautes Noës, St Mars d’Egrenne, France). Rabbits were housed in individual cages under 

standard conditions of temperature (14–20°C) and light (12 h per day) with food and water 

provided ad libitum. All experiments were conducted in accordance with the European 

Communities Council directive (86/609/EEC) after approval was obtained from the local 

Ethics Review Board of Lille University, and conformed to the US National Institutes of 

Health guidelines for the care and use of laboratory animals. Anaesthesia, ventilation and 

monitoring were performed as previously described 1 

Aortic stenosis and reversion  

An adjustable silicone vascular clamp, consisting of a banding ring, a connecting tube and an 

inflation reservoir (Harvard Apparatus, Holliston, Kent, UK), was placed on the ascending 

aorta to induce a controlled circumferential stenosis. Non-inflated, the device was adjusted to 

the outside diameter of the aorta while inflation of the vascular clamp with a predefined 
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volume allowed a reproducible stenosis. The volume was defined to obtain a reduction in 

cross sectional area >75% as observed in patients with severe aortic stenosis 2. Inflation and 

deflation using this device were performed in less than 5 seconds thus stenosis and its 

reversion were immediate.  

Blood sampling  

Blood samples were collected through a carotid artery catheter. Blood samples were obtained 

before stenosis (baseline), after induction of aortic stenosis (T5, T30). Then the stenosis was 

reversed 30 minutes after its induction and blood was sampled 5 and 30 minutes after 

reversion of the stenosis (T35, T60). Blood loss secondary to blood sampling was 

compensated by continuous isotonic NaCl infusion via the carotid catheter. At the end of the 

experiment, once the time course was completed, rabbits were sacrificed by injection of a 

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

 

VWF antigen and VWF multimeric analysis in rabbits 

All samples were collected in 0.129 M trisodium citrate tubes (9NC BD Vacutainer, 

Plymouth, UK) and centrifugated at 2500 g for 15 minutes. Poor-platelet plasma (PPP) was 

frozen and stored at -80°C until analysis.  

Rabbits PPP-samples were tested for VWF antigen (VWF:Ag) by Elisa as recommended by 

the manufacturer (Cedarlane® CL20403K). Results were expressed relative to baseline values 

observed for each animal.   

Rabbits PPP-samples were subsequently tested for VWF multimeric patterns via 1.4% SDS-

agarose electrophoresis as previously described for human samples 3 , excepting for the 

revelation step. Loading of SDS-agarose gels was normalized for VWF:Ag content. The 

revelation step was adapted for rabbit species using a polyclonal anti-human VWF antibody 

(Cedarlane® CL20403K), cross-reacting with rabbit VWF, that was conjugated to alkaline 
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phosphatase enzyme (Lynx rapid alkaline phosphatase antibody conjugation kit, AbD 

serotec®). VWF multimeric pattern was detected via alkaline phosphatase-mediated 

NBT/BCIP (Nitroblue Tetrazolium / 5-Bromo- 4-Chloro-3-Indolyl Phosphate) hydrolysis. 

HMW-multimers were determined using densitometric scanning. Results were expressed 

relative to baseline values determined for each rabbit. 

 

HeartMate-II  assist device model 

Anticoagulated whole human blood (250 mL) was perfused in a circulatory perfusion system 

incorporating a HeartMate-II® pump (Thoratec Corp., Pleasanton, California).Two 

cylindrical tubings (1x2 x 3/32 xs; Sorin Group Implant®) were used to connect the device. 

The inlet and outlet ducts of the HeartMate-II® were connected with these two tubings to 

obtain a closed circuit. HeartMate-II® rotation was set to 9,000rpm.  Samples were taken 5 

min before the onset of perfusion (baseline) and after 5 min (T5), 30 min (T30) or 180 min 

(T180).  

 

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

induced by HeartMate-II support 

 

Spiking experiments in the presence of EDTA 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA 10mM -Sigma®) was spiked in whole human blood 

before the initiation of the HeartMate-II pump. Subsequently blood was perfused under high 

shear conditions (9,000rpm). Blood was sampled before the onset of perfusion (T0) and after 

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

VWF proteolysis fragments were assessed in 3 HeartMate-II-patients via western-blot 

analysis of immuno-precipitated VWF. VWF was immuno-precipitated using rabbit 

polyclonal anti-VWF antibodies (50 µg/ml beads; Dako, Glostrup, Danmark) adsorbed onto 

Protein-G coated magnetic beads (Dynabeads Protein G, Invitrogen, Saint Aubin, France) for 

2 h at room temperature. After extensive washing in PBS/0.1 % Tween-20, 

immunoprecipitated VWF was released from the beads via a 5 min incubation at 100˚C in 30 

µL PBS/10 µL NuPAGE-LDS 4×sample buffer (Life Technologies, Saint Aubin, France) in 

the presence of 2 mM dithiothreitol. Electrophoresis was performed using discontinuous 4-

12% SDS-page (Invitrogen). After transfer to an Immobilon P membrane (Millipore, 

Molsheim, France), the presence of VWF proteolysis fragments was revealed via incubation 

with a pool of 10 distinct monoclonal antibodies recognizing distinct epitopes of VWF (10 

µg/ml). Bound antibodies were probed using peroxidise-labeled goat anti-mouse antibodies 

(dilution 1:500; Santa Cruz, Heidelberg, Germany) and visualized with SuperSignal West-

Pico Enhanced Chemiluminescence Substrate (Thermo-Fischer Scientific, Villebon-sur-

Yvette, France). Blots were analyzed via ImageJ-1.44 software 

(http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) in order to quantify uncleaved VWF (225 kDa bands)  

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

Shear-dependency of the loss of HMW-multimers  

Anticoagulated whole human blood was perfused either under high shear stress (pump set at 

9,000rpm) or low shear stress (pump set at 3,000) conditions for three hours. Blood was 

sampled before (baseline) and after starting the pump (T5, T30 and T180 minutes). 
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Supplementary legends to figures 

 

Figure S1. Shear-induced proteolysis as the underlying mechanism of the loss of HMW-

multimers  of VWF  after initiation of HeartMate-II  support 

A: VWF proteolysis was assessed via Western blot analysis. A Representative time course of 

immuno-precipitated VWF proteolytic bands (140 and 176 kDa bands) under high shear 

conditions (9,000rpm) and densitometric integration of 3 western blots obtained in patients 

undergoing implantation of HeartMate-II LVAD are presented.  Results (mean±SD) are 

expressed as a ratio versus baseline. A time-dependant increase in immuno-precipitated VWF 

proteolytic bands was observed.  

B, C: In-vitro, no loss of HMW-multimers was observed under high shear conditions (9,000 

rpm) when spiking a protease inhibitor (EDTA 10mM) before pump initiation (B) nor at low 

shear (3,000 rpm) (C).  

 

Figure S2.  Absence of HMW-multimers recovery after reversion of pathological high 

shear in the HeartMate-II assist device model 

Whole human blood was submitted to high shear (9,000rpm) during 3 hours and then to low 

shear for the next 3 hours (3,000 rpm) by switching the pump. The VWF multimeric profile 

remained unchanged after the offset of high shear stress.  
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Suppl Figure 1 
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Suppl Figure 2 
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CHAPITRE 2 : Prévention de la dégradation du VWF sous ACM-FC 

 

 

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

Rauch A, Legendre P, Christophe OD, Goudemand J, van Belle E, Vincentelli A, Denis CV, 
Susen S, Lenting PJ. Thromb Haemost. 2014 Jul 17;112(5). (Epub ahead of print) 
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La protéase plasmatique ADAMTS13 régule la taille des multimères de VWF 

plasmatique et ainsi leur fonction pro-hémostatique. Les bases moléculaires de la protéolyse 

du VWF par l’ADAMTS13 ont été amplement étudiées ces dernières années. Le clivage du 

VWF intervient au niveau d’une liaison peptidique unique, Y1605-M1606, localisée au sein du 

domaine A2. Cette protéolyse nécessite un alignement adéquat du site catalytique 

métalloprotéase de l’ADAMTS13 et du domaine A2 du VWF, obtenu grâce à une interaction 

préalable de ces deux molécules au niveau de différents exosites. Concernant le VWF, les 

exosites impliqués dans cette interaction sont localisés au niveau des domaines A2 et D4, 

mais seul ce dernier est accessible spontanément à l’ADAMTS13. En conditions de flux 

normales, le VWF plasmatique circule en effet sous une conformation globulaire, au sein de 

laquelle les exosites et le site de clivage Y1605-M1606 du domaine A2, profondément enfoui 

dans la molécule, sont inaccessibles à l’ADAMTS13. Bien que l’interaction entre le domaine 

A2 du VWF et l’ADAMTS13 soit un pré-requis à la protéolyse du VWF par l’ADAMTS13, 

cette liaison n’intervient que dans certaines conditions associées à une élongation des 

multimères de VWF. Ce mécanisme de régulation mécano-enzymatique protège le VWF natif 

d’une dégradation spontanée par l’ADAMTS13 dans le flux sanguin et limite 

physiologiquement l’action de l’ADAMTS13 à certaines situations spécifiques à risque 

thrombotique :1) L’ADAMTS13 protéolyse les méga-multimères endothéliaux de VWF, dès 

leur sortie des corps de Weibel-Palade, prévenant ainsi la libération dans le sang de ces 

formes hyperfonctionnelles de VWF. 2) Le VWF lié aux plaquettes, au sein du thrombus en 

formation, a également une conformation étendue favorable à sa protéolyse par 

l’ADAMTS13, qui contribue ainsi à limiter la croissance du caillot. 
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Deux pathologies témoignent chez l’homme de l’importance physiologique de la protéolyse 

du VWF par l’ADAMTS13. Un déficit fonctionnel sévère en ADAMTS13 est associé à une 

micro-angiopathie thrombotique : le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT). A 

l’inverse, une protéolyse excessive du VWF par l’ADAMTS13 peut se voir dans différentes 

formes héréditaires ou acquises de maladie de Willebrand (VWD), et se manifester par des 

hémorragies sévères. Ceci est le cas de la VWD de type 2A mais aussi des syndromes de 

Willebrand acquis associés au rétrécissement aortique (Rao) ou aux assistances circulatoires 

mécaniques à flux continu (ACM-FC). Ces deux dernières conditions sont caractérisées une 

perte des VWF-HPM, une augmentation des produits de dégradation du VWF et une 

incidence élevée d’hémorragies cutanéo-muqueuses notamment digestives. 

 

Les hémorragies digestives sous ACM-FC constituent un véritable enjeu thérapeutique en 

raison de leur prévalence élevée et de leur impact négatif en termes de survie et de qualité de 

vie. Leur survenue complique singulièrement la prise en charge des patients sous ACM-FC, 

chez qui une anticoagulation curative est indiquée en prévention primaire d’événements 

artériels thrombotiques. Ces hémorragies digestives régressent classiquement après le 

traitement de l’anomalie causale : remplacement valvulaire aortique ou greffe cardiaque. 

Cependant, cette dernière option est rarement envisageable pour les patients sous assistance 

ventriculaire gauche, en raison de la pénurie en greffons cardiaques ou d’éventuelles 

comorbidités contre-indiquant la greffe. 

 

Un traitement préventif ou curatif du syndrome de Willebrand acquis associé à un 

excès de protéolyse du VWF par l’ADAMTS13, constituerait une réelle avancée 

thérapeutique pour les patients sous ACM-FC. Le développement de molécules ciblant 

spécifiquement un des exosites impliqués dans la liaison VWF-ADAMTS13 semble une 
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approche fondée car cette interaction est nécessaire pour permettre la protéolyse du VWF. De 

plus, une telle approche est théoriquement compatible avec le maintien d’une protéolyse 

résiduelle du VWF et semble donc associée à un risque faible de PTT pharmaco-induit. 

 

Nous avons testé deux classes de molécules dans cette optique : une librairie d’anticorps 

monoclonaux anti-VWF ou anti-ADAMTS13 issus de cultures d’hybridomes murins et des 

fragments recombinants de VWF ou d’ADAMTS13 produits par transfection stables de 

cellules eucaryotes BHK (Baby Hamster Kidney). 

Dans un premier temps, nous avons ciblé comme molécules d’intérêt celles inhibant 

partiellement la liaison du VWF à l’ADAMTS13 in-vitro. Cette étape de dépistage a reposé 

sur un test d’immunoadsorption permettant la mesure de la liaison entre VWF purifié 

d’origine plasmatique et ADAMTS13 recombinante humaine, en présence d’EDTA. Nous 

avons ainsi identifié les fragments A2-Fc et l’anticorps 508 (Ac508) comme potentiels 

inhibiteurs candidats. 

Dans un deuxième temps, nous avons étudié le potentiel des deux molécules sélectionnées à 

inhiber la protéolyse du VWF par l’ADAMTS13 en conditions de flux in-vitro. Ces 

conditions ont été artificiellement reproduites dans un modèle de mini-vortex, permettant une 

consommation très limitée de réactifs. Nous avons ainsi co-incubé VWF et ADAMTS13 dans 

un aliquot à PCR pendant une heure sur un mini-vortex en présence soit du fragment A2-Fc, 

soit de l’Ac508. Après arrêt de la réaction par EDTA, la protéolyse du VWF a été évaluée 

semi-quantitativement par l’analyse de l’augmentation ou non des fragments de protéolyse du 

VWF (140 et 176 kDa) dans ces différentes conditions. La mise en évidence des fragments de 

protéolyse s’est effectuée par Western blot avec au préalable une étape d’enrichissement des 

échantillons en VWF par immuno-précipitation. Seul l’Ac508 s’est révéler inhiber la 

protéolyse du VWF par l’ADAMTS13 dans ces conditions expérimentales. 
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Nous avons ensuite voulu caractériser le mode d’action et le potentiel à visée thérapeutique de 

l’Ac508. La compréhension du mécanisme d’action de l’Ac508 a nécessité la localisation de 

son épitope. Celle-ci s’est effectuée en deux étapes. Tout d’abord, nous avons évalué 

l’interaction de l’Ac508 à différents fragments de VWF d’origine recombinante ou 

enzymatique en ELISA et en immuno-dot. Nous avons ainsi localisé l’épitope de cet anticorps 

dans la partie distale du domaine D4 du VWF. Nnous avons ensuite testé un panel de peptides 

synthétiques biotinylés chevauchants correspondants à la séquence en acides aminés de la 

partie distale du domaine D4. Nous avons ainsi réduit l’épitope de l’Ac508 à une courte 

séquence polypeptidique de 12 acides aminés au sein du domaine D4. Le domaine D4 

comporte un épitope qui permet la liaison du VWF natif, sous sa conformation globulaire à la 

partie distale de l’ADAMTS13 (domaines TSP5-8 et CUB1-2). Cette liaison VWF-

ADAMTS13 est nécessaire mais non suffisante pour permettre la protéolyse du VWF par 

l’ADAMTS13. Au total, nous avons déduit le mécanisme d’action suivant : l’Ac508 en 

inhibant l’étape initiale de l’interaction VWF-ADAMTS13 permet une inhibition de la 

protéolyse du VWF par l’ADAMTS13.  

Nous avons ensuite effectué la caractérisation biochimique de l’Ac508 pour évaluer son 

intérêt à visée thérapeutique. Son affinité pour le VWF a été estimée par la technique  « bio-

layer interferometry » (BLI) à l’aide de l’Octet (ForteBio®). La BLI est une technique 

analytique basée sur le principe d’interférométrie optique, qui permet de mesurer en temps 

réel l’interaction entre 2 ligands à la surface d’une fibre optique. La BLI permet ainsi de 

déterminer les constantes cinétiques de vitesse d’association et de dissociation (kon, koff) et 

l’affinité à l’équilibre de la réaction (KD). Cette technique est peu consommatrice 

d’échantillon et s’avère performante pour l’étude d’échantillons purifiés. L’Octet a mis en 

évidence une interaction dose-dépendante et  d’affinité moyenne entre l’Ac508 et le VWF.  
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Nous avons ensuite estimé le pouvoir inhibiteur de l’Ac508 via un test d’inhibition 

compétitive de la liaison VWF-ADAMTS13 en microplaque. Nous avons ainsi confirmé que 

l’Ac508 inhibait partiellement la liaison VWF-ADAMTS13 avec une inhibition maximale de 

50% environ. Nous avons estimé sa concentration inhibitrice 50 (IC50)  à 0.9 µg.mL-1, soit 

une concentration compatible avec son utilisation in-vivo. 

 

En l’absence de modèle animal murin adapté à l’évaluation in-vivo de l’Ac508, nous avons 

utilisé un modèle ex-vivo en sang total pour évaluer son efficacité dans la prévention de la 

dégradation du VWF sous ACM-FC. Dans ce modèle, l’Ac508 inhibe de façon dose-

dépendante la dégradation des VWF-HPM. De façon notable, il persiste une protéolyse 

résiduelle du VWF en présence de fortes concentrations d’Ac508 comparé à l’inhibition 

complète observé avec l’EDTA.  

 

Nous démontrons ainsi qu’une prévention de la dégradation du VWF sous ACM-FC est 

possible via un anticorps monoclonal ciblant l’interaction VWF-ADAMTS13 au niveau du 

domaine D4 du VWF. Cette approche pourrait être associée à un risque faible de PTT 

pharmaco-induit car elle permet le maintien d’une protéolyse résiduelle du VWF.  
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Abstract 

Haemorrhagic episodes in patients carrying circulatory assist devices represent a severe life-

threatening clinical complication. These bleeding episodes may originate from a reduced 

functionality of von Willebrand factor (VWF), a multimeric protein pertinent to the formation 

of a haemostatic plug. It has been reported that the reduced functionality is due to increased 

proteolytic degradation by the enzyme ADAMTS13, a phenomenon that is facilitated by 

device-induced increases in shear stress to which VWF is exposed. Here, we have tested a 

series of VWF-derived protein fragments and monoclonal murine anti-VWF antibodies for 

their capacity to reduce shear stress-dependent degradation of VWF. Via direct binding 

experiments, we identified an anti-VWF antibody that partially blocked VWF-ADAMTS13 

interactions (46 ± 14%). Epitope mapping experiments revealed that the antibody, designated 

mAb508, is directed against the distal portion of the VWF D4-domain (residues 2134–2301) 

and recognises a synthetic peptide encompassing residues 2158–2169. Consistent with its 

partial inhibition of VWF-ADAMTS13 interactions in binding assays, mAb508 reduced 

ADAMTS13-mediated VWF degradation in a vortex-based degradation assay by 48 ± 10%. 

In a HeartMateII-based whole blood perfusion system, mAb508 was able to reduce 

degradation of highmolecular-weight (HMW)-VWF-multimers dose-dependently, with a 

maximal inhibition (83 ± 8%) being reached at concentrations of 10 µg/ml or higher. In 

conclusion, we report that partial inhibition of VWF-ADAMTS13 interactions using an anti-

VWF antibody can prevent excessive degradation of HMW-VWF multimers. This strategy 

may be used for the development of therapeutic options to treat bleeding episodes due to shear 

stress-dependent VWF degradation, for instance in patients carrying circulatory assist devices. 

Keywords: von Willebrand factor, ADAMTS13, circulatory assist devices, acquired von 

Willebrand syndrome, antibody therapy
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Introduction 

         Von Willebrand factor (VWF) is a multimeric glycoprotein that plays an essential role 

in the formation of platelet-rich thrombi, particularly under conditions of high shear stress. 

The main source of circulating VWF are the endothelial cells, where it is synthesized as a 

single chain pro-subunit with a discrete domain architecture, which was recently re-annotated: 

D1-D2-D'-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK (1). Intra-cellular processing results 

in the removal of the propeptide (D1-D2 domains), and multimerisation of the protein via 

amino and carboxy-terminal disulfide bonding (2). These processes generate a heterologous 

pool of differentially sized multimers that may contain as many as 60 subunits, which are 

stored in the endothelial Weibel-Palade bodies and secreted into plasma via constitutive and 

agonist-induced pathways (3). 

The multimer size of VWF is pertinent to its platelet-recruiting function, with the larger 

multimers displaying the highest haemostatic potential. In normal plasma, the multimers may 

contain between 2 and 40 subunits (1-20 bands when analysed by SDS-agarose 

electrophoresis [4]), which are shorter than those found in the endothelial storage organelles. 

Indeed, mechanisms are in place regulating VWF multimer size in the circulation, including 

proteolysis by the VWF-cleaving protease ADAMTS13 (A Disintegrin And Metalloprotease 

with ThromboSpondin domains-13) (5). 

The molecular basis of VWF proteolysis by ADAMTS13 has been extensively studied (6). A 

number of interactive sites have been identified, including the A2- and D4-domains of VWF, 

which are important for the proper alignment of the ADAMTS13 active site (7-9). This active 

site attacks the Tyr1605-Met1606 peptide bond that is located within the VWF A2 domain 

(10). Interestingly, access to this peptide bond relies on the shear stress-in-duced unfolding of 

the substrate (for review see [11]), thereby protecting it against degradation while circulating 
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normally, and limiting proteolysis to specific conditions. One of these conditions occurs when 

multiple VWF multimers assemble into large stretched bundles attached to the endothelial 

surface upon agonist-induced secretion. These bundles are not only capable of catching 

platelets, but their stretched conformation allows proteolysis by ADAMTS13 thereby 

preventing the release of platelet-binding ultra-large VWF multimers into the circulation (12, 

13). Another condition favouring proteolysis occurs when VWF binds to platelets within the 

growing thrombus. This opens the ADAMTS13 cleavage site, and subsequent proteolysis 

results in reduction of VWF multimer size (14). Consequently, the platelet-binding capacity is 

diminished, avoiding excessive thrombus growth that could occlude the vessel. 

The physiological relevance of ADAMTS13-mediated proteolysis of VWF is apparent from 

the severe thrombotic micro-angiopathy that is associated with the functional deficiency of 

ADAMTS13, a disorder known as thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) (15). In 

contrast, increased proteolysis of VWF by ADAMTS13 leads to a bleeding diathesis, as is 

exemplified by von Willebrand disease (VWD)-type 2A. VWD-type 2A is caused by 

mutations (mostly in the VWF A2 domain) that result in excessive proteolysis of the VWF by 

ADAMTS13, with a concomitant loss of the higher haemostatically active multimers (16). 

Another example relates to acquired von Willebrand syndrome (aVWS), where increased 

VWF proteolysis has been associated with various clinical settings, like aortic stenosis (17, 

18) and ventricular assist devices (VADs) therapy (19, 20). Both conditions are characterized 

by an increased incidence of bleedings, especially gastrointestinal (GI) bleedings (20, 21), in 

association with a selective loss of high molecular-weight (HMW)-multimers and an increase 

in VWF degradation products (18, 22). aVWS usually resolves after aortic valve replacement 
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or discontinuation of VAD support (18, 20, 23,24). However, the latter is limited by graft 

availability and GI bleeding represents thus the most challenging complication under VAD 

support. 

 

Overall there is a clear unmet medical need for a treatment targeting specifically excessive 

degradation of HMW-VWF multimers, for instance induced by circulatory assist devices. 

Ideally, such treatment should only partially interfere with VWF degradation in order to 

prevent drug-induced TTP-like symptoms. We hypothesised that interfering with VWF-

ADAMTS13 binding exosites might subsequently provide a partial inhibition of VWF 

proteolysis. Here, we describe a monoclonal anti-VWF D4 domain antibody supporting this 

proof of concept. Biochemical analysis revealed a potent partial inhibitory effect on VWF-

ADAMTS13 interactions. Its potential to diminish VWF proteolysis was confirmed using a 

recently developed ex vivo model of increased VWF degradation in whole blood induced by a 

circulatory assist device, which faithfully reproduces the biological phenotype of aVWS.
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Materials and methods 

Proteins 

Purified plasma-derived (pd)-VWF and recombinant (r)-VWF were obtained as described 

previously (25, 26). All r-VWF fragments were produced using stably transfected BHK-cell 

lines. Transfection was performed using pNUT- or pFUSE-plasmids that contained synthetic 

cDNA sequences. cDNAs cloned into pNUT contained a 5'-sequence encoding the VWF 

signal peptide to allow secretion and a 3'sequence encoding the HPC4 recognition motif 

(amino acid sequence EDQVDPRLIDGK). D'D3-HPC4 was obtained via the expression of a 

pNUT-plasmid encoding VWF-residues 1-1247. The purified protein lacks the VWF 

propeptide (residues 1-763) and is dimeric. A1A2A3-HPC4 and D4-HPC4 include VWF-

residues 1261-1872 and 1947-2301, respectively. HPC4-tagged proteins were purified to 

homogeneity using HPC4-immuno affinity chromatography as instructed by the manufacturer 

(Roche Diagnostics, Meylan, France). A1-Fc, A2-Fc, A3-Fc and D4-Fc include VWF 

residues 1261-1478, 1480-1672, 1681-1878 and 1947-2301, respectively. A13-1-685-Fc 

includes residues 1-685 of ADAMTS13. All proteins expressed using the pFUSE contained a 

C-terminal Fc sequence of human IgG1 and were dimeric. Fc-tagged proteins were purified to 

homogeneity using protein A-Sepharose as instructed by the manufacturer (VWR 

International, Fontenay-sous-Bois, France).  

A panel of 29 monoclonal murine antibodies against human VWF was established in the 

1980s (27, 28). Monoclonal antibodies were purified to homogeneity as described (27). 

Recombinant wild-type ADAMTS13 (wt-rADATMS13) containing a V5- and a His-tag was 

produced as described (29). Conditioned medium enriched in wt-rADAMTS13 that was 

concentrated five-fold using an Amicon Ultra-15 centrifugal filter unit with a Ultracel-30K 

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

Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). 

Binding of wt-rADAMTS13 to VWF 

pd-VWF (2 µg/ml) was adsorbed to microtitre wells. After blocking with BSA-containing 

buffer, immobilised VWF was incubated with supernatant containing wt-rADAMTS13 (3 

µg/ml) supplemented with EDTA (10 mM) and Pefabloc (10 mM) for 3 hours (h) at 37°C. 

Bound wt-rADAMTS13 was probed using a peroxidase-labelled monoclonal anti-V5 tag 

antibody (Abcys, Paris, France) for 2 h at 37°C and detected via peroxidase-mediated 

hydrolysis of tetramethylbenzidine (TMB). VWF fragments (10 nM final concentration, 

unless indicated otherwise) or anti-VWF antibodies (0.1 mg/ml final concentration, unless 

indicated otherwise) were pre-incubated with wt-rADAMTS13 for 30 minutes (min) at room 

temperature before addition to VWF containing microtiter wells. 

Vortex-based VWF degradation assay 

Vortex-based degradation of VWF was essentially performed as described (30). Briefly, 

purified pd-VWF (30 µg/ml), wt-rADAMTS13 (3 µg/ml) and Pefabloc (2.5 mM; Sigma-

Aldrich) were incubated in a volume of 40 µl and exposed to constant vortexing (2500 rpm; 

Vortex Genie 2T; VWR International) for the indicated time. Where indicated, samples were 

supplemented with EDTA (10 mM), polyclonal goat anti-ADAMTS13 antibodies (50 µg/ml), 

A2-Fc (1 µg/ml) or mAb508 (0.1 mg/ml). VWF degradation was assessed via Western blot 

analysis, which was preceded by immuno-precipitation using anti-VWF antibodies where 

indicated. VWF was immuno-precipitated using rabbit polyclonal anti-VWF antibodies (50 

µg/ml beads; Dako, Glostrup, Danmark) adsorbed onto Protein-G-coated magnetic beads 

(Dynabeads Protein G, Invitrogen, Saint Aubin, France) for 2 h at room temperature. After 
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extensive washing in PBS/0.1 % Tween-20, immunoprecipitated VWF was released from the 

beads via a 5 min incubation at 100°C in 30 µl PBS/10 µl NuPAGE-LDS 4x sample buffer 

(Life Technologies, Saint Aubin, France) in the presence of 2 mM dithiothreitol. Samples 

were separated via discontinuous 4-12% SDS-page (Invitrogen) and transferred to an 

Immobilon P membrane (Millipore, Molsheim, France). The presence of VWF or degradation 

fragments was revealed via incubation with a pool of 10 distinct monoclonal antibodies 

recognising distinct epitopes of VWF (10 µg/ml). Bound antibodies were probed using 

peroxidase-labelled goat anti-mouse antibodies (dilution 1:500; Santa Cruz, Heidelberg, 

Germany) and visualised with SuperSignal West-Pico Enhanced Chemiluminescence 

Substrate (Thermo-Fischer Scientific, Villebon-sur-Yvette, France). Blots were analysed via 

ImageJ® 1.44 software (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) in order to quantify increase in 

VWF degradation products (represented by the presence of 140 kDa and 176 kDa bands) 

relative to untreated VWF. 

Antibody binding to synthetic peptides 

A series of nine highly purified (>95%) synthetic peptides overlapping various hydrophylic 

motifs of the D4 domain region 2140-2277 containing a N-terminal biotin tag were obtained 

from EZBiolab (Carmel, IN, USA). Peptides were solubilised in H2O, eventually 

supplemented with one-sixth volume of 10% NH4OH to improve solubility if necessary. 

Peptides were immobilised onto streptavidin-coated microtiter plates (SigmaScreen 

Streptavidin High Capacity, Sigma-Aldrich) at a concentration of 50 µg/ml. Peptide-coated 

wells were incubated with mAb508 or mouse isotype IgG (5 µg/ml) in PBS containing 3% 

BSA. Bound antibody was probed using peroxidase-labelled polyclonal anti-mouse IgG and 

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

Equilibrium binding assays were performed via biolayer interferometry (BLI)-analysis using 

Octet-QK equipment (ForteBio, Reading, UK) essentially as described (26). Protein A-coated 

biosensors were incubated with mAb508 (0.5 mg/ml) in BLI-buffer (PBS / 2% BSA) for 7 

min allowing saturation of the sensor. Biosensors were then incubated for 5 min in BLI-buffer 

to achieve stable baseline, and subsequently incubated with various concentrations of pd-

VWF in BLI-buffer for 10 min. All incubations were performed at room temperature under 

continuous shaking (1000 rpm). Data were analysed using Octet Software version 4.0. 

Ex vivo whole blood perfusion 

The perfusion system consisted of a circulatory flowing pump device in which the 

HeartMateII® (Thoratec Corp., Pleasanton, CA, USA) was the pump. Two cylindrical tubings 

(1×2×3/32 xs; Sorin group Implant®) were used to connect the device. The inlet and outlet 

ducts of the HeartMateII® were connected with these two tubings to obtain a closed circuit, 

which further contained a sampling device. The distribution volume was approximately 250 

ml. The system was filled with citrate-anticoagulated whole blood (blood group O) provided 

by the local blood bank (Etablissement Français du Sang, Lille, France). Where indicated, 

blood was supplemented with EDTA (10 mM final concentration) or antibody mAb508 (0.5-

50 µg/ml final concentration). The pump rotor was set at 9000 rpm, a speed that is normally 

applied upon patient use (31).  

Blood was sampled 5 min before onset of perfusion (T0) and 5, 30 and 180 min after onset of 

perfusion (T5, T30 and T180, respectively). Blood samples were analysed for multimeric 

profile via 1.4% SDS-agarose electrophoresis as described (18). Analysis of loss of HMW-

multimers was measured and calculated as described (18).
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Results 

Selection of candidates inhibiting VWF-ADAMTS13 interactions 

To select potential inhibitors of VWF proteolysis, we first tested candidate molecules in an 

immunosorbent assay assessing binding of ADAMTS13 to immobilised VWF in the presence 

of EDTA. In this assay, immobilised VWF is elongated and exposes its interactive sites for 

ADAMTS13, including those localised within the VWF A2 domain (8). Two distinct types of 

potential inhibitors were evaluated. First, the potential of several monomeric or dimeric 

VWF-derived fragments (C-terminally tagged with either the HPC4-recognition sequence or 

with Fc) to block VWF/ADAMTS13 interactions was tested (Figure 1A). When analysed at a 

concentration of 10 nM, the majority of them (D’D3-HPC4, A1-Fc, A3-Fc, A1A2A3-HPC4 

and D4-Fc) exhibited minor inhibition (≈ 20%), whereas dimeric A2-Fc displayed substantial 

inhibition at this concentration (65 ± 6%; n=5; p<0.001). We next assessed a panel of murine 

monoclonal antibodies (0.1 mg/ml) directed either against VWF or ADAMTS13 (Figure 1B). 

Control experiments showed that ADAMTS13 binding was markedly inhibited in the 

presence of polyclonal anti-VWF antibodies (75 ± 9%; n=3; p<0.0001), whereas binding was 

unaffected in the presence of control mouse IgG. None of our three monoclonal anti-

ADAMTS13 antibodies proved inhibitory (data not shown). Among the 29 monoclonal anti-

VWF antibodies tested, 18 mAbs were unable to inhibit VWF-ADAMTS13 interactions, 

whereas 10 antibodies displayed mild inhibition <15%). In Figure 1B, representative data for 

antibodies recognizing different VWF domains (D', A1, A2, A3) are depicted. The strongest 

inhibitor was antibody mAb508, which reduced binding of ADAMTS13 to VWF by 46 ± 14 

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

mAb508 as potential inhibitors of the VWF-ADAMTS13 interaction. 
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mAb508 reduces vortex shear stress-induced VWF proteolysis 

Fluid shear stress plays a critical role in regulating ADAMTS13-mediated proteolytic 

cleavage of soluble VWF by ADAMTS13. Therefore, we tested the inhibitory effect of 

mAb508 (0.1 mg/ml) and A2-Fc (1 µg/ml), under conditions of increased shear stress, using a 

vortex-based degradation assay (30). VWF degradation was monitored using densitometric 

integration of VWF cleavage products (140 and 176 kDa) obtained after immunoprecipitation 

and western-blot analysis. In our experimental conditions, proteolytic cleavage of pd-VWF 

(30 µg/ml) by recombinant ADAMTS13 (3 µg/ml) increases as a function of incubation time, 

with maximal degradation obtained after 30 min (Figure 2A). In subsequent experiments, we 

incubated for 60 min to ensure maximal degradation. Importantly, degradation of VWF by the 

metalloprotease ADAMTS13 was inhibited by the addition of the chelator EDTA (10mM) or 

polyclonal goat anti-human ADAMTS13 antibodies (residual proteolysis <10% compared to 

control; Figure 2B). Furthermore, no VWF proteolysis was observed in the absence of shear 

stress. Unexpectedly, VWF proteolysis was unaffected (residual proteolysis 96 ± 5%; n=3) by 

the addition of A2-Fc (1 µg/ml), despite the notion that this fragment interferes with VWF-

ADAMTS13 interactions under static conditions. In contrast, degradation of VWF was 

markedly reduced (residual proteolysis 52 ± 10% compared to control; n=4; p<0.0001) in the 

presence of mAb508 (0.1 mg/ml). This indicates that the monoclonal anti-VWF antibody 

mAb508 is able to partially interfere with ADAMTS13-mediated proteolysis under conditions 

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

To identify the epitope of mAb508, we first evaluated binding of the antibody to distinct 

VWF fragments in an immuno dot-blot assay, in which bound antibody was probed using 

peroxidase-conjugated polyclonal goat anti-mouse antibodies (Figure 3A). As expected, 

mAb508 interacted with both r-VWF and pd-VWF that were used as positive controls. No 

signal was observed for HPC4-tagged constructs D’D3-HPC4 and A1A2A3-HPC4, whereas a 

weak signal was present for Fc-tagged variants A1-Fc, A2-Fc and A3-Fc. A similar weak 

signal was observed with a control Fc-fragment containing residues 1-685 of ADAMTS13, 

suggesting a minor cross-reaction of the anti-mouse IgG with human Fc fragments. 

Conversely, mAb508 strongly bound to two different fragments that contained the D4 

sequence (VWF residues 1947-2301; Figure 3A), i.e. monomeric D4-HPC4 and dimeric D4-

Fc. A similar specificity for VWF D4 domain was observed in an immuno-sorbent assay 

(Figure 3B). Indeed, no binding was observed with VWF fragments lacking the D4 domain, 

including a D4 domain-deleted VWF variant. In contrast, a strong positive signal was 

observed for the binding of mAb508 to pd-VWF and both D4 fragments (Figure 3B). 

Moreover, similar dose-response curves were observed for the binding of mAb508 to 

immobilized D4 fragments and pd-VWF, suggesting that the D4 domain contains the full 

epitope for mAb508 (Figure 3C). In order to define the mAb508 epitope in the VWF D4 

domain, we next tested binding of the antibody to VWF fragments obtained via proteolysis by 

Staphylococcus aureus V-8 protease, which cleaves within the D4 domain between residues 

2133 and 2134 (32). mAb508 reacted exclusively with the SPII fragment (residues 2134-

2813) but not with the SPIII fragment (764-2133) (data not shown), narrowing the antibody's 

epitope to the distal part of the D4 domain, i.e. residues 2134-2301.  
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To obtain more detailed information on the epitope localisation, we used a series of nine 

biotinylated-peptides encompassing hydrophilic regions of the distal D4 domain. Using this 

approach, we observed that mAb508 bound to a single peptide covering residues 2158 to 2169 

(Figure 3D). In conclusion, the epitope of mAb508 appears to be located within the VWF D4 

domain, a region previously found to be of relevance for the VWF-ADAMTS13 interaction 

(6, 8).  

 

mAb508 is a partial inhibitor of VWF-ADAMTS13 inter actions 

To further characterise the mAb508-VWF interaction, the apparent binding affinity was 

determined. Interactions between mAb508 and globular full-length VWF were assessed via 

bio-layer interferometry analysis using Octet-QK-equipment. Increasing concentrations of 

purified pd-VWF (0 to 0.2 mg/ml) were incubated with mAb508 immobilised onto protein A-

biosensor tips. A time- and dose-dependent association of pd-VWF to mAb508 was observed 

(Figure 4A, inset). In order to calculate the apparent affinity, responses at equilibrium 

(Bmax) were plotted versus VWF concentrations. Best fitting of the data was obtained using a 

model describing the interaction of a single class of binding sites (Figure 4A), which revealed 

a KD,app of 13 ± 3 µg/ml (mean ± SD), corresponding to 52 ± 11 nM based on VWF 

monomer concentrations.  

We next investigated the inhibitory potential of mAb508 for the VWF-ADAMTS13 

interaction in a competitive VWF-ADAMTS13 inhibition binding assay. VWF was directly 

coated (2 µg/ml) into a microtitre plate and increasing concentrations of mAb508 (range: 0 to 

50 µg/ml) were used as competitor of ADAMTS13 (4 µg/ml). 
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A dose-dependent inhibition was observed (Figure 4B). mAb508 inhibited the binding of 

soluble ADAMTS13 to immobilised VWF with an estimated IC50 of 0.09 ± 0.03 µg/ml. 

Maximal inhibition was obtained using 0.5 µg/ml of antibody and did not exceed 50% even 

when using antibody concentrations up to 50 µg/ml (Figure 4B). In conclusion, mAb508 

binds to VWF with moderate affinity, and its binding to VWF partially inhibits the interaction 

between VWF and ADAMTS13. 

 

mAb508 leaves haemostatic potential of VWF unaffected 
 
We next tested if mAb508 modulates VWF function, and two different tests were performed. 

First, VWF-ristocetin cofactor (VWF:RCo) activity was determined in the presence or 

absence of antibody mAb508 (50 µg/ml). A similar VWF:RCo activity was determined in the 

absence or presence of mAb508, when tested in plasma of three separate individuals (72.7 ± 

7% vs 71.0 ± 10.6%, respectively). Second, the effect of Ab508 on the haemostatic activity 

using the whole-blood platelet function analyser (PFA)-100 was assessed. The closure time of 

this test is highly dependent on functional VWF. No differences in PFA-100 closure times 

were observed, irrespective whether collagen/epinephrine (Col/Epi) or collagen/ADP 

(Col/ADP) cartridges were used. Closure times were: Col/Epi: 139 ± 29 seconds [sec] vs 131 

± 72 sec & Col/ADP: 83 ± 9 sec vs 83 ± 4 sec in the absence and presence of mAb508, 

respectively. This data indicate that mAb508 leaves VWF function unaffected. 
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mAb508 reduces shear stress-induced VWF proteolysis under conditions of flow 

To evaluate whether mAb508 could represent a potential tool to inhibit degradation of HMW-

multimers in patients with VAD, we used an ex vivo perfusion system incorporating the 

circulatory support pump Heartmate II®. Perfusion of citrated whole blood using this device 

results in a time-dependent loss of HMWmultimers (defined as >15 bands; Figure 5A), a 

phenomenon also observed in patients carrying this device (19). Densitometric analysis 

revealed a 50% loss of HMW-multimers was observed at 5 min after initiation of the 

perfusion, and a >95% loss of HMWmultimers occurred after 3 h of perfusion (Figure 5A-D). 

In the presence of the chelator EDTA, HMW-multimers remained stable, with only a marginal 

loss (7 ± 3%) observed after 3 h of perfusion under pathological high shear stress (Figure 

5B). Using increasing concentrations of mAb508 (range: 0.5-50 µg/ml; n=3 for each 

concentration), a dose-dependent mAb-based inhibition of VWF proteolysis was observed at 

each of the time points analysed (Figure 5A and B). Representative densitometric scans of 

multimer patterns at time points 0 and 3 h for the control and 3 h for mAb508 (0.5 and 10 

µg/ml) are presented in Figure 5C and D. A similar extent of inhibition was observed for 

antibody concentrations of 10 and 50 µg/ml, indicating that maximal inhibition was achieved 

at 10 µg/ml. Importantly, inhibition was partial in both cases, as a 20% loss of HMW-

multimers was detected after 3 h perfusion for each of these antibody concentrations (Figure 

5B), consistent with the partial inhibitory potential of mAb508 in the binding experiments. 
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We considered the possibility that the kinetics of ADAMTS13-mediated VWF degradation or 

the action of mAb508 could be modulated by the use of citrate as an anticoagulant. Therefore, 

similar perfusion experiments were performed using blood that was heparin-anticoagulated 

(5.7 U unfractionated heparin/ml blood, corresponding to a dose of 400 U/kg bodyweight 

assuming 70 ml blood/kg bodyweight). As presented in Figure 5E, the kinetics of VWF 

degradation in heparin-anticoagulated blood was similar to that in citrate-anticoagulated 

blood. In addition, Mab508 (10 µg/ml) inhibited VWF degradation to a similar extent in 

heparin- and citrate-anticoagulated blood, indicating that its mode of action is independent of 

the anticoagulant used. 

In conclusion, our findings describe the identification of antibody mAb508 as a partial 

inhibitor of ADAMTS13-mediated degradation of VWF, preventing excessive VWF 

proteolysis in whole blood under flowing conditions. 
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Discussion 

 

Bleeding secondary to increased VWF degradation is currently the leading complication in 

patients undergoing left ventricular assist device (LVAD) support (33) and points to an 

emerging medical need for a treatment preventing proteolysis of VWF. The most likely 

candidate responsible for shear stress-induced VWF degradation is ADAMTS13, although a 

contribution of other proteases cannot be fully excluded (34). Given that a lack of 

ADAMTS13 activity is associated with TTP, it is further important to consider that blocking 

VWF proteolysis should be incomplete in order to avoid TTP-like complications.  

 

In search for proteolysis inhibitors, we evaluated distinct candidates aiming to disrupt binding 

of ADAMTS13 to the VWF A2 or D4 domain, two interactive sites necessary to allow VWF 

proteolysis (6). Among these candidates, one mAb targeting the VWF D4 domain was 

identified to combine the desired properties of a potential therapeutic candidate, as it partially 

inhibited VWF-ADAMTS13 binding and reduced but not fully inhibited loss of HMW 

multimers under conditions of high shear stress. As expected, our screening of inhibitors of 

ADAMTS13-mediated proteolysis revealed that a recombinant A2-Fc variant was efficient in 

interfering with VWF-ADAMTS13 binding, achieving 65% inhibition while a two-fold molar 

excess of ADAMTS13 over A2-Fc was present (Figure 1). This inhibitory action fits with the 

localisation of the Tyr1605-Met1606 scissile bond and additional interactive sites within the 

VWF A2-domain. The exposure of these A2-domain interactive sites is shear stress-

dependent for full-length VWF, but appears to be constitutive for the tested A2-Fc fragment. 

However, A2-Fc (used at a concentration of 1 µg/ml, corresponding to 10 nM) was unable to 

prevent VWF degradation under conditions of increased shear stress, suggesting that the 

scissile bond within the A2-Fc fragment is rapidly cleaved under these conditions thereby 
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reducing the inhibitory potential of this fragment (Figure 2). Indeed, it has previously been 

reported that peptides overlapping the C-terminal part of VWF A2 domain interfere with 

VWF proteolysis at micromolar concentrations, indicating that such fragments are relatively 

weak inhibitors (35). Additional experiments would therefore be needed to test the inhibitory 

effect of A2-Fc at higher concentrations. An alternative approach could be to block A2 

domain-ADAMTS13 interactions using anti-A2 domain antibodies, as was described 

elsewhere (36) or antibodies targeting ADAMTS13 epitopes that overlap the A2-interactive 

site, including the ADAMTS13 spacer domain. However, this ADAMTS13 spacer domain 

contains the core antigenic epitope of anti-ADAMTS13 auto-antibodies known to be 

associated with acquired autoimmune TTP (37, 38). Hence, such approach might be 

associated with an increased risk of drug-induced TTP. 

 

Besides the VWF A2 domain, the VWF D4 domain is also an attractive target to block 

ADAMTS13-mediated proteolysis. Indeed, the VWF D4 domain contains an exosite 

accessible on globular VWF, mediating the initial step in the association between VWF and 

ADAMTS13 (8, 9). However, opposite to the A2-Fc fragment, no inhibition of VWF-

ADAMTS13 binding was observed using a D4-Fc fragment (Figure 1). We considered the 

possibility that D4-Fc was folded incorrectly. However, D4-Fc displayed similar binding as 

full-length VWF to three distinct anti VWF D4-domain Abs (Figure 3 & data not shown), 

indicating that its folding was within the normal range. More likely, D4-Fc is simply 

inefficient in its interaction with ADAMTS13. This possibility is consistent with the low 

affinity (KD,app = 0.7 µM) that was previously reported for the interaction between the 

isolated VWF D4 domain and ADAMTS13 (8). 



128 

 

Unlike the D4-Fc fragment, binding was efficiently inhibited in the presence of a murine mAb 

directed against VWF D4 domain (designated as mAb508). The epitope for mAb508 is 

localised between residues 2134 and 2301 and seems to involve the sequence 2158-2169 

(Figure 3). mAb508 binds the VWF D4 domain with a moderate affinity (KD,app = 52 nM; 

Figure 4A). This value should be considered as an estimate in view of the multimeric 

structure of VWF and the dimeric nature of the mAb, which complicate an accurate 

assessment of the true affinity constant. Despite its moderate affinity, mAb508 was 

particularly efficient to block VWF-ADAMTS13 binding under the conditions employed. 

Additional experiments are needed to reveal the nature of the inhibitory mechanism, whether 

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

 

In order to assess the clinical potency of the use of anti-D4 domain antibodies to prevent 

excessive VWF degradation under LVAD support, we implemented a novel LVAD-perfusion 

model (Figure 5). This model faithfully mimics the clinical setting, since all experiments are 

performed in citrated whole blood in the presence of physiological concentrations of VWF 

and ADAMTS13. Furthermore, unlike vortex-based degradation assays (30), there is no 

volume limitation allowing more flexibility with regard to spiking experiments with inhibitors 

and allowing time-course studies with several blood samplings. Using this LVAD-based 

perfusion model, a dose-dependent inhibition of HMW-multimer degradation was obtained 

with mAb508, consistent with the marked inhibition obtained in the vortex-based degradation 

assay (Figure 2 & Figure 5).  Antibody mAb508 shares it specificity for the D4 domain with 

antibody RU8, which was recently reported to interfere with ADAMTS13-mediated 

degradation of VWF in a vortex-based degradation assay (8).  
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However, degradation of HMW-multimers was fully repressed in the presence of 25 µg/ml of 

antibody RU8, whereas residual VWF proteolysis was still detectable at mAb508 

concentrations of 45 µg/ml, indicating fundamental differences in their mode of action. The 

inability of mAb508 to fully inhibit VWF proteolysis, even in the presence of a vast molar 

excess, not only fits the requirement for partial inhibition in order to avoid TTP-like 

symptoms, but also allows for a wide therapeutic window. 

 

In conclusion, we provide an ex vivo proof-of-concept for an antibody-based therapy for the 

treatment of VWF degradation induced by circulatory assist devices. Such antibody-based 

treatment could be of benefit not only in VAD, but also in other pathologies characterised by 

increased VWF proteolysis like aortic stenosis or hypertrophic obstructive cardiomyopathy 

complicated by Heyde syndrome (18, 39), VWD-type 2A (40), essential thrombocytemia (41) 

or extracorporeal membrane oxygenation support (42). Additional studies including 

humanisation of mAb508 and extensive pre-clinical studies to evaluate the in vivo efficacy 

and safety of this approach are warranted to further assess its therapeutic potential. One issue 

that requires particular attention concerns the combination of this antibody-based approach in 

combination with the anticoagulant used by the patient. Often, patients carrying LVADs are 

given vitamin K-antagonists and/or heparin (rather than direct thrombin- or factor Xa-

inhibitors). Combining anti-VWF antibodies with these anticoagulants could potentially 

increase the bleeding risk in these patients. However, our analyses demonstrated that antibody 

mAb508 leaves VWF function unaffected (as determined in VWF:RCo and PFA-100 assays). 

Moreover, the action of mAb508 was independent of the anticoagulant used, suggesting that 

the antibody could be used in combination with current anticoagulants without increasing the 

bleeding risk. 
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What is known about this topic? 

• It is known that patients carrying circulatory assist devices have an increased risk of 

bleeding due to dysfunctional VWF. 

• These devices induce high shear stress-conditions, favouring ADAMTS13-mediated 

degradation of VWF. 

 

What does this paper add? 

• We describe monoclonal anti-VWF antibody mAb508, which is directed against the VWF 

D4-domain. 

• mAb508 prevents excessive VWF degradation in a HeartMateII whole blood-perfusion 

model. 

• Our results may provide the basis for an antibody-based therapy to prevent VWF-dependent 

bleeding episodes in patients carrying circulatory assist devices. 
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Figure legends 

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

Candidate inhibitors were tested in an immuno-sorbent assay evaluating the binding of V5-

tagged wt-rADAMTS13 (3 µg/ml) to immobilized pd-VWF (2 µg/ml) in the presence of 

EDTA (10 mM). A) Fc- or HPC4-tagged VWF fragments (10 nM) were incubated for 30 min 

at 37°C with wt-rADAMTS13 before addition to immobilised full-length VWF in microtitre 

wells for 3 h. Bound ADAMTS13 was probed using a peroxidase-labelled monoclonal anti-

V5 tag antibody for 2 h at 37°C and detected via peroxidase- mediated hydrolysis of TMB. B) 

mAbs targeting VWF was evaluated for their effect on ADAMTS13 binding to VWF as 

described for panel A using polyclonal antibodies as negative (mouse IgG) and positive 

(rabbit anti-VWF IgG) controls (all antibodies were tested at a concentration of 0.1 mg/ml). 

Data represent the mean ± SD of 3–5 experiments and are expressed as residual ADAMTS13 

binding compared to incubation in the absence of VWF- fragments or antibodies for panel A 

and B, respectively. For panel B, data representing antibodies recognising different VWF 

domains (D’, A1, A2, A3) are depicted. ***: p<0.0001 as calculated via one-way ANOVA 

with Dunnett-multiple comparison test. 

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

assay.  

A) pd-VWF (30 µg/ml), wt-rADAMTS13 (3 µg/ml) and Pefabloc (2.5 mM) were incubated in 

a volume of 40 µl and exposed to constant vortexing (Vortex Genie 2T; 2500 rpm) for 

different periods of time (5–60 min). As a control, a 60-min incubation under vortexing was 

performed in the presence of EDTA (10 mM). VWF degradation was assessed via Western 

blot analysis. Panel A represents a typical experiment showing time-dependent degradation of 

VWF. B) pd-VWF, wt-rADAMTS13 and Pefabloc were exposed to constant vortexing for 60 

min as described under panel A in the absence or presence of one the following components: 

EDTA (10mM), polyclonal anti-ADAMTS13 antibodies (50 µg/ml), A2-Fc (1 µg/ml) or 

mAb508 (0.1 mg/ml). VWF and ADAMTS13 were also incubated for 60 min in the absence 

of vortexing (no shear). VWF degradation was semi-quantified via integration of immuno-

precipitated VWF degradation bands (140 & 176 kDa) using ImageJ software. Data represent 

mean ± SD of four experiments and are expressed as percentage VWF degradation. 

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

test. 

Figure 3: mAb508 interacts with D4 domain of VWF.  

Panel A: Purified proteins (all 10 nM) were immobilised onto a blotting membrane and 

incubated with mAb508 (5 µg/ml) for 16 h at room temperature. Bound mAb508 was probed 

with peroxidase-labelled goat-anti-mouse antibodies and detected via luminal-based enhanced 

chemiluminescence. B and C) Purified proteins (10 nM) were immobilised onto microtitre 

wells for 16 h at 4°C. After washing, wells were incubated with mAb508 (B: 5 µg/ml; C: 0.5 

ng/ml-50 µg/ml) or an isotype mouse IgG control (B: 5 µg/ml) for 1 h at 37°C. Bound 

antibodies were probed using peroxidase-labelled polyclonal goat antimouse IgG antibodies 

and detected via peroxidase-mediated TMB hydrolysis. D) Biotinylated-peptides were 

immobilised onto streptavidin-coated microtitre wells and incubated with mAb508 or isotype 

mouse IgG (both 5 µg/ml). Bound antibodies were probed and detected as described for 

panels B and C. Data in panels B and D represent mean ± SD of 3–5 experiments. For panel 

C, data from a single experiment are shown. 

Figure 4: Biochemical analysis of VWF-mAb508 interaction.  

A) Protein A-coated biosensors were saturated with mAb508 (0.5 mg/ml) during a 7 min 

incubation using Octet-QK equipment. Subsequently, biosensors were incubated with various 

concentrations purified pd-VWF (0–0.2 mg/ml) and association of VWF was monitored real-

time for a 10-min period until equilibrium was reached. Data represent mean ± SD of four 

independent associations and depicted are the calculated responses (shift in nm) at 

equilibrium versus VWF concentration. The drawn line represents the best fit using a model 

describing the interaction of a single class of binding sites. Inset panel A: representative 

association curves of different concentrations of VWF. B) Binding of ADAMTS13 to 

immobilised VWF was performed as described for Figure 1 in the absence or presence of 

various concentrations mAb508 (0.05 ng/ml – 50 µg/ml). Data represent the mean ± SD of 

four experiments and are expressed as % of residual ADAMTS13 binding compared to the 

absence of mAb508. Drawn line represents the best fit using a sigmoidal dose-response. 
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Figure 5: Evaluation of mAb508 on shear-induced VWF proteolysis in flowing blood. 

Citrated whole human blood (200 ml) was perfused in an ex-vivo perfusion system 

incorporating a HeartMateII® pump. The pump rotor was set to 9000 rpm. Perfusions were 

performed in the absence (closed black circles) or presence of EDTA (10 mM; closed black 

squares) or various concentrations of mAb508 (0.5 µg/ml, grey circles; 2 µg/ml grey squares; 

10 µg/ml, grey triangles up; 50 µg/ml, grey triangles down). Samples were taken 5 min before 

the onset of perfusion (T0) and after 5 min (T5), 30 min (T30) or 180 min (T180). Samples 

were subsequently tested for multimer patterns via 1.4% SDS-agarose electrophoresis and the 

presence of HMW-multimers (>15-mers) was determined. A) Representative multimer pattern 

of samples taken in the absence or presence of mAb508 (10 µg/ml). Normal plasma (NP) is 

added as reference. B) Presence of HMW-multimers (percentage of HMW-multimers 

compared to T0, which was set at 100%) as a function of time. C, D) Overlays obtained by 

densitometric scanning of VWF multimeric patterns showing the relative amount of HMW-

multimers (>15 bands) at T180 vs T0. Presented patterns in the absence of mAb508 (blue 

line: T180 Ctl) or in the presence of mAb508 (black line: T0 and red line: T180 mAb) either 

at 0.5 µg/ml (C) or 10 µg/ml (D). E) Representative multimer pattern of samples taken during 

perfusion of heparin-anticoagulated blood (5.7 U unfractionated heparin/ml blood) in the 

absence or presence of mAb508 (10 µg/ml). Normal plasma (NP) is added as reference.
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Figure 4 
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Figure 5 
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CHAPITRE 3 : Développement et évaluation d’un nouveau test ELISA pour le 
diagnostic des formes de maladie de Willebrand associées à un excès de protéolyse du 
VWF 

 

Article non soumis: ELISA-based diagnosis of VWF disorders associated to increased VWF 
proteolysis 
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Un excès de protéolyse du VWF caractérise la VWD constitutionnelle de type 2A (IIA) et 

semble également en cause dans les VWD acquises associées au Rao, aux ACM-FC ou aux 

syndromes myélo-prolifératifs. Il en résulte une perte des VWF-HPM qui peut actuellement 

être mise en évidence par électrophorèse. Cet examen occupe ainsi une place centrale dans le 

typage de la VWD constitutionnelle, notamment pour la distinction entre VWD de type 2A et 

VWD de type 2M. L’électrophorèse est également considérée actuellement comme l’examen 

de référence pour le diagnostic des formes de VWD acquises associées à un excès de 

protéolyse du VWF. Cet examen biologique comporte néanmoins des inconvénients 

(caractère chronophage, expertise technique) qui limitent sa réalisation à de rares laboratoires 

spécialisés et qui sont incompatibles avec une urgence diagnostique et thérapeutique.  

 

Nous avons ainsi souhaité développé un test ELISA permettant une quantification plus rapide 

et simplifiée de la protéolyse du VWF. Nous avons procédé à l’évaluation de cet ELISA dans 

trois conditions : 1) à partir d’un modèle d’ACM-FC in-vitro, 2) dans une cohorte de patients 

avec une VWD constitutionnelle, ayant fait l’objet d’une étude phénotypique et génotypique 

exhaustive par le Centre de Référence de la Maladie de Willebrand, CRMW), 3) dans une 

cohorte de patients avec une VWD acquise en lien avec une ACM-FC, un Rao ou une 

gammapathie monoclonale de signification indéterminée. Cette étude démontre que ce test 

pourrait constituer une alternative intéressante à l’électrophorèse pour les formes acquises ou 

constitutionnelles de VWD associées à un excès de protéolyse du VWF. 
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Abstract  

Background 

Von Willebrand disease-type 2A (VWD-2A) and acquired von Willebrand syndrome 

(AVWS) secondary to aortic stenosis (AS) or left ventricular assist support (LVAD) are 

associated with an increased proteolysis of VWF. Electrophoresis-based assays represent 

currently the most sensitive tools to assess such increased VWF proteolysis. However they 

have several drawbacks impeding their large diffusion among routine diagnosis laboratories. 

An early diagnosis especially of aVWS may thus result challenging and differ appropriate 

medical care. We provide herein a new ELISA aiming an easier diagnosis of increased 

proteolysis of VWF in VWF disorders. 

  

Patients and methods 

Our ELISA was assessed successively in an ex-vivo LVAD-model, in VWD-patients (detail 

n=89; detail: VWD-2A(IIA), n=30; VWD-2B, n=25; VWD-2A(IIE), n=20; VWD-2M, n=14) 

and in AVWS-patients (including AS-patients, n=11; LVAD-patients, n=9; and MGUS-

patients, n=7). VWF proteolysis rate (mean±SD) was expressed as a relative percentage with 

a standard of VWF proteolysis specifically developed for this purpose.  

 

Results 

A speed-dependent increase of VWF proteolysis was assessed in the LVAD model. In VWD-

patients, VWF proteolysis was significantly increased in VWD-2A(IIA) and VWD-2B and 

significantly decreased in VWD-2A(IIE) versus controls (p<0.0001). In AVWS-patients, 

VWF proteolysis was significantly increased in AS- and LVAD-patients compared to controls 

(p<0.0001) and no detectable in MGUS-patients. A significant increase of VWF proteolysis 

was detected as soon as three hours after LVAD implantation (p<0.01). 

 

Conclusion 

Our ELISA provides a rapid and accurate diagnosis tool of increased VWF proteolysis. It 

Such assay might represent a helpful alternative to electrophoresis-based assays in the 

diagnosis and management of constitutive or acquired VWD due to increased VWF 

proteolysis. 
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Introduction 

 

An easy and rapid diagnosis of the subtype and of the underlying mechanisms of von 

Willebrand disease type 2A (VWD-2A) and acquired von Willebrand syndrome (AVWS) 

remains often an unmet clinical need. In most cases of VWD-2A and of AVWS associated 

with aortic stenosis (AS) or left ventricular assist device (LVAD) therapy, increased VWF 

proteolysis is a central pathogenic mechanism and is associated with a loss of high molecular 

weight multimers (HMW-multimers) [1] [2] [3] [4] . 

 

Currently the diagnosis of VWD-2A and AVWS associated with cardiovascular disorders is 

based on electrophoresis assays [5, 6]. Such electrophoresis assays are essential to differentiate 

VWD-2A and VWD-2M subtypes. These assays are however very difficult to implement in 

“routine” as they need to be performed in small batches by dedicated technicians specifically 

trained to these techniques. It makes VWD typing a cumbersome process and the use of these 

diagnosis methods is of little help when a rapid clinical decision is needed. In patients with 

LVAD support, AVWS is frequently (but inconstantly) observed depending on the device 

implanted [7, 8] and is one of the main cause of severe bleeding occurring in this high-risk 

population. In case of such bleeding complications, strategies based on the reduction of the 

speed of the LVAD rotor and/or the injection of VWF can be applied [9, 10]. These strategies 

are however at potential risk for the patients (hemodynamic instability, thrombosis) and must 

be considered only once the diagnosis of AVWS is confirmed. 

In this context we thought to develop a rapid, reproducible and quantitative method of VWF-

proteolysis. Our purpose was 1) to develop a rapid and quantitative ELISA-based diagnosis of 

excess of VWF-proteolysis; 2) to evaluate the ability of this method to reliably recognize 

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

Patients 

The rate of VWF proteolysis was studied with our ELISA in patients with VWD or AVWS 

associated or not with an increase in VWF proteolysis.  

Patients with VWD 

VWD patients associated with an increase (2A (IIA), n=30; and 2B, n=25 variants), an 

unmodified (2M, n=14 variants) or a decrease (2A (IIE), n=20 variants) in VWF proteolysis 

[1] were selected from the French cohort multicentric database CRMW. All patients gave a 

written informed consent. Specific mutations were identified in all patients (supplementary 

data Table 1). 

Patients with AVWS 

AVWS-patients associated with high shear-induced VWF proteolysis (aortic stenosis, n=11; 

and LVAD, n=9) were selected from the WITAVI registry, a prospective registry approved by 

the local ethics committee, after given informed consent. In patients with LVAD, samples 

were collected before and three hours after initiation of LVAD support at 9000 rpm. Patients 

presenting AVWS due to another mechanism (MGUS-IgG, n=7) were selected. Healthy 

subjects were also sampled as controls (n=33).  

For all the patients and healthy controls included, the phenotypic data are summarized in 

supplementary data (Tables 1, 2 and 3). 

Laboratory assessment of VWF 

Samples were collected on citrate 0,129M BD Vacutainer® 5mL tubes. Poor platelet plasma 

was recovered after two step of centrifugation (2000g for 15 mn) and frozen at -80°C in 

eppendorfs. VWF antigen (VWF:Ag, Sta Liatest, Diagnostica Stago, Inc.) levels were 

measured by ELISA. VWF activity was assessed by a latex immunoturbidimetric assay 
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(Innovance® VWF Ac; Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany). VWF 

multimeric analysis was performed as previously described [3].  

 

Determination of VWF proteolysis by ELISA  

A 96-well microplate (Immulon® 4HBX) was coated with a monoclonal antibody 

(mAb27642,  R&D Systems, Minneapolis, MN) targeting an epitope on VWF adjacent to the 

cleavage site Y1605-M1606 within VWF A2 domain. Such epitope was previously reported 

to be cryptic on native VWF and unmasked after ADAMTS13-mediated cleavage [11]. To 

determine sample activity, optical density at 450 nm (OD 450nm) was recorded. The calibration 

curve was performed using serial dilution of a partially proteolysed VWF obtained after 

ADAMTS13-cleavage of purified plasma-derived VWF (pdVWF) concentrate (Wilfactin®, 

LFB Les Ullis France) under denaturing conditions. A semi-quantitative analysis of VWF 

degradation was performed as control on this standard (see additional data).OD 450nm obtained 

in samples from patients and controls were plotted against the calibration curve. VWF 

proteolysis rate was thus expressed as a relative percentage. The 100% of proteolysis was 

arbitrary set for the OD 450nm obtained in patients with R1597W mutation 2A(IIA). VWF 

proteolysis was assessed in whole blood by our ELISA at steady-state of VWF proteolysis, in 

platelet lysates (unproteolyzed VWF), and in whole blood submitted to three different 

conditions of shear stress in a previously described LVAD model (pump’s speed: 3000, 6000, 

9000 rpm) [12]. 

 

Statistics 

Statistical analysis was performed with Graphpad software. When appropriates, time points 

were compared with a Wilcoxon rank test for paired or Mann Whitney for unpaired groups. P 

values <0.05 were considered statistically significant. 



148 

 

Results 

VWF proteolysis in-vitro 

Figure 1 shows the assessment of VWF proteolysis in-vitro by our ELISA. No VWF 

proteolysis was detected in platelet lysates. In LVAD experiments, a substantial proteolysis 

was observed at baseline in poor-platelet plasma. Under shear conditions, we observed a 

speed-related increase of VWF proteolysis in the LVAD model. Under high shear conditions 

(9000 rpm), VWF proteolysis was inhibited by EDTA, an unspecific inhibitor of 

ADAMTS13.  

 

ELISA in VWD-patients  

An increased VWF proteolysis was observed in VWD-type 2A(IIA) and VWD-type 2B when 

compared to control, VWD-2A (IIE) and VWD-2M patients (Table 1A-B-C-D, Fig 2). This 

rate of proteolysis was significantly higher in 2A (IIA) patients when compared to 2B patients 

(p<0.0001). VWF proteolysis was decreased in VWD-2A (IIE) patients when compared to 

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

 

ELISA in AVWS-patients  

We first measured VWF-proteolysis in AVWS from different mechanisms. As expected from 

AVWS related to high shear cardiovascular disorders, VWF proteolysis rate was significantly 

increased in AS and even more in LVAD patients when compared to controls (p<0,0001; 

Table 2, Fig 3). Conversely in patients with MGUS IgG in which clearance was increased as 

attested by VWFpp/VWF:Ag ratio (Table 2), we found no proteolysis of VWF (Fig 3). In 

LVAD patients, the rate of proteolysis significantly increased as soon as 3 hours after 

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

Current electrophoresis-based assays are key-players for identification of increased VWF 

proteolysis in VWD- and AVWS-patients. In the former indication, they are necessary to 

differentiate VWD subtypes 2A and 2M. This point is clinically relevant since VWD-2A 

patients have a more severe haemorrhagic phenotype than VWD-2M patients [13]. In the flow-

chart diagnosis of VWD, our new ELISA-based assessment of VWF proteolysis could be 

used, after exclusion of VWD-2B and VWD-2N, to provide an easier identification of most 

VWD-2A(IIA) patients in whom closer follow-up and more intensive therapeutic regimens 

are needed [14].  

The early positive diagnosis of AVWS is also challenging most of time since electrophoresis-

based assays are time-consuming and restricted to few reference centers. This drawback likely 

impacts the management of AVWS-patients when an urgent clinical decision is needed in 

case of severe bleeding complications. For gastro-intestinal bleedings occurring in LVAD 

setting, strategies based on the reduction of the speed of the LVAD rotor and/or the injection 

of VWF can be applied [9, 10]. These strategies are however at potential risk for the patients 

(hemodynamic instability, thrombosis) and must be considered only once the diagnosis of 

AVWS is confirmed. Our ELISA appears therefore as a promising alternative to current 

electrophoresis-based assay in this indication. 

In summary, our ELISA allows a simplified diagnosis of acquired or constitutional VWF 

disorders associated with increased VWF proteolysis. Such assay might improve the diagnosis 

and management of such patients. 
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Legends to Figures and Tables  

 

Figure 1: ELISA assessment in a LVAD ex-vivo model 

Whole blood from healthy donors was perfused in the whole blood perfusion model using an 

Heartmate II® pump at different rotor speeds (3000, 6000 and 9000 rpm, each in triplicate). 

Three more runs were performed at 9000 rpm in the presence of EDTA. Sampling was 

performed before and after three hours after pump’s start. All samples were assayed for VWF 

proteolysis by ELISA (A). Data (mean±SD of 3 independent experiments) are expressed as a 

relative percentage of VWF proteolysis. Overall time-points comparison was performed using 

Friedman test. p<0.05 was considered as significant.  

 

Figure 2: ELISA assessment in VWD patients 

VWF proteolysis rate was assessed in VWD variants associated with increased VWF 

proteolysis (VWD-type 2A (IIA) (n=30), 2B (n=25), 2A (IIE) (n=20), 2M (n=14), and type 3* 

(n=2). Healthy subjects were used as control (n=33). Results are expressed for each group as a 

relative percentage of VWF proteolysis (mean±SD).  Inter-group comparisons were 

performed using a Mann Whitney test. p<0.05 was considered as significant. 

* data not shown (no proteolysis detected). 

 

Figure 3: ELISA assessment in AVWS-patients  

VWF proteolysis rate was assessed in AS-patients (n=11), LVAD-patients (n=9) and MGUS 

IgG-patients (n=7). Results are expressed for each group as a relative percentage of VWF 

proteolysis (mean±SD). Inter-group comparisons were performed using a Mann Whitney test. 

p<0.05 was considered as significant.  
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Figure 4: Quantitative assessment of VWF proteolysis in HeartMate-II®-LVAD-patients 

before and early after device implantation. 

Nine consecutive LVAD-patients were evaluated before and three hours after LVAD 

HeartMate-II® implantation with SDS-agarose 1.4% electrophoresis and our ELISA.  

A) Representation of HMW-multimers expressed as a ratio to normal pooled plasma (NP, 

standard human plasma Siemens healthcare diagnostics, Marburg, Germany).  (mean±SD) 

B) VWF proteolysis is expressed as a relative percentage of VWF proteolysis (mean±SD). 

Statistical analysis was performed using two-tailed Wilcoxon rank test. p<0.05 was 

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

Mutation  Number of 

patients 

Number of 

families 

VWF proteolysis 

(relative %) 

VWF:Ag 

(IU.dL-1) 

VWF:RCo 

(IU.dL-1) 

FVIII:C 

(IU.dL-1) 

VWF:RCo/VWF:

Ag ratio 

A1500E 1 1 23.7 28 10 35 0.35 

L1503P 1 1 29.4 27 10 38 0.37 

G1505R 1 1 31.1 69 10 75 0.14 

S1506L 4 3 22.9 (17.5-42) 16.5 (14-22) 10 (5-16) 24 (11-36) 0.61 (0.22-1.14) 

F1514C 2 2 30.8 (26-35.7) 30.5 (30-31) 12 (8-16) 37 (35-39) 0.26 (0.20-0.33) 

T1578N 1 1 62 49 13 39 0.27 

L1580P 1 1 20 27 4 28 0.15 

R1597W 10 4 30.8 (17.4-100) 36.5 (24-89) 12.5 (7-20) 48.5 (33-75) 0.3 (0.22-0.45) 

G1609R 6 2 41.5 (37.7-79.3) 52.5 (46-68) 14 (11-18) 45.5 (42-62) 0.26 (0.20-0.33) 

S1613P 1 1 61.4 44 10 42 0.22 

I1628T 2 2 56.5 (53-60) 43 (41-45) 6.5 (5-10) 45.5 (43-48) 0.25 (0.07-0.53) 

Total 30 19 34.7 (17.4-100) 40.5 (14-89) 11 (5-20) 42.5 (11-75) 0.28 (0.14-0.67) 

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

Mutation  Number of 

patients 

Number of 

families 

VWF proteolysis 

(relative %) 

VWF:Ag 

(IU.dL-1) 

VWF:RCo 

(IU.dL-1) 

FVIII:C  

(IU.dL-1) 

VWF:RCo/VWF:

Ag ratio 

P1266L* 2 1 10.3 (10-10.6) 96.5 (95-98) 84.5 (75-94) 101 (101-

101) 

0.88 (0.77-0.99) 

R1306Q 2 1 14.6 (12.6-16.6) 36 (24-48) 26 (21-31) 48.5 (48-49) 0.76 (0.65-0.88) 

R1308C 4 2 26.3 (22.9-30) 34 (29-49) 8.5 (5-11) 35 (31-44) 0.21 (0.16-0.30) 

V1316M 1 1 29.2 48 24 55 0.5 

P1333L 1 1 16.3 27 14 56 0.5 

R1341Q 13 5 15.4 (8.6-25.9) 43 (27-89) 25 (10-45) 42.5 (20-105) 0.51 (0.27-1.16) 

A1461V 2 1 12.3 (8.5-16.2) 82.5 (80-85) 48.5 (14-83) 69.5 (52-87) 0.74 (0.5-0.98) 

Total 25 12 16.2 (8.5-30) 38 (24-98) 21 (5-94) 46 (20-105) 0.5 (0.16-1.16) 

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

Mutation  Number of 

patients 

Number of 

families 

VWF proteolysis 

(relative %) 

VWF:Ag 

(IU.dL-1) 

VWF:RCo 

(IU.dL-1) 

FVIII:C 

(IU.dL-1) 

VWF:RCo/VWF:

Ag ratio 

C1130F 3 2 1.6 (1.4-2.8) 20 (16-42) 14 (8-22) 30 (16-71) 0.52 (0.38-0.87) 

C1130W 1 1 1.7 37 17 49 0.46 

C1130Y 3 1 1.4 (1-1.8) 12 (11-17) 10 (10-10) 17 (11-22) 0.83 (0.59-0.90) 

Y1146C 5 4 2.9 (1.6-4.3) 17 (10-28) 11 (10-28) 22 (18-43) 0.80 (0.65-1) 

C1173F 2 1 1.7 (0.8-2.3) 26.5 (21-32) 19.5 (12-27) 39 (34-44) 0.70 (0.57-0.84) 

C1196R 6 1 1.7 (0.8-2.3) 23.5 (16-38) 20 (10-28) 54 (26-89) 0.77 (0.63-0.91) 

Total 20 10 1.7 (0.8-4.3) 20 (10-42) 14 (8-28) 32 (11-89) 0.73 (0.38-1) 
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Tableau 1D: phenotypic and genotypic data of VWD-2M patients (Median and range) 

Mutation  Number of 

patients 

Number of 

families 

VWF proteolysis 

(relative %) 

VWF:Ag 

(IU.dL-1) 

VWF:RCo 

(IU.dL-1) 

FVIII:C 

(IU.dL-1) 

VWF:RCo/VWF:

Ag ratio 

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

N1421I 1 1 5.6 22 6 30 0.27 

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

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

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

 Number of 

patients 

VWF 

proteolysis 

(relative %) 

VWF:Ag* 

(IU.dL-1) 

VWF:CB* 

(IU.dL-1) 

FVIII:C* 

(IU.dL-1) 

VWF:CB/VWF: 

Ag ratio 

VWF:pp/VWF:

Ag ratio 

LVAD  9 93 (29-209) 270 (128-500) 203 (129-464) nd 0.88 (0.55-1.14) 1.8 (1.6-3.5) 

Aortic 

stenosis 

11 19 (10-74) 147 (67-432) 97 (60-311) nd 0.66 (0.58-0.89) nd 

MGUS IgG 7 Not detected 12 (4-25) 10 (4-16) 28 (4-33) nc 10.9 (6-33) 
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Dans la première partie de cette thèse, nous avons étudié les cinétiques d’apparition et de réversion 

du déficit en VWF-HPM en réponse à des variations aigües d’anomalies de flux dans deux 

cardiopathies à forces de cisaillement élevées: le Rao et l’ACM-FC. Nous avons effectué cette 

étude dans un modèle d’ACM-FC ex-vivo et dans trois conditions distinctes in-vivo: un 

modèle lapin de sténose de l’aorte ascendante, chez des patients en en insuffisance cardiaque 

terminale bénéficiant de l’implantation d’une assistance ventriculaire gauche et chez des 

patients porteurs d’un Rao sévère bénéficiant d’une valvuloplastie aortique ou de 

l’implantation d’une bio-prothèse Edwards XT® par voie trans-cathéter. Ce travail démontre 

l’existence de variations extrêmement dynamiques du profil multimérique du VWF et du 

PFA-CADP en réponse aux soudaines modifications de l’intensité des forces de cisaillement 

dans les conditions étudiées. De façon notable, la correction incomplète du Rao par 

valvuloplastie s’accompagne d’une récupération incomplète des VWF-HPM alors que le 

déploiement d’une bio-prothèse au niveau de l’anneau aortique permet une correction rapide 

et totale du déficit en VWF-HPM. Le PFA-CADP suit une cinétique similaire aux VWF-HPM 

dans les groupes valvuloplastie et TAVI permettant ainsi un monitoring en temps réel du 

degré de correction du Rao. Cette étude désigne le VWF comme un bio-marqueur d’anomalie 

de flux potentiellement utile pour l’évaluation des procédures de traitement du Rao par voie 

trans-cathéter. 

Notre étude met en évidence une grande hétérogénéité dans la mesure des VWF-HPM et du 

PFA-CADP dans les deux groupes TAVI et BAV. Une grande dispersion des résultats est 

également observée dans le modèle animal lapin. Différents facteurs anatomiques sont 

susceptibles de contribuer à cette variabilité. Chez le lapin, bien que nous ayons standardisé la 

procédure de banding aortique, nous ne pouvons exclure un degré de sténose aortique et donc 

de forces de cisaillements, variable d’un animal à l’autre. Chez l’homme, plusieurs facteurs 
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anatomiques sont susceptibles de contribuer à la variabilité interindividuelle des mesures de 

VWF-HPM et PFA-CADP. Cette variabilité était attendue dans le groupe BAV en lien avec le 

caractère partiel et aléatoire de la correction du Rao avec cette procédure. A diamètre de 

ballonnet égal, la correction du Rao suite au geste de dilatation est en effet réputée très 

variable d’un patient à l’autre. Concernant les patients TAVI, deux facteurs anatomiques 

pourraient contribuer à la persistance de forces de cisaillement anormalement élevées : la 

présence d’une régurgitation para-prothétique (Figure 16) ou l’existence d’un mismatch entre 

l’anneau aortique et la bio-prothèse [138]. 

 

Figure 16 : Persistance d’un déficit en VWF-HPM post-TAVI : hypothèse de la 
régurgitation para-valvulaire. Une régurgitation para-valvulaire complique environ 20% des 
implantations TAVI.  En TAVI, la persistance de forces de cisaillement anormalement élevées 
secondaire à cette fuite para-valvulaire pourrait se traduire par une récupération partielle des VWF-
HPM et du PFA-CADP  (A) alors qu’en l’absence de fuite ces deux paramètres se corrigeraient 
rapidement (B) En BAV, la correction partielle du Rao ne permet pas la disparition des anomalies de 
forces de cisaillement ce qui se traduirait par la persistance d’un déficit en VWF-HPM et d’un PFA-
CADP allongé. 
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Ce travail n’avait pas pour objectif de déterminer les mécanismes sous-jacents aux variations 

rapides du profil multimérique du VWF observées dans le Rao et l’ACM-FC. Bien qu’elle 

puisse se révéler informative à cet égard, l’étude du profil multimérique du VWF ne permet 

pas toujours de déterminer avec certitude le ou les mécanismes causals sous-jacents. Le 

caractère dynamique de la perte des VWF-HPM à l’induction du Rao chez le lapin et de 

l’ACM-FC chez l’homme semble compatible avec une protéolyse par l’ADAMTS13 mais nos 

données ne permettent pas d’exclure l’implication d’autres mécanismes. Un rôle causal de 

l’ADAMTS13 semble néanmoins probable. Nous avons en effet vu dans la première partie de 

la thèse que la dégradation du VWF dans le modèle HeartMate-II® ex-vivo est inhibée en 

présence d’un inhibiteur non-spécifique de l’ADAMTS13, l’EDTA, ou d’un anticorps ciblant 

le domaine D4 du VWF. Le domaine D4 du VWF contient un exosite critique pour 

l’interaction initiale entre VWF et ADAMTS13 en conditions de flux [61]. Si nous avons 

confirmé en milieu purifié que cet anticorps inhibe partiellement la dégradation du VWF par 

l’ADAMTS13 en présence de forces de cisaillement élevées, son mécanisme d’inhibition n’a 

pas été caractérisé. Le VWF plasmatique est un véritable bus moléculaire avec pas moins de 

24 ligands identifiés à ce jour [139]. L’intervention d’une autre protéase se liant au VWF à 

proximité du domaine D4 ne peut donc être formellement exclue.  

L’induction d’une ACM-FC par HeartMate-II® induit une perte moins rapide des VWF-HPM 

in-vivo comparé à ce qui est observé dans le modèle ex-vivo. Ceci témoigne de l’intense 

activation endothéliale engendrée par la mise en route de l’ACM-FC in-vivo, 

indépendamment de la CEC. L’augmentation du VWFpp cinq minutes après l’initiation de 

l’ACM-FC témoigne d’une libération immédiate et importante de VWF par les corps de 

Weibel-Palade, probablement sous l’influence de la soudaine augmentation de débit 

cardiaque. Par ailleurs, la fréquence de recirculation plus élevée de la totalité de la masse 
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sanguine au travers de la pompe d’ACM-FC dans le modèle ex-vivo peut également 

contribuer à une dégradation plus intense des VWF-HPM. 

Une activation endothéliale systémique et la normalisation des forces de cisaillement au 

travers de la valve aortique sont susceptibles de rendre compte de la rapide restauration des 

VWF-HPM observée après traitement du Rao in-vivo. Plusieurs hypothèses peuvent être 

avancées concernant l’association observée entre la correction du Rao et la libération de VWF 

par l’endothélium activé. Une activation endothéliale secondaire à la procédure de 

cathétérisme est possible mais l’absence de correction du profil multimérique du VWF dans le 

groupe contrôle valvuloplastie suggère un autre mécanisme. Une restauration immédiate de la 

pulsatilité artérielle secondaire à la correction du Rao est une hypothèse alternative séduisante 

[140] mais qui reste spéculative en l’absence d’études spécifiques. La pulsatilité artérielle 

cependant semble avoir un impact sur le métabolisme du VWF. En effet, l’importance de la 

libération endothéliale de VWF à partir des corps de Weibel-Palade varie en fonction des 

conditions de flux in-vitro [20]. Par ailleurs, les pompes d’ACM pulsatiles semblent ne pas 

induire une protéolyse excessive du VWF alors que celle-ci est systématique sous ACM-FC 

[121]. De façon notable, sous ACM-FC, la restauration d’une pulsatilité artérielle résiduelle 

diminue l’intensité du syndrome hémorragique [141]. L’influence de la nature pulsatile ou non 

d’une pompe d’ACM-FC sur la sécrétion endothéliale de VWF est inconnue. 

L’idée de disposer d’un test au lit du malade permettant l’évaluation immédiate du profil 

multimérique du VWF ou de la fonction plaquettaire chez les patients BAV et TAVI peut 

paraître spéculative. Nous émettons cependant l’hypothèse qu’un tel test « bedside » serait 

d’un intérêt clinique capital pour l’évaluation en salle de cathétérisme de la qualité de 

l’implantation d’une bio-prothèse aortique par voie percutanée (procédure TAVI). Dans notre 

étude, le rationnel de l’inclusion de patients BAV s’est effectuée dans l’optique de disposer 
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d’un groupe contrôle « correction partielle du Rao »  par rapport au groupe TAVI « correction 

totale du Rao » et non de proposer un monitoring biologique de cette procédure. Une lésion 

irréversible de l’anneau aortique secondaire à une dilatation trop agressive constitue la 

principale complication des valvuloplasties, qui ne paraissent pas ainsi une indication 

évidente pour un monitoring par le VWF-HPM ou le PFA-CADP. 

 

Au total, les données de cette étude sont prometteuses mais nécessitent d’être confirmées sur 

un plus grand effectif. La cohorte prospective WITAVI (Willebrand TAVI) aura pour 

objectifs de confirmer l’intérêt de cette évaluation cinétique péri-procédurale du VWF et/ou 

du PFA-CADP et d’étudier leur corrélation à des facteurs anatomiques per- ou post-

procédures ainsi qu’au pronostic. Sur un plan méthodologique, l’évaluation quantitative des 

VWF-HPM nécessite le recours à une électrophorèse sur gel d’agarose. La complexité 

technique et le caractère chronophage de cette électrophorèse restreignent sa réalisation à de 

rares laboratoires et ne permettent qu’une évaluation rétrospective de ce paramètre. Le PFA 

est un test diagnostique rapide qui a une bonne valeur prédictive négative pour la VWD 

acquise ou constitutionnelle à l’exception de la VWD de type 2N. En présence d’une anémie 

ou d’une thrombopénie, ce test est cependant ininterprétable ce qui constitue une limite non 

négligeable chez des sujets âgés où l’anémie a une prévalence élevée. Ces deux limites 

illustrant la nécessité d’un test alternatif pour le monitoring biologique des patients TAVI. 
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Dans la deuxième partie de cette thèse, nous démontrons le potentiel d’une thérapie ciblée à 

base d’anticorps monoclonal pour la prévention de la dégradation du VWF sous ACM-FC. 

Cette approche est basée  sur une inhibition partielle de l’interaction VWF-ADAMTS13 via 

un anticorps monoclonal dirigé contre la partie distale domaine D4 du VWF. Cette approche 

semble associée à un risque faible de PTT pharmaco-induit car elle préserve un niveau 

résiduel de protéolyse du VWF. 

 

Si la validité de cette approche se confirmait, le service médical rendu serait important au vu 

de l’impasse thérapeutique représentée par les hémorragies digestives survenant sous ACM-

FC. Le caractère succinct des recommandations de l’ISHLT (International Society for Heart 

and Lung Transplantation) concernant la prise en charge des hémorragies digestives sous 

ACM-FC illustrent bien cette problématique. Une endoscopie digestive à la recherche 

d’angiodysplasies accessibles à une électrocoagulation et un arrêt des traitements anti-

agrégants et anticoagulants sont ainsi préconisés systématiquement [132]. Le traitement 

endoscopique des angiodysplasies digestives est cependant régulièrement mis en échec en 

raison du caractère multifocal et récidivant de ces lésions ou de leur inaccessibilité au niveau 

de l’intestin grêle [89]. Par ailleurs, l’arrêt des traitements anticoagulants et antiagrégants 

recommandé en phase aigüe pourrait majorer le risque d’événements thrombotiques ultérieurs 

[142]. Certains centres ont reporté une efficacité de l’octréotide, un analogue de la 

somatostatine, ou de la thalidomide pour le traitement des hémorragies digestives sous ACM-

FC [143, 144]. Cependant, en l’absence d’études cliniques spécifiques, ces résultats doivent être 

interprétés avec prudence. Ces deux molécules anti-angiogéniques sont parfois utilisées en 

gastro-entérologie en cas d’hémorragies digestives récurrentes sur angiodysplasies rebelles à 

une prise en charge endoscopique [145, 146]. Dans cette indication, une méta-analyse met en 
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évidence une balance bénéfice-risque et un niveau de preuve plus favorable à l’octréotide qu’à 

la thalidomide [89].  

La perte des VWF-HPM semble nécessaire mais non suffisante pour la survenue 

d’hémorragies digestives sur angiodysplasies. Ceci suggère l’existence de mécanismes 

additionnels dans l’apparition des angiodysplasies en lien ou non avec le déficit en VWF-

HPM. Nous avons vu que certains auteurs proposent l’hypothèse d’une dysrégulation du 

processus angiogénique qui serait secondaire au déficit en VWF [47, 147]. En effet, le VWF 

semble jouer un rôle important dans la régulation négative du processus angiogénique. Les 

VWF-HPM pourraient être particulièrement importants dans cette régulation même si cela 

reste à démontrer. Sur le plan physiopathologique, ces données expérimentales suggèrent ainsi 

l’éventuel intérêt d’un traitement à visée anti-angiogénique dans les formes acquises ou 

constitutionnelles de VWD compliquées d’hémorragies digestives sur angiodysplasies. Cette 

hypothèse demeure cependant spéculative en l’absence d’essais cliniques spécifiques. 

D’autres facteurs, indépendamment du VWF pourraient également contribuer à l’apparition 

de lésions angiodyplasiques sous ACM-FC : un faible niveau de pulsatilité artérielle 

résiduelle, l’ischémie mésentérique ou le degré d’anticoagulation [120, 141]. Depuis 2010, 

certains experts américains préconisent ainsi un niveau inférieur d’anticoagulation par anti-

vitamines K pour tout patient sous HeartMate-II®, avec une INR cible entre 1.5 et 2.5 [116] 

versus INR cible entre 2 et 3 dans les essais cliniques princeps [110, 111]. Si cette stratégie a 

permis une réduction significative de l’incidence des hémorragies digestives sous HeartMate-

II®, une augmentation significative des thromboses de pompe a été reportée chez les patients 

implantés aux USA après mars 2011 [148]. 

Notre modèle HeartMate-II® ex-vivo supporte l’hypothèse d’un rôle majeur de l’ADAMTS13 

dans la dégradation du VWF observée sous ACM-FC. La perte des VWF-HPM et la présence 
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de fragments de dégradation ne sont pas spécifiques de l’ADAMTS13 car d’autres protéases 

peuvent cliver le VWF, notamment certaines protéases leucocytaires [149-151] et la plasmine 

[152]. La taille des fragments de clivage identifiés par immuno-précipitation suggère un clivage 

intervenant au sein du domaine A2, ce qui semble exclure un rôle de la plasmine. La 

persistance d’une dégradation importante du VWF sur plasma pauvre en plaquettes dans le 

modèle HeartMate-II® ex-vivo et son inhibition par un anticorps bloquant l’interaction VWF-

ADAMTS13 vont à l’encontre d’un rôle des protéases leucocytaires. La dégradation du VWF 

apparaît cependant bien de nature protéolytique. L’inhibition quasi-totale de cette dégradation 

et une perte similaire des VWF-HPM après perfusion de plasma pauvre en plaquettes vont à 

l’encontre d’une dégradation du VWF d’origine mécanique et suggèrent l’intervention d’une 

protéase plasmatique. L’activité catalytique de cette protéase semble régulée par l’intensité 

des forces de cisaillement car la perte des VWF-HPM et l’apparition des bandes satellites, 

visibles sur le profil multimérique, sont dépendantes de la vitesse de la pompe rotative dans le 

modèle HeartMate-II® ex-vivo. Pour autant, ce travail n’apporte pas la preuve formelle du 

rôle causal de l’ADAMTS13. Celle-ci nécessiterait de tester un anticorps anti-ADAMTS13 

ciblant le domaine métalloprotéase dans notre modèle [153]. 

La principale limite de ce travail réside tout d’abord dans l’absence de modèle animal 

permettant de tester la validité de notre approche in-vivo. Cette étape serait cependant 

essentielle pour confirmer l’efficacité de notre approche dans la prévention du saignement et 

sa sécurité sur le plan thrombotique. Une évaluation de l’Ac508 dans les modèles d’assistance 

actuels est en effet impossible car l’évaluation préclinique de ces dispositifs repose 

actuellement sur des animaux disposant d’une grande capacité volémique, comme le porc, le 

veau ou le bœuf [131, 154]. L’utilisation in-vivo d’anticorps monoclonaux murins à des fins 

diagnostiques ou thérapeutiques chez d’autres animaux que la souris ou chez l’homme est 
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limitée par leur forte immunogénicité induisant la synthèse d’anticorps anti-souris 

neutralisants. Le développement d’anticorps monoclonaux à visée thérapeutique a connu un 

formidable essor ces dernières années avec actuellement environ une vingtaine d’anticorps 

monoclonaux commercialisés. Le développement d’un anticorps monoclonal chimérique, 

humanisé ou humain a cependant un coût très élevé avec un risque d’échec important. Une 

alternative intéressante et plus abordable économiquement est la production de fragments 

d’anticorps recombinants de type nanobodies via la technique du « phage display ». Ces 

anticorps de lama ont en effet comme avantages une faible immunogénicité et un coût de 

production réduit [155, 156].  

Ce dernier point est d’autant plus important que le marché de l’ACM-FC est très 

concurrentiel. Deux nouvelles approches, au stade d’essai clinique, ont pour ambition de 

limiter les comorbidités hémorragiques et thrombotiques observées avec les actuelles 

assistances circulatoires mécaniques. La première approche consiste à développer des 

nouveaux dispositifs d’ACM-FC plus rhéocompatibles, qui induiraient moins d’hémolyse 

et/ou de protéolyse du VWF. La deuxième approche consiste à développer un cœur artificiel 

pulsatile hémocompatible qui permettrait de s’affranchir du traitement anticoagulant [157]. Une 

troisième alternative serait l’administration de concentrés de VWF en prophylaxie primaire, 

notamment dans les trois mois suivants l’implantation où l’incidence des complications 

hémorragiques est la plus élevée. L’administration exogène de VWF (VWF-HPM 

notamment) est suceptible de restaurer une adhésion et une agrégation plaquettaire normale 

et/ou d’avoir un effet anti-angiogénique [158]. Cette approche n’est cependant pas dénuée de 

risque thrombotique au vu des comorbidités cardio-vasculaires des patients sous ACM-FC et 

du risque thrombotique en lien avec une administration trop intensive de concentrés de VWF. 

Aussi, seule l’utilisation d’un concentré de VWF pauvre en FVIII paraît envisageable dans 
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cette indication [159]. Un Projet Hospitalier de Recherche Clinique a été déposé par notre 

équipe en vue d’une prophylaxie des hémorragies sous ACM-FC, par concentrés de 

Willebrand Wilfactin®, limitée aux trois premiers mois post-opératoires. Cette étude devrait 

permettre d’évaluer l’efficacité et éventuellement le mode d’action de l’administration de 

VWF-HPM par voie exogène. 

Ce travail de thèse illustre enfin la nécessité d’une évaluation préclinique plus approfondie 

des dispositifs d’ACM sur le plan hémostatique. Au-delà du degré variable d’hémolyse 

globulaire ou de protéolyse du VWF induits par les dispositifs d’ACM, il serait ainsi 

intéressant d’analyser plus exhaustivement leur impact sur l’endothélium, les plaquettes ou les 

leucocytes. L’activation endothéliale et/ou plaquettaire est en effet susceptible d’induire la 

génération de microparticules pro-thrombotiques. Les NETs constituent également un autre 

mécanisme susceptible de contribuer au risque thrombotique sous ACM mais ce point n’a pas 

encore fait l’objet d’étude spécifique. Cette étape est cruciale pour s’assurer de la sécurité 

d’emploi de ces dispositifs et/ou identifier de nouvelles cibles accessibles à une thérapie plus 

ciblée sur le plan anti-thrombotique.  
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 Dans la troisième partie de cette thèse, nous mettons en évidence l’intérêt d’une approche 

ELISA pour la prise en charge des formes constitutionnelles ou acquises de VWD associées à 

un excès de protéolyse du VWF.  

Cette quantification de la protéolyse du VWF par une méthode ELISA serait susceptible de 

permettre un typage plus rapide de la VWD constitutionnelle. Dans cette indication, notre 

ELISA pourrait représenter une alternative avantageuse à l’électrophorèse, qui tient 

actuellement une place centrale dans la stratégie de typage, après exclusion des variants 2B et 

2N de VWD. Notre test permet en effet une distinction rapide des sous-types 2A et 2M de 

VWD constitutionnelle. Une identification rapide du sous-type 2A est justifiée cliniquement 

car ce variant justifie un suivi médical plus régulier et un traitement substitutif plus intensif en 

raison d’un phénotypique hémorragique plus sévère, avec notamment une prévalence élevée 

d’hémorragies digestives [90].  

Cette approche ELISA pourrait également permettre un diagnostic précoce des VWD acquises 

associées à une protéolyse excessive du VWF. Ceci n’est pas réalisable avec les techniques 

électrophorétiques actuelles, ce qui impacte négativement la prise en charge de ces patients en 

cas de manifestations hémorragiques sévères. La prochaine étape consistera à étudier si 

l’intensité de la protéolyse du VWF mesurée en ELISA est corrélée à l’intensité du phénotype 

hémorragique. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Ce travail de thèse avait comme objet d’étude le syndrome de Willebrand acquis secondaire 

aux cardiopathies à forces de cisaillement élevées.  

Il a permis d’en préciser la physiopathologie en mettant en évidence le caractère extrêmement 

dynamique de l’induction et de la réversion des anomalies de multimérisation du VWF in-vivo 

en fonction des variations soudaines de flux sanguin. Le monitoring de la cinétique de 

réversion du syndrome de Willebrand acquis lors de la prise en charge du rétrécissement 

aortique par cardiologie interventionnelle souligne le caractère discriminant de l’évaluation 

péri-procédurale des multimères de haut poids moléculaire (VWF-HPM) ou du PFA-CADP 

pour déterminer la qualité de l’implantation valvulaire post-procédurale. La cohorte 

prospective WITAVI aura pour objectifs de déterminer l’intérêt pronostique de cette 

évaluation cinétique péri-procédurale du VWF et sa corrélation à des facteurs anatomiques 

per- ou post-procédures. 

Ce travail s’est également centré sur le syndrome de Willebrand acquis observé sous 

assistance circulatoire mécanique à flux continu. Nous avons fait la preuve d’un concept de 

thérapie ciblée préventive du syndrome de Willebrand acquis reposant sur un anticorps 

monoclonal dirigé contre le domaine D4 du VWF. La prochaine étape sera le criblage d’une 

librairie de nanobodies anti-VWF développée par l’U770, en vue de l’identification d’un 

nanobody anti-VWF D4 utilisable dans un modèle animal d’assistance circulatoire mécanique 

in-vivo. La détermination des mécanismes sous-jacents à la dégradation du facteur Willebrand 

sous assistance circulatoire mécanique fait actuellement l’objet d’un travail collaboratif. Par 

ailleurs, nous avons déposé un PHRC national pour évaluer l’efficacité sur la prévention des 

manifestations hémorragiques post-opératoires et digestives, dans les trois premiers mois 

suivant l’implantation d’une assistance ventriculaire gauche à flux continu, d’une prophylaxie 
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par concentré de facteur Willebrand pauvre en facteur VIII (Wilfactin®). Cet essai clinique 

permettra également d’étudier si la sévérité du syndrome hémorragique est corrélée à 

l’intensité de la protéolyse du VWF (mesurée par notre test ELISA) et/ou associée à des 

perturbations pro-angiogéniques. Enfin, nous avons comme projet de développer un modèle 

animal d’assistance circulatoire mécanique chez le porc en vue d’étudier le rôle de la 

pulsatilité artérielle résiduelle sur le métabolisme du Willebrand.  
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Revue 1: On the versatility of von Willebrand factor 

Antoine Rauch, Nikolett Wohner, Olivier D. Christophe, Cécile V. Denis, Sophie Susen, Peter 
J. Lenting. Mediterr J Hematol Infect Dis. 2013 Jul 10;5(1):e2013046 

 

Abstract 

Von Willebrand factor (VWF) is a large multimeric protein, the function of which has been 

demonstrated to be pivotal to the haemostatic system. Indeed, quantitative and/or qualitative 

abnormalities of VWF are associated with the bleeding disorder Von Willebrand disease 

(VWD). Moreover, increased plasma concentrations of VWF have been linked to an increased 

risk for thrombotic complications. In the previous decades, many studies have contributed to 

our understanding of how VWF is connected to the haemostatic system, particularly with 

regard to structure-function relationships. Interactive sites for important ligands of VWF 

(such as factor VIII, collagen, glycoprotein Ibα, integrin αIIbβ3 and protease ADAMTS13) 

have been identified, and mutagenesis studies have confirmed the physiological relevance of 

the interactions between VWF and these ligands.  However, we have also become aware that 

VWF has a more versatile character than previously thought, given its potential role in various 

non-hemostatic processes, like intimal thickening, tumor cell apoptosis and inflammatory 

processes. In the presence review, a summary of our knowledge on VWF structure-function 

relationships is provided in the context of the "classical" haemostatic task of VWF and in 

perspective of pathological processes beyond haemostasis. 
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 Introduction 

 Von Willebrand factor (VWF) is a protein that has historically been known for its role 

in the haemostatic process. However, many hurdles had to be taken between the initial 

description in 1926 of the bleeding tendency that is now known as Von Willebrand disease 

(VWD)1 and the identification of the protein that is associated with this disorder. Indeed, it 

took 30 years after the seminal paper by Erik von Willebrand, before it was reported that the 

bleeding episodes in von Willebrand disease could be corrected upon the infusion of a plasma 

factor2. The search for the identity of this plasma component was far from simple, as it was 

complicated by the multimeric nature of VWF and the notion that VWF circulates in complex 

with coagulation factor VIII (FVIII), the protein that is associated with hemophilia A. The 

technical difficulties that needed to be addressed have nicely been put in context in several 

personal anecdotes on the events that led to the discovery in the early 1970s that VWF and 

FVIII are separate proteins and that VWF is a multimeric protein3-5. The identification of 

VWF as a plasma component that is associated with VWD provided the basis for numerous 

additional studies. For starters, the purified protein was used to determine its sequence, which 

in turn was needed to clone the gene encoding VWF6-10. This breakthrough stimulated the 

rapid expansion of our knowledge on the epidemiology, genetics and molecular basis of 

VWD11,12. With the help of recent multicenter studies in Europe, Canada and the USA, our 

insight into the complex genetic background of VWD has been dramatically been improved, a 

necessary step to further refine clinical and laboratory diagnosis of the disease13,14. Clinical 

studies further taught us that the critical role of VWF in haemostasis is not only obvious from 

the bleeding tendency that is associated with its functional deficiency, but also in view of its 

relationship with thrombotic disorders. Increased levels of VWF have been shown to be 

predictive for atherothrombotic complications15-22. In line with VWF being a risk factor for 
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atherothrombotic complication, a recent study reported a reduced prevalence of arterial 

thrombosis in patients with VWD23. Importantly, the role of VWF in the development of 

thrombotic complications is not limited to myocardial infarctions, but also include stroke and 

venous thrombosis24-28. Of note, the contribution of VWF to venous thrombosis may be both 

direct as part of a complex with neutrophil extracellular traps (NETs)29, and indirect via FVIII 

(which is an independent risk factor for venous thrombosis), given the role of VWF being a 

determinant of FVIII plasma levels30,31. 

 Fundamental studies on the structure-function relationships of VWF provided insight 

into how this multimeric protein supports the different aspects of the haemostatic process. 

Importantly, from these studies it also became clear that VWF has a more versatile character 

than previously thought, given its potential role in various non-hemostatic processes, like cell 

proliferation and tumor cell apoptosis32. In the present review, an overview of our current 

knowledge of VWF structure and function will be provided. Subsequently, we will describe 

the contribution of VWF to (patho)-physiological processes beyond haemostasis. Finally, we 

will discuss how shear stress and modulation of multimer size regulate classical and novel 

functions of VWF. 

 

Structure of VWF 

 The biosynthesis of VWF has been described extensively in several excellent reviews 

(see for example Wagner33 and Sadler34,35). Its synthesis is limited to endothelial cells and 

megakaryocytes36,37, where it is produced as a single chain pre-pro-protein. It consists of a 22-

amino acid signal peptide, a 741-amino acid propeptide and a mature subunit of 2050 amino 

acids (Figure 1)33-35. Initial analysis of the VWF primary structure revealed that the molecular 
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architecture of the pro-protein distinguishes a discrete domain structure, arranged as D1-D2-

D'-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK, with the propeptide comprising the D1-D2 

domains, and the mature subunits the remaining domains33-35,38. More recently, the domain 

structure of VWF has been re-evaluated using structural information of other proteins with 

homologous domains in combination with electron microscopy techniques39-41. This exercise 

revealed a number of interesting insights. First, it allowed a more detailed assignment of 

disulfide bonds between cysteines throughout the molecule41. Second, it appeared that the D-

domains have a more complex structure than initially thought. In fact, D-domains consist of 4 

independent structures: a von Willebrand domain, a Cysteine-8 structure, a trypsin-inhibitor-

like (TIL)-fold and an E module (Figure 1)41. Third, the region aminoterminal to the D4 

domain (i.e. the B1-B2-B3-C1-C2 domains) was recognized to consist of 6 consecutive C-

domains instead, with the Arg-Gly-Asp (RGD)-integrin recognition sequence being located in 

the C4 domain (Figure 1)41. These new insights in VWF structure will help us to better 

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

 A most intriguing aspect of VWF biology concerns the multimeric structure of the 

protein. The mature VWF protein exists as a heterologous series of covalently-linked mature 

subunits ranging from dimers (molecular weight 0.5 millionDa) to large polymers consisting 

of over 40 subunits (molecular weight >20 millionDa)33-35. As will be discussed later in this 

review, the multimer structure is important for a subset of VWF functions, and regulation of 

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

 The intricate linkage between VWF and FVIII is perhaps best illustrated by the 

nomenclature that was previously used to distinguish between the coagulation- and platelet-

related activities of the complex: FVIII coagulant activity (FVIII:C), FVIII related antigen 

(FVIII:RAg) and FVIII ristocetin cofactor activity (FVIII:RCF)42. In fact, some still use the 

term FVIII:RAg instead of VWF to describe staining of endothelial cells in the 

immunohistochemical analysis of healthy and pathological tissues (see e.g. Bauer et al.43).  

 VWF and FVIII circulate in a tight non-covalent complex in the circulation, and the 

affinity is estimated to be less than 1 nM44,45. The binding site for FVIII is located in the 

amino-terminal D’D3 region, spanning residues 764-103546,47. In a recent study, Castro-

Nunez and coworkers used an approach of mass spectrometer-assisted footprinting to discover 

that VWF residues Ser-764 and Lys-773 seem to be directly involved in the binding of 

FVIII 48. The complementary binding site in FVIII has also been identified, involving residues 

at both the amino- and carboxyterminal regions of the FVIII light chain49,50. 

 The physiological relevance of VWF/FVIII complex formation is exemplified by the 

markedly reduced FVIII plasma levels in patients with undetectable VWF levels (VWD-type 

3) or with a defect in the FVIII-interactive site of VWF (VWD-type 2N)51-53. Indeed, the 

majority of VWD-type 2N mutations are located in the region spanning residues 764-103554, 

suggesting that these mutations affect FVIII binding directly by modulation of the FVIII 

interactive site.  

 VWF’s protective function is related to several aspects55: (1) VWF stabilizes the 

heterodimeric structure of FVIII56; (2) VWF protects FVIII from proteolytic degradation by 

phospholipid-binding proteases like activated protein C and activated factor X (FXa)57,58; (3) 
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VWF interferes with binding of FVIII to negatively-charged phospholipid surfaces, which are 

for example exposed on activated platelets45; (4) VWF inhibits binding of FVIII to activated 

factor IX (FIXa), thereby denying FVIII access to the FX-activating complex59; (5) VWF 

shields FVIII from part of the inhibitory antibodies that may be generated during FVIII-

replacement therapy in about 30% of the severe hemophilia A patients60-63; and (6) VWF 

prevents the uptake of FVIII by some cells, including dendritic cells64,65. In view of the role of 

dendritic cells in antigen-presentation to T-cells, this latter function may be of relevance 

regarding the immune-response towards FVIII that has been observed in the treatment of 

hemophilia patients. In several in vivo studies using mice, it has been shown that the addition 

of VWF reduces the immune-response towards FVIII63,66-68. This may suggest that the 

presence of VWF in therapeutic FVIII preparations may influence the development of 

inhibitory antibodies, although epidemiological studies have revealed conflicting data on this 

possibility69-73.  

 Apart from its protective role, VWF may also play a role in the targeting of FVIII to 

sites of vascular injury74 It should be noted that complex formation is not an absolute 

requirement for FVIII to reach the developing thrombus, as has been shown in studies using 

VWF-deficient mice75,76. 

 

The classical functions of VWF: collagen binding 

 Shortly after the identification of VWF as a plasma protein, its capacity to adsorb to 

collagens was reported77. Subsequent studies revealed that a dominant binding site for 

collagen in VWF is located in the VWF A3 domain involving a discontinuous epitope78-81. 

The A3 domain is able to interact with various types of collagen, including collagens I, III and 



184 

 

VI, and the complementary binding sequences in collagen I and III have been deciphered in 

detail82-85. The importance of the A3 domain in binding to collagen is supported by the 

finding that mutations in or around the collagen binding site may be associated with an 

increased bleeding tendency86-89. 

 An alternative binding-site for collagen in the VWF protein is located in the A1 

domain, as has been demonstrated by various research groups83,90-93. However, opposite 

findings have been reported concerning the contribution of the A1-domain in facilitating 

VWF-platelet interactions under conditions of flow79,94. Nevertheless, it appears that some 

mutations in the A1 domain found in VWD patients may affect collagen binding, providing a 

rationale for the bleeding tendency in these patients95-98. 

 It should be noted that the bleeding tendency associated with mutations in the collagen 

binding site is usually mild, which is in line with the observation that a murine VWF variant 

with a defective collagen binding in the A3 domain displays no defect in the correction of the 

bleeding time in a tail clip-model for normal haemostasis99,100. In contrast, this mutant shows 

a strongly delayed occlusion time in a ferric chloride-induced model of vascular injury, 

suggesting that blocking VWF-collagen interactions could be a potential therapeutic approach 

in the treatment of arterial thrombosis100. This possibility has been explored in animal models 

for thrombosis, revealing that antibodies blocking VWF-collagen interactions are efficient in 

reducing the thrombotic tendency101,102. 

 Many in vitro studies revealed that VWF-collagen interactions are needed for the 

recruitment of platelets particularly under conditions of high shear rates (for reviews see 

Sixma et al.103 and Nuyttens et al.104). In spite of this important function, defects in collagen 

binding are associated with but a mild bleeding tendency. The explanation for this apparent 

contradiction may originate from the redundancy in the process that mediates platelets 
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adheres to collagen. First, VWF contains multiple collagen-binding sites, which may perhaps 

compensate for each other under particular conditions. Second, platelets do contain other 

collagen receptors, such as α2β1 and Glycoprotein-VI (GpVI), that could allow them to 

interact with collagen in the absence of VWF105. It should be mentioned that both receptors do 

not resist high shear forces105, indicating that they are unable to function as a back-up system 

for VWF under high shear conditions. Finally, the subendothelial matrix comprises also other 

components that function as an adhesive surface for VWF, such as tenascin-C and 

laminin106,107. However, the binding sites for these proteins have not yet been identified.  

 From a structural point of view, the multimeric VWF protein attached to the collagen 

surface will undergo shear stress-induced conformational changes that lead to the exposure of 

the binding site for its platelet-receptor GpIb108. Interestingly, binding to collagen has also a 

secondary effect, in that it results in release of FVIII from the VWF molecule. This 

phenomenon was already recognized in the original manuscript that described the adsorption 

of VWF to collagen77, and was further elaborated by Bendetowicz and colleagues109. The 

reason for this release is yet unclear, but it could be that release of FVIII from collagen-bound 

VWF makes it more rapidly available for the coagulation cascade: VWF-bound FVIII is 

poorly activated by FXa/phospholipids, whereas VWF-free is efficiently activated by this 

complex57. Alternatively, this collagen-induced release could be a mechanism to prevent 

FVIII binding to VWF that is located in the subendothelial matrix, preventing undesired 

extravasation of FVIII109.  
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The classical functions of VWF: platelet binding 

 A key function of VWF is to mediate the recruitment of platelets to sites of vascular 

injury, especially at those locations where collagen-binding platelet-receptors do not resist 

high shear forces. Interactions between platelets and VWF are mediated by two distinct 

platelet receptors: GpIbα and integrin αIIbβ3. GpIbα is part of the GpIb-IX-V complex that is 

abundantly expressed at the platelet surface110,111. Contacts between VWF and GpIbα require 

the VWF A1 domain, and the GpIbα interactive site has been elucidated at the atomic level 

using co-crystal structures of the VWF A1 domain and a soluble GpIbα fragment112-114. 

Mutations of residues in the VWF A1 domain that cover the interactive surface with GpIbα 

have indeed found to be associated with impaired VWF function and a bleeding tendency in 

patients with VWD-type 2M12. The VWF-GpIbα interaction is probably the best-studied 

aspect of VWF at both the functional and structural level, and its importance for the formation 

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

108,115-117). 

 The binding site for αIIbβ3 is located in the C1 domain of VWF (C4 domain according 

to the new annotation proposed by Zhou et al.41) and involves the classical Arg-Gly-Asp 

(RGD) recognition sequence for integrins. The function of the VWF-αIIbβ3 interaction is 

related to the enforcement of platelet-platelet interactions as has been demonstrated in several 

in vitro studies118-121. However, since several other ligands (notably fibrinogen) are capable of 

doing so as well, this VWF function has long been thought to be redundant. This view is 

compatible with the notion that so far no patients having mutations in the αIIbβ3 binding 

sequence have been reported. However, studies using a mouse model expressing a VWF 

mutant with defective αIIbβ3 binding have forced us to change this view. Although mice 

expressing this mutant show normal correction of the bleeding time in a tail clip-model for 
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haemostasis, they are characterized by an impaired vessel occlusion time in a ferric chloride-

induced model of vascular injury99,100. A similar reduction of vessel occlusion was observed 

in mice treated with antibodies against the RGD-sequence of VWF102. More detailed analysis 

of thrombus formation in these mice revealed that initial thrombus formation is unaffected. 

However, larger thrombi seem to dissolve as a result of the increased hydrodynamic forces to 

which the growing thrombus is exposed100,102. This strongly suggests that the VWF-αIIbβ3 

interaction is not redundant, but of physiological relevance with regard to the stabilization of 

the growing thrombus.  

 

Novel aspects of VWF function: the molecular bus 

 As described in the paragraph “The classical functions of VWF: FVIII binding”, VWF 

is particularly known as a carrier protein for FVIII in the circulation to maintain appropriate 

FVIII plasma levels. However, in recent years it has become clear that FVIII is not the only 

protein that circulates in complex with VWF in the circulation. Other examples of proteins 

that are associated with VWF in plasma include ADAMTS13122,123, osteoprotegerin124-126, 

angiopoietin-2 (Christophe OD, Cherel G, Lenting PJ, Denis CV; unpublished publications) 

and two members of the galectin family, galectin-1 and galectin-3127. It would not be 

surprising if this list of VWF-bound proteins will grow in the future. For instance, Turner & 

Moake recently published that several members of the complement family (i.e. C3, C5 and 

factors B, D, P H & I) attach to VWF that is freshly released from endothelial cells128. It 

seems reasonable to assume that at least some of these proteins remain associated to VWF 

upon release from the endothelial surface into the circulation. 
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 Like for FVIII, galectin-1 and galectin-3 plasma levels were higher in wild-type mice 

compared to mice deficient for VWF127,129, suggesting that VWF is needed to stabilize 

galectin-1 and galectin-3 in the circulation. With regard to osteoprotegerin, a recent study 

revealed a positive correlation between VWF and osteoprotegerin levels in a cohort consisting 

of patients with cardiovascular disease and asymptomatic controls126. This correlation 

appeared particularly relevant in asymptomatic individuals without coronary calcification. 

These recent findings might suggest that VWF could play a similar protective role to stabilize 

osteoprotegerin in plasma. Of course, additional studies are needed to support this point of 

view. An opposite observation has been made regarding ADAMTS13 in that an inverse 

relationship between plasma levels of VWF and ADAMTS13 was reported130. In addition, 

ADAMTS13 levels were ~40% higher in patients lacking circulating VWF than in control 

individuals130. How VWF influences ADAMTS13 plasma levels remains to be determined. 

One possible explanation can be that VWF-bound ADAMTS13 is cleared in conjunction with 

VWF, which has a shorter half-life than ADAMTS13131,132. 

 The wide variety of proteins that are bound to VWF in the circulation raises a number 

of questions. First, how many passengers can be on the VWF bus at the same time? For FVIII 

and both galectins, we know that their plasma concentrations are about 100-fold lower than 

that of VWF, which suggests that they will not occupy all the places that are available. As for 

ADAMTS13, Feys et al. calculated that it circulates in complex with VWF in a stoichiometry 

of 1:250, also indicating that the majority of the VWF subunits remain non-occupied123. A 

second question is: what are the functional consequences of complex formation? VWF 

protects FVIII and may promote its targeting to sites of vascular injury. In contrast, FVIII may 

have the opposite effect on VWF, as it has been reported that the presence of FVIII promotes 

VWF degradation by ADAMTS13133. With regard to the galectins, angiopoietin-2 and 
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osteoprotegerin, the functional consequences of their binding to VWF have been investigated 

to a limited extent, if at all. In view of the large size of the VWF protein, it seems conceivable 

that VWF has a profound effect of the functionality of these proteins in that it may prevent the 

interaction with their natural ligand via sterical hindrance. However, many unknowns remain 

in this respect, and it would be of interest to explore the mutual functional effects between 

VWF and its passengers.  

 

Novel aspects of VWF function: cell effector in the angiogenic process 

 During the last two decades, more than 20 proteins have been identified that interact 

with VWF, several of them being involved in cellular signaling processes32. Consequently, 

VWF has been linked to other (patho)physological processes than haemostasis as well, 

including angiodysplasia, tumor metastasis and smooth muscle cell proliferation (Figure 2; 

for recent reviews on these topics see references 32,134,135). However, the mechanism by which 

VWF is linked to this processes is largely undefined. For each of the three conditions a brief 

overview of our current knowledge will be provided. 

 With regard to the angiogenic process, it has been found that the absence of VWF 

increases endothelial cell proliferation in vitro136. In line with this observation, VWF-deficient 

mice display an increased vessel density of the vasculature in the ears in comparison to VWF-

expressing mice136, suggesting that VWF acts as a negative modulator of angiogenesis. The 

molecular basis of this modulatory effect is yet unclear. Results from the study by Starke and 

colleagues point to an effect of VWF on vascular endothelial growth factor (VEGF)-

dependent angiogenesis, which proceeds via multiple intracellular and extracellular pathways 

dependent on αVβ3 and angiopoietin-2136. Given that both proteins are ligands for VWF, it 
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seems possible that VWF acts on the angiogenic process via interactions with both proteins. 

However, the endothelial cells contain several other VWF-binding proteins with pro- and anti-

angiogenic properties, such as galectins-1 and -3137,138, connective tissue growth factor139 and 

insulin-like growth factor binding protein-7140. This points to a complex role of VWF, able to 

affect the angiogenic process at different levels. 

 Irrespective of the precise mechanism, the link between VWF and angiogenesis seems 

to be of physiological relevance, given the relatively frequent occurrence of angiodysplasia in 

patients with VWD134,141. Angiodysplasia is characterized by vascular malformations 

resulting from an impaired angiogenic process, and is often clinically manifested via gastro-

intestinal bleedings142. Interestingly, the manifestation of angiodysplasia in VWD patients is 

observed more frequently in patients that lack high multimers, either because of hereditary 

defects141,143 or because of acquired conditions, such as Heyde's syndrome or patients carrying 

circulatory assist devices144,145.  Why there is this specific link with high molecular weight 

multimers is unclear. Perhaps it involves a mechanism that is similar to the interaction 

between VWF and GpIbα, which also is more efficient for the larger multimers compared to 

smaller variants. The possibility exists that VWF interacts in a multimer size-dependent 

manner with so far unidentified cellular receptors (expressed on endothelial cells or other cells 

in the vascular wall) that are involved in maintaining the vascular integrity. Solving this 

enigma would be of interest for the development of novel therapeutic means to manage this 

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

 Care should be taken in extrapolating the anti-proliferative effect of VWF towards 

VEGF-stimulated endothelial cells also to other cell types. As will be discussed in this 

section, VWF may also exert a proliferative effect, demonstrating that the cell effector 

function of VWF may be very much dependent on the local cellular environment. Upon 

damage of the vascular endothelial layer, VWF is able to penetrate into the intima of large 

peripheral vessels, where it is exposed to smooth muscle cells146-148. The deposition of VWF 

in the intima coincides with intimal thickening149, suggesting that VWF plays a role in the 

pathogenesis of intimal hyperplasia by promoting smooth muscle cell proliferation. This 

possibility is supported by in vitro experiments showing that VWF directly stimulates smooth 

muscle cell proliferation149. The transcriptional changes in smooth muscle cells that are being 

induced upon exposure to VWF have recently been unraveled, and involve multiple genes 

associated with growth factor stimulation150.  

 The effect of VWF-dependent smooth muscle cell proliferation is not only of 

relevance with regard to vascular damage, for instance as a consequence of an angioblasty 

procedure146,147, but may also be of importance in view of the hereditary disorder CADASIL 

(cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcordial infarcts and 

leukoencephalopathy)150. The clinical phenotype of this disorder includes recurrent strokes 

and dementia. Analysis of brain sections of CADASIL-patients revealed that VWF is 

abundantly present in the brain vessels, particularly in the subarachnoid arteries that are 

characterized by concentric thickening of the media and adventitia150. The identification of 

VWF as a player in CADASIL-related smooth muscle cell proliferation could provide the 

basis for a novel therapeutic approach in the treatment of these patients. 
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Novel aspects of VWF function: cell effector in apoptosis 

 The versatility of VWF is nicely illustrated by the notion that VWF is not only capable 

of stimulating cell proliferation but also by its capacity to induce cell death. Again, it is 

important to take into account the local cellular environment in this regard, since the apoptotic 

function of VWF is probably restricted to but a few cell types. First, it was shown that VWF 

is able to induce platelet apoptosis via interactions with GpIbα, thereby initiating the caspase-

3, Bak and Bax-dependent apoptosis pathway151. The physiological consequences of this 

finding remain to be determined, but they could be of relevance for those conditions where 

there are enhanced VWF-platelet interactions without the need for thrombus formation. One 

such a condition could be VWD-type 2B, where gain-of-function mutations in the VWF A1 

domain result in spontaneous VWF-platelet interactions. 

 Tumor cells are another cell type that might be susceptible to VWF-induced apoptosis. 

Unexpectedly, tumor cells were found to have a higher metastatic potential in VWF-deficient 

mice than in VWF-expressing control mice152. This higher metastatic potential appeared to be 

the result of a longer survival of living cells in the absence of VWF152. In vitro studies 

confirmed that VWF induced death of tumor cells152,153. The underlying mechanism of VWF-

induced cell death remains unclear, although the observation that VWF-tumor cell 

interactions were mediated by αVβ3 suggest that VWF induces cell death via this integrin152. 

The capacity of VWF to induce tumor cell death in an αVβ3-dependent fashion was recently 

confirmed in an elegant study by Mochizuki and colleagues154. However, they also identified 

a series of tumor cells that was capable of escaping VWF-induced cell death. The explanation 

for this resistance against VWF-induced apoptosis was rather unexpected: they found that 

tumor cells are able to secrete a protease (ADAM-28) that is able to degrade VWF154. Thus, 

VWF negatively regulates tumor cell survival, and certain tumor cells have armed themselves 
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against VWF via the production of a protease that destroys the pro-apoptotic function of 

VWF. 

 

Novel aspects of VWF function: a pro-inflammatory agent 

 The adhesive nature of the VWF protein allows it to function as a landing platform for 

platelets. This raises the question whether this adhesive capacity is selective for platelets, or 

whether also other cells are able to adhere VWF. We have previously addressed this issue, 

and observed that leukocytes may adhere to immobilized VWF under conditions of low 

shear155. In the same study, we were able to identify PSGL-1 and β2-integrins as potential 

counter-receptors for VWF at the leukocyte surface155. More recently, we also identified 

Siglec-5 as a leukocyte receptor that is able to interact with VWF, although we did not test 

whether Siglec-5 contributes to leukocyte-VWF interactions under conditions of flow156. 

Evidence is also accumulating from other studies that VWF may actively participate in 

leukocyte recruitment. First, platelet-decorated VWF strings at the cellular surface efficiently 

attract leukocytes, even under conditions of high shear stress157. Furthermore, VWF-platelet 

complexes play a crucial role in the extravasation of leukocytes upon an inflammatory 

response158. 

 The participation of VWF in the inflammatory response has been confirmed in several 

animal models for inflammation, such as atherosclerosis, wound healing, experimental 

allergic encephalomyelitis, and stroke159-162. Whether VWF plays a similar important role in 

the human pathology of these diseases is unclear, which could be related to the multi-factorial 

nature of such inflammatory conditions. For instance, VWF-deficient mice and pigs develop 

fewer atherosclerotic lesions compared to VWF-expressing animals, suggesting that VWF 
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could participate in attracting leukocytes to lesion sites161,163. However, human studies 

revealed conflicting information whether or not atherosclerosis is reduced in patients with 

VWD (recently reviewed by van Galen et al.164). One crucial difference that could explain the 

observed differences between humans and animals that lack VWF is that patients receive 

replacement therapy to replenish the reservoir of circulating VWF. As such they are less 

deficient in VWF compared to the animals. 

 

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

 In the circulation, VWF is exposed to many of its ligands, including platelets. 

Therefore, mechanisms need to be in place to prevent premature interactions between VWF 

and platelets in order to prevent undesired vessel occlusion165. On the other hand, for some 

ligands (such as FVIII) it is actually necessary that VWF is able to interact with them in a 

constitutive manner, without regulation that is too strict. From these two examples it becomes 

clear that the versatility of VWF is not only restricted to its functions, but also with regard to 

the regulation of these functions. 

 There are two dominant mechanisms in place that contribute to the regulation of VWF 

function. First, VWF is able to change conformation in response to shear stress166-168. In the 

normal circulation VWF is present as a globular protein, whereas exposure to increased shear 

forces drives the protein into an elongated conformation166-168. This change in conformation 

has a number of consequences169: (1) it results in decryption of the GpIbα binding site, 

allowing platelet binding108; (2) the cleavage site for ADAMTS13 becomes available170,171;(3) 

it exposes methionine residues that are sensitive to oxidation172; (4) it promotes disulfide 

bridge formation between cysteine-residues in the CK-domain173,174; (5) it enhances VWF 
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self-association175; and (6) it turns VWF into a ligand for its clearance receptor LRP1176. In 

contrast to these shear stress-dependent phenomenons, the interactions between VWF and 

collagen or FVIII do not seem to require shear stress-induced conformations, as they already 

occur under static conditions. 

 Do these shear stress-induced conformational changes also affect the novel functions 

of VWF? In most cases, this does not seem to be the case. The effects of VWF on 

angiogenesis, smooth muscle cell proliferation and tumor cell death have usually been 

investigated in vitro under static conditions. Of course, this does not necessarily mean that 

shear stress will not affect these functions. However, additional studies are needed to get 

insight into the role of shear stress on novel VWF functions. 

 A second mechanism to regulate VWF function is to vary its multimer size, and 

several mechanisms are at hand to do so. One protein that contributes to the regulation of 

VWF multimer size is thrombospondin, which controls VWF multimer size via the 

introduction of new thiols177. Second, shear stress-induced self-association may enlarge the 

multimer size of VWF175. However, the most dominant regulator seems to be ADAMTS13, 

which is able to proteolytically degrade VWF via cleavages in the A2 domain between 

residues Tyr1605 and Met1606178. The mechanism by which ADAMTS13 recognizes and 

cleaves its substrate has been described in detail in an excellent review by Crawley and 

colleagues179. The importance of ADAMTS13 in the regulation of VWF multimer size in 

view of its hemostatic properties is evident from the thrombotic complications that occur in 

the absence of ADAMTS13, a disorder known as thrombotic thrombocytopenic purpura180-182. 

However, does ADAMTS13 also affect non-hemostatic functions of VWF? There are 

indications that this is indeed conceivable. First, we already mentioned that angiodyplasia is 

particularly associated with VWD patients that lack high molecular weight multimers, such as 
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in VWD-type 2A143. Apparently, an increased degradation of VWF interferes with the 

property of VWF to maintain the integrity of the vasculature. Second, increased leukocyte 

rolling on unstimulated veins and increased leukocyte adhesion in inflamed veins has been 

observed in mice deficient for ADAMTS13. Moreover, it has been found that the absence of 

ADAMTS13 exacerbates the inflammatory response in animal models for stroke and 

atherosclerosis159,183-185. Apparently, proteolytic degradation of VWF by ADAMTS13 

downregulates the inflammatory potential of VWF. With regard to the effect of VWF on 

tumor cell death, the importance of multimer size is yet unclear. It should be noted that 

ADAM-28 reduced VWF multimer size via proteolysis at two distinct sites in the VWF 

protein, which coincides with a loss in apoptotic potential154. Since these sites are located 

away from the αVβ3-recognition sequence (i.e. the RGD-motif), it seems conceivable that 

VWF multimer size plays a role in the interaction with tumor cells to initiate the apoptotic 

process. 

 

Conclusion 

 Forty years after its first purification from plasma, VWF still carries many mysteries. 

Its versatility is steadily being exposed but even its role in thrombosis, once thought to be well 

understood, is still eluding us. Indeed, the notion that a VWF-mutant unable to bind αIIbβ3 is 

protective against thrombosis in a ferric chloride-induced model for arterial thrombosis while 

it is without effect in a stroke model, is a perfect example of this constant reassessment that is 

forced upon us100,186. The possibility to target VWF in the management of thrombotic 

disorders should therefore be considered as a real option. With regard to the non-hemostasis 

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

expanding our knowledge of this intriguing protein.  
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Legends 

Figure 1: Domain structure of VWF. 

The molecular architecture of VWF is characterized by the presence of distinct domain structures. 

Panel A represents the arrangement of five different structures according to the original analysis of 

the VWF sequence (reviewed by Pannekoek & Voorberg)38. The numbering of the domain 

boundaries has been used in our laboratory in the previous years. Panel B shows the domain 

organization as has recently been proposed by Zhou et al.41. One striking difference with the original 

domain structure is the replacement of the B1-3 - C1 - C2 domain region by 6 homologous C-

domains. In addition, their analysis revealed that the D-domains consist of various independent 

structures, which are highlighted in panel C. The D1, D2 and D3 domains each contain a VW-domain, 

a trypsin inhibitor-like (TIL)-structure, a C8 fold and an E module. The D' region lacks the VW domain 

and TIL-structure. The D4 domain lacks the E module, but instead comprises a unique sequence 

designated D4N. 

 

Figure 2: The functional diversity of VWF 

VWF is best known for its link with the hemostatic system, where it participates in the recruitment of 

platelets to the injured vessel wall and acts as a carrier protein for FVIII. The physiological relevance 

of this function is underscored by VWF being associated with bleeding problems (VWD and acquired 

VW syndrome) as well as thrombotic complications (myocard infarction, stroke and venous 

thrombosis). More recently it has been found that VWF is involved in other patho-physiological 

processes as well, such as tumor metastasis (inducing tumor cell death), angiogenesis (which could 

provide a rationale for the relatively frequent occurrence of angiodysplasia in VWD patients), cell 
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proliferation (associated with enhanced intima thickening after angioblasty and in CADASIL), and 

inflammatory processes (as observed in animal models for atherosclerosis, stroke, wound healing 

and experimental allergic encephalomyelitis).  
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Revue 2: Facteur von Willebrand et maladie de Willebrand : actualités 

Antoine Rauch, Claudine Caron, Sophie Susen, Jenny Goudemand. Revue Francophone des 
Laboratoires, Vol 2014 - N° 463 - juin 2014. 

 

Résumé 

Le Facteur von Willebrand (VWF) est une glycoprotéine multimérique qui joue un rôle 

essentiel dans la formation du thrombus plaquettaire en présence de forces de cisaillement 

élevées. La maladie de Willebrand (MW) est une pathologie hémorragique, d’origine 

constitutionnelle ou acquise, résultant d’un déficit quantitatif ou qualitatif en VWF, et qui se 

caractérise par une grande hétérogénéité clinique et biologique, témoignant de la physiologie 

complexe du VWF. Si de nombreux progrès ont été réalisés concernant la compréhension des 

mécanismes physiopathologiques sous-jacents à la MW, son diagnostic reste difficile et 

justifie un avis spécialisé. Au-delà de son rôle dans l’hémostase, le VWF pourrait jouer un 

rôle actif dans l’inflammation, l’angiogénèse, l’apoptose et la prolifération cellulaire.  

Summary  

Von Willebrand Factor is a multimeric glycoprotein that plays an essential role in platelet-rich 

thrombi formation under high shear stress. The heterogeneity of Von Willebrand disease 

(VWD), a constitutional or acquired bleeding diathesis secondary to a quantitative or 

qualitative VWF deficiency, illustrates the complex physiology of this protein. Despite 

significant progresses in our comprehension of the numerous pathophysiological mechanisms 

underlying VWD, its diagnosis remains challenging and skill demanding in clinical practice. 

Besides its role in haemostasis, VWF has been recently involved with inflammation, 

angiogenesis, apoptosis and cell-proliferation paving the way for new approaches towards this 

intriguing protein. 
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Introduction 

La maladie de Willebrand (MW) est une pathologie hémorragique, d’origine constitutionnelle 

ou acquise, consécutive à un déficit quantitatif ou qualitatif en facteur Von Willebrand 

(VWF). La diversité des tests biologiques utilisés au laboratoire dans l’exploration d’un 

déficit en VWF témoignent de l’hétérogénéité de la MW en lien avec une physiopathologie 

complexe. Cet article propose une revue d’ensemble sur les multiples fonctions du VWF, la 

physiopathologie de la MW et la démarche diagnostique clinico-biologique en cas de 

suspicion de MW. 

 

1. Physiologie du VWF  

1.1. Synthèse, sécrétion et catabolisme du VWF plasmatique 

1.1.1. Du gène à la protéine multimérique 

Le gène VWF (178 kb), localisé sur le bras court du chromosome 12 est un très long gène 

comportant 52 exons. Il est exprimé par les cellules endothéliales et les mégacaryocytes où il 

code pour un précurseur monomérique de 2813 résidus, le pré-pro-VWF, constitué d’un 

peptide signal (22 aa), du propeptide (741 aa) et de la sous-unité mature (2050 aa). Après 

clivage du peptide signal, le pro-VWF (propeptide et sous-unité mature) est constitué d’une 

succession de différents domaines (A, B, C, D et CK) selon la séquence D1-D2-D’-D3-A1-

A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK1. Cette structure comporte des sites fonctionnels 

permettant la liaison du VWF au Facteur VIII (domaines D’ et D3), à la glycoprotéine Ibα 

plaquettaire (GpIbα) (domaine A1), au collagène sous-endothélial (domaines A1 et A3) et à la 

glycoprotéine IIb/IIIa plaquettaire (GpIIb/IIIa) (domaine C4) (Figure 1). Le pro-VWF subit 

un ensemble complexe de modifications post-traductionnelles : dimérisation (réticulum 

endoplasmique), glycosylation, assemblage des dimères en multimères (appareil de Golgi). 

Les étapes de dimérisation et de multimérisation reposent sur des résidus cystéine, qui 
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permettent la formation de liaisons disulfures inter--chaînes entre les extrémités C- terminales 

des monomères pro-VWF (domaine CK) pour la dimérisation et N-terminales des dimères 

pro-VWF (domaine D3) pour le processus de multimérisation qui débute après clivage du 

propeptide (Figure 2). Après cette étape, le VWF revêt une forme hautement multimérisée 

(multimères de très haut poids moléculaire, VWF-THPM) correspondant à la répétition du 

tétramère de base et se trouve stocké avec le propeptide au sein des corps de Weibel-Palade 

(granules α pour les plaquettes). 

Pour simplifier la lecture, nous avons regroupé les abréviations dans un tableau I et la 

nomenclature du Comité Scientifique et de Standardisation de la Société Internationale de 

Thrombose et d’Hémostase appliquée à la maladie de Willebrand et aux tests biologiques de 

diagnostic dans un tableau II. 

 

1.1.2. Sécrétion et catabolisme plasmatique 

La sécrétion endothéliale est à la fois constitutive et régulée. Sous l’influence de stimuli variés 

(interleukines, thrombine, vasopressine, hypoxie, forces de cisaillement…), les corps de 

Weibel-Palade libèrent leur contenu de VWF-THPM dans le compartiment plasmatique. 

L’ADAMTS13 (A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin domains-13),  une 

métalloprotéase plasmatique, intervient alors immédiatement pour cliver ces formes très 

lourdes qualifiées parfois d’hyper-fonctionnelles car capables de se lier spontanément à la 

Gp1b plaquettaire. Ce clivage intervient sur une liaison peptique spécifique (Tyr1605-

Met1606) localisé dans le domaine A2. Cette protéolyse est régulée in vivo par l’accessibilité 

du domaine A2, qui contient le site de clivage ainsi que des exosites d’interaction pour 

l’ADAMTS132. Ce processus préserve les multimères de taille inférieure (VWF-HPM, VWF-

IPM, VWF-BPM) qui adoptent une conformation globulaire rendant le domaine A2 cryptique. 

Le VWF circulant est ainsi constitué d’un mélange hétérogène de multimères dont la masse 
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moléculaire varie ainsi de 1 à près de 20 kD. La concentration du VWF et sa demi-vie 

plasmatique sont respectivement de l’ordre de 5 à 10 µg.mL-1 et de 12 à 20 heures. La 

clairance du VWF circulant a lieu dans le foie et la rate selon une cinétique indépendante de la 

taille des multimères. Au plan moléculaire, l’identification de récepteurs de clairance sur les 

macrophages et les cellules endothéliales constitue une nouvelle étape dans la compréhension 

des mécanismes impliqués dans la clairance du VWF3. 

 

1.1.3. Facteurs de variation du taux de VWF circulants 

La distribution physiologique des taux plasmatiques de VWF est large, de 50 à 200 UI.dL-1, 

reflétant la sensibilité du VWF à de nombreux facteurs génétiques et environnementaux. 

Parmi ceux-ci, les polymorphismes d’expression génique décrits du VWF ne permettent pas à 

eux seuls d’expliquer la variabilité des taux de VWF plasmatique. Ceci suggère l’influence 

d’autres gènes dits « modulateurs », pour lesquels différents loci ont été déjà identifiés 4. Le 

locus ABO est notamment responsable de près du tiers de la variabilité d’origine génétique du 

taux de VWF plasmatique 5. La clairance sanguine du VWF varie selon la nature des 

antigènes de groupe sanguin ABH présents sur les chaînes N-glycosylées du VWF 3. Les 

individus de groupe sanguin O ont ainsi une concentration de VWF plasmatique de 25 à 30% 

inférieures à ceux de groupe non O, en lien avec une clairance plus rapide du VWF circulant. 

Le taux de VWF varie avec l’âge (avec une diminution progressive de la naissance à l’âge de 

1 an puis une élévation régulière) et l’ethnie (taux plus élevés chez le sujet noir). La sécrétion 

du VWF est augmentée par les hormones oestro-progestatives et la vasopressine. Des taux 

plus élevés de VWF plasmatique sont ainsi observés chez la femme en cas de contraception 

oestro-progestative ou de grossesse (taux multipliés par deux à trois au troisième trimestre). 

La sensibilité du VWF à la vasopressine est utilisée en thérapeutique via l’utilisation de son 

analogue synthétique, la desmopressine, pour le traitement des déficits quantitatifs modérés en 
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VWF. Le stress et l’exercice physique induisent également une élévation transitoire des taux 

de VWF. Les taux de VWF sont enfin modifiés par de nombreuses pathologies intercurrentes 

notamment inflammatoires (protéine de phase aiguë de l’inflammation), cardiaques ou 

hépatiques, avec parfois une très nette élévation du taux basal. 

 

1.2. Fonctions pro-hémostatiques du VWF 

1.2.1. Adhésion et agrégation plaquettaire 

Le VWF joue un rôle essentiel dans la formation du thrombus artériel plaquettaire en cas de 

brèche vasculaire dans la microcirculation. En présence de forces de cisaillement élevées 

générées par l’écoulement laminaire du sang dans les artérioles, l’adhésion des plaquettes à la 

paroi vasculaire lésée est alors dépendante du VWF. Ces conditions rhéologiques induisent en 

effet un changement de conformation du domaine A1 essentiel pour l’exposition du site de 

liaison à la GpIbα plaquettaire. Le VWF lié au collagène sous-endothélial (domaine A3) 

constitue alors une surface adhésive permettant le recrutement des plaquettes au contact de la 

brèche vasculaire (étape d’adhésion plaquettaire). La liaison VWF-GpIbα initie parallèlement 

l’activation plaquettaire (signalisation « outside-in »). La plaquette activée expose 

secondairement à la surface de sa membrane le complexe GpIIb/IIIa sous une conformation 

capable de lier le VWF (signalisation « inside-out »). L’interaction VWF-GpIIb/IIIa consolide 

ainsi le thrombus plaquettaire via la formation de ponts inter-plaquettaires. Les fonctions pro-

adhésive et pro-agrégante du VWF sont corrélées à la taille de ses multimères et par 

conséquent dépendantes de l’intégrité des VWF-HPM.  

 

1.2.2. Transport du VIII 

Le Facteur VIII (FVIII) circule dans le sang lié au VWF, sa protéine chaperonne. Cette 

interaction, qui repose sur les domaines D’ et D3 du VWF, protège le FVIII d’une clairance 
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accélérée ainsi que d’une inactivation par la PC activée. Un déficit secondaire en FVIII est 

ainsi observé lorsque le taux de VWF est diminué ou en cas de mutation altérant la capacité 

du VWF à fixer le FVIII (VWD de type 2N). La demi-vie plasmatique du FVIII peut alors 

être réduite jusqu’ à 2 heures (au lieu de 12 à 20h en présence de VWF). 

 

1.2.3. Thrombopoïèse  

Le VWF intervient à différents stades de la thrombopoïèse. Une anomalie de la maturation 

mégacaryocytaire a ainsi été reportée en présence de la mutation p.R1308P responsable d’une 

MW de type 2B 5. Plus récemment, une étude suggère l’importance conjuguée du VWF et des 

forces de cisaillement pour la maturation terminale des pro-plaquettes en plaquettes discoïdes 

dans la circulation 6.  

 

2. Physiopathologie de la maladie de Willebrand  

 

2.1. Définition 

La maladie de Willebrand (MW) constitutionnelle est définie comme une pathologie 

hémorragique secondaire à un défaut génétique de la concentration, de la structure ou de la 

fonction du VWF indépendamment de la localisation de la mutation causale sur le gène VWF 

ou un autre gène 7. Si la fréquence du déficit en VWF a pu être estimée à 1% de la population 

générale 8 la prévalence des formes symptomatiques de MW est estimée à 0.01% 9 et les 

formes les plus sévères (VWD type 3) sont beaucoup plus rares de l’ordre de 1 par million. 

2.2. Classification  

La classification internationale repose sur une approche phénotypique et distingue les déficits 

quantitatifs partiels (type 1) ou complets (type 3), et les déficits qualitatifs (type 2). Le type 2 

regroupe quatre sous-types : 2A, 2B, 2M et 2N 7 (Tableau 3). La transmission du déficit se 
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fait le plus souvent sur un mode autosomal dominant, à l’exception des types 3, des types 2N 

ainsi que de rares variants 2A qui sont à transmission récessive. La distribution des mutations 

sur le gène VWF est répartie sur l’ensemble du gène dans les types 1 et 3 alors que pour les 

types 2 les mutations sont localisées à proximité des sites fonctionnels d’interaction (Figure 

1). 

 

2.2.1. type 1 

Le type 1 est défini comme un déficit quantitatif partiel en VWF, se traduisant par une 

diminution harmonieuse des taux protéique (VWF:Ag) et fonctionnel (activité cofacteur de la 

ristocétine, VWF:RCo) ainsi que du FVIII. Malgré une transmission autosomale dominante, 

la pénétrance intra-familiale du phénotype hémorragique et la probabilité de retrouver une 

mutation sur le gène VWF varient selon l’intensité du déficit. Pour des taux de VWF:Ag <30 

UI.dL-1, le génotypage objective habituellement une mutation à forte pénétrance (effet « 

dominant négatif ») affectant la sécrétion ou la clairance du VWF. Inversement, pour des taux 

compris entre 30 et 50 UI.dL-1, les rares mutations mises en évidence (mutations faux-sens ou 

altération de site d’épissage) révèlent une absence de co-ségrégation avec le phénotype 

hémorragique 10. Ceci suggère l’influence de polymorphismes, encore non identifiés, sur des 

gènes modulateurs (hors locus VWF) mais également un probable chevauchement entre sujets 

sains (notamment de groupe O) et sujets atteints de MW type 1 modérée pour des taux 

compris entre 30 et 50 UI.dL-1.  

 

2.2.2. type 2 

Le type 2 regroupe les variants définis par une anomalie qualitative du VWF à l’origine d’une 

interaction anormale avec les plaquettes (2A, 2B et 2M) ou le FVIII (2N). Dans le type 2A, la 

diminution de l’affinité du VWF pour la GpIbα plaquettaire est secondaire au déficit des 
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formes VWF-HPM et VWF-IPM. Des mécanismes variables, parfois associés, sont en cause 

selon la mutation : anomalies de dimérisation ou de multimérisation ; excès de protéolyse par 

l’ADAMTS13 et/ou clairance accélérée dans la circulation. Dans le type 2M, les VWF-HPM 

sont présents mais qualitativement anormaux avec une affinité diminuée pour la GpIbα 

(domaine A1) et/ou le collagène sous-endothélial (domaine A3). Dans le type 2B, l’anomalie 

princeps est un gain de fonction du VWF pour la GpIbα. Les anomalies observées sont 

classiquement attribuées à une adsorption spontanée du VWF sur les plaquettes 

(thrombopénie) et secondairement à une protéolyse accrue des VWF-HPM liés aux plaquettes 

par l’ADAMTS13. La physiopathologie de la thrombopénie est probablement plus complexe 

avec la description de mécanismes additionnels pour certaines mutations : anomalies de la 

mégacaryocytopoïèse 5 ou clairance accélérée des complexes VWF-plaquettes par les 

macrophages spléniques et hépatiques 11. Le type 2N résulte d’une absence (ou franche 

diminution) de liaison du VWF au FVIII. Son mode de transmission est récessif. Ce variant se 

caractérise classiquement par un déficit plasmatique isolé en FVIII (homozygotes ou 

hétérozygotes composites) contrastant avec des taux normaux ou peu diminués de VWF 

(VWF:Ag et VWF:RCo). 

Malgré cette classification, les études récentes de caractérisation de mutations in vitro 

confirment la persistance d’une grande hétérogénéité au sein même de chaque variant que ce 

soit dans le type 2A 12, 2B 13 et 2M 14. La mutation 2B p.V1316M (initialement décrite dans le 

syndrome de Montréal, une variété de thrombopénie familiale) induit à la fois une 

thrombopénie et une thrombopathie, caractérisée par une anomalie de l’activation de 

GpIIb/IIIa (signalisation « inside-out ») 15. Cette découverte fournit un nouvel élément de 

compréhension de la sévérité du phénotype hémorragique associé à cette mutation 2B 13. 
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2.2.3. type 3 

La MW de type 3, est la forme la plus sévère mais aussi la plus rare (sa prévalence est estimée 

à 1/106). Sa transmission est récessive. Le phénotype hémorragique comporte souvent des 

hématomes et des hémarthroses en sus des habituelles manifestations hémorragiques cutanéo-

muqueuses. Elle est provoquée par un déficit quasi-total en VWF (VWF:Ag < 5 UI.dL-1) 

secondaire au génotype homozygote ou hétérozygote composite. Les mutations impliquées 

sont très variées (mutations non-sens, larges délétions, mutations de sites d’épissage…), mais 

distinctes de celles retrouvées dans la MW de type 1. Les apparentés  hétérozygotes ne sont 

donc pas à considérer comme porteur d’une MW de type 1, et ils n’ont en effet pas de 

symptomatologie hémorragique particulière. En cas de déficit virtuellement complet en VWF 

(délétion complète homozygote), le traitement substitutif peut se compliquer d’une allo-

immunisation anti-VWF associée à des manifestations anaphylactiques lors de l’apport 

exogène de VWF.  

 

3. Diagnostic clinique et biologique de la MW 

 

3.1. Diagnostic clinique 

L’évaluation clinique doit préciser les antécédents hémorragiques personnels et/ou familiaux, 

spontanés et post-opératoires La MW se manifeste par des hémorragies spontanées, le plus 

souvent cutanéo-muqueuses (épistaxis, ménorragies, hémorragies du post-partum, 

hémorragies gastro-intestinales, gingivorragies), ou provoquées après un geste invasif ou une 

intervention chirurgicale. Des hématomes et des hémarthroses peuvent également être 

observés dans les formes associées à un déficit sévère en FVIII (MW type 3). ). L’expression 

clinique de la MW est très polymorphe. Les manifestations hémorragiques spontanées sont le 

plus souvent modérées dans le type 1 et le type 2N, dont le diagnostic est le plus souvent 
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effectué à l’occasion d’un bilan pré-opératoire. Inversement, des complications 

hémorragiques sévères (hémorragie du système nerveux central, amygdalienne ou digestive) 

sont parfois observées dans la MW de type 3 ou certains types 2. En raison de l’allégation 

fréquente d’une symptomatologie hémorragique mineure par un sujet sain, la sévérité du 

phénotype hémorragique doit être quantifiée à partir de la fréquence et du retentissement de 

chaque symptôme (transfusion, anémie ferriprive, reprise au bloc opératoire pour hémostase 

chirurgicale), au mieux via un questionnaire standardisé validé pour la MW, permettant 

l’obtention d’un score hémorragique 16. La recherche d’un traitement susceptible d’interférer 

avec l’hémostase est impérative. 

 

3.2. Examens biologiques  

Le bilan de 1ère intention en cas de suspicion de MW associe au minimum un dosage de 

FVIII, une exploration du VWF plasmatique associant dosage antigénique (VWF:Ag) et 

mesure de son activité fonctionnelle (mesure de l’activité cofacteur de la ristocétine ou test 

apparenté), et la réalisation d’une agrégation plaquettaire aux faibles concentrations de 

ristocétine (RIPA) si ce test est disponible. Le calcul des ratios FVIII/ VWF:Ag et VWF:RCo 

/ VWF:Ag fait partie intégrante du bilan de dépistage ce qui implique que les dosages de 

FVIII, VWF Ag et VWF:RCo sont indissociables (Figure 3). La réalisation d’un temps 

d’occlusion sur PFA-100® peut s’avérer utile en raison de sa sensibilité au déficit en VWF, à 

l’exception du type 2N où il est normal. La réalisation d’une numération globulaire, d’un 

bilan de coagulation standard et d’un groupage ABO sont par ailleurs indispensables au 

diagnostic différentiel et à l’interprétation des dosages de VWF. Les résultats de FVIII, 

VWF:Ag et VWF:RCo sont exprimés en % d’un plasma normal ou en UI.dl-1 si le plasma 

standard est titré par rapport au standard international [plasma standard FVIII/VWF (07/316)]. 
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3.2.1. Dosage du FVIII 

Le taux de FVIII (normal : 50 à 150 UI.dL-1) est mesuré sur plasma pauvre en plaquettes 

(PPP) le plus souvent par méthode chronométrique en 1 temps (FVIII:C). Un délai de moins 

de 2h est recommandé en cas de dosage sur PPP frais en raison de la thermolabilité du FVIII à 

température ambiante. Un déficit isolé en FVIII et/ou un ratio FVIII/VWF:Ag < 0.5-0.6 

orientent soit vers une MW de type 2N soit vers une hémophilie A modérée ou mineure (ou 

un statut de conductrice d’hémophilie A). Le diagnostic différentiel nécessite l’étude de la 

capacité de liaison du VWF au FVIII (VWF:FVIIIB). Il existe des kits commerciaux 

permettant ce dosage mais il est préférable d’adresser cette analyse à des laboratoires 

disposant de l’expérience requise. En dehors des types 3 et 2N, l’intensité du déficit 

secondaire en VIII varie selon l’intensité du déficit en VWF:Ag. Le taux de FVIII peut être 

peu abaissé voire presque normal dans la MW de type 1 ou de type 2 (hors 2N). Un taux de 

FVIII normal a donc une mauvaise valeur prédictive négative pour le diagnostic de ces 

variants. Ceci exclut également le TCA comme test de dépistage d’une MW. 

 

3.2.2. Dosage antigénique du VWF  

La concentration plasmatique du VWF peut être mesurée sur PPP par des méthodes 

immunologiques variées: immuno-enzymatique (ELISA ou ELFA), immunoturbidimétrique 

(LIA) ou immunochimiluminescence (Acustar, IL). Cependant, seules les méthodes ELISA et 

IL ont une sensibilité suffisante pour permettre un diagnostic différentiel entre VWD type 1 

sévère et VWD type 3 (Tableau 4). Le taux de VWF:Ag peut être pratiquement normal pour 

certains variants de type 2. Ceci justifie systématiquement, en parallèle du dosage du 

VWF:Ag, une mesure de l’activité fonctionnelle du VWF plasmatique. 
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3.2.3. Mesure de l’activité fonctionnelle du VWF (liaison aux plaquettes) 

Activité cofacteur de la ristocétine (VWF:RCo) 

La mesure de l’activité cofacteur de la ristocétine (VWF:RCo) reste la méthode de référence 

pour évaluer l’activité fonctionnelle du VWF. Ce test évalue la capacité du VWF (au sein 

d’un PPP) à interagir avec des plaquettes normales en conditions statiques. L’absence de 

forces de cisaillement, essentielle à l’interaction VWF-GpIbα in vivo, est contournée in vitro 

par l’utilisation de ristocétine, un composé (anciennement utilisé comme antibiotique) 

modifiant la charge électro statique du VWF, induisant une agglutination VWF-dépendante 

des plaquettes. La méthode originale, basée sur l’utilisation de ristocétine et de plaquettes 

commerciales fixées, présente plusieurs déclinaisons selon le mode de quantification des 

agglutinats VWF-plaquettes : lecture semi-quantitative sur lame, sur agrégomètre ou sur 

automate. 

Ces techniques sont caractérisées par une grande variabilité inter-laboratoire et un seuil de 

quantification trop élevé (10 UI.dl-1 environ) pour permettre la distinction entre MW type 1 

(sévère) et type 3. Les performances analytiques de tests dérivés type test (HemosIL Acustar 

VWFRCo IL) évaluant l’interaction du VWF avec un fragment recombinant GpIbα en 

présence de ristocétine (dosage par chimiluminescence sur automate) sont plus satisfaisantes 

(Figure 5). Cependant, l’existence de polymorphismes situés sur les sites de liaison de à la 

ristocétine du domaine A1 du VWF, constitue une limite intrinsèque à l’ensemble des tests 

basés sur l’usage de la ristocétine. Ces polymorphismes, identifiés chez des sujets d’origine 

afro-américaine, peuvent induire un taux artificiellement bas de VWF:RCo en dépit d’une 

capacité de liaison normale du VWF à la GpIbα 17. 
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Autres tests dit « Willebrand activité » évaluant la liaison VWF-GpIbα (VWF:Act) 

Il est aussi possible d’évaluer biologiquement l’interaction VWF-GpIbα en l’absence de 

ristocétine et de plaquettes. Le « VWF:Act » (HemosIL VWF Activity®, IL) est une 

technique immunoturbidimétrique utilisant des billes de latex recouvertes d’un anticorps 

monoclonal anti-VWF reconnaissant un épitope fonctionnel pour la liaison à la GpIbα 

(domaine A1). Ce test s’avère performant dans le cadre du dépistage de la VWD (CV < 10%) 

mais il ne permet cependant pas une distinction fiable entre MW type 1 et MW type 2 lors du 

typage, qui nécessite alors la réalisation d’un autre test fonctionnel 18. Le « VWF:Ac » 

(Innovance VWF:Ac®, Siemens) est une technique immunoturbidimétrique automatisée 

utilisant une protéine recombinante GpIbα mutée caractérisée par une hyper-affinité pour le 

VWF (induction par mutagénèse dirigée de 2 mutations pseudo-MW à l’origine d’«  un gain 

de fonction » pour le VWF). Ce dernier test semble intéressant à la fois pour le dépistage et le 

typage de la MW avec une bonne discrimination entre MW type 1 et type 3 ainsi qu’entre 

MW type 1 et type 2 19 (Figure 5). 

En conclusion, le dosage du VWF:RCo reste le test fonctionnel de référence malgré des 

performances analytiques et diagnostiques inférieures aux tests récents qui s’affranchissent 

des contraintes de l’utilisation de ristocétine et de plaquettes. Ces derniers sont cependant 

encore absents de la nomenclature internationale, dans l’attente d’une confirmation de leurs 

performances sur de plus grandes séries. 

 

Importance du dosage combiné VWF:Ag et VWF:RCo (ou VWF:Act)  

Un dosage antigénique ou fonctionnel normal ne permet pas d’exclure une MW. Ils peuvent 

en effet être tous deux augmentés dans des circonstances cliniques variées (cf physiologie). 

Dans ces situations, le dosage combiné permet d’évoquer malgré tout une MW lorsqu’il met 

en évidence une dissociation significative (ratio VWF:RCo<VWF Ag <0-7). La dernière 
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recommandation (journal officiel du 11 juin 2013) de l’Union Nationale des Caisses 

d’Assurance Maladie, concernant le bilan de 1ère intention à effectuer en cas de suspicion de 

MW, est sans doute trop restrictive à cet égard. Elle préconise le dosage isolé du VWF:RCo  

dans un 1er temps et celui du VWF:Ag secondairement en cas de diminution du VWF:RCo. 

Le risque d’une telle approche est de méconnaître le diagnostic de certaines formes de MW, 

notamment de type 2. 

 

3.2.4. RIPA 

Ce test évalue l’agrégation d’un PRP en présence de concentrations variables de ristocétine. 

Ce test est contraignant car il doit être réalisé sur plasma frais (<2h) et nécessite un contrôle 

interne propre à chaque laboratoire. L’agglutination plaquettaire chez le sujet sain n’est 

observée qu’à partir de concentrations de ristocétine d’environ 1 à 1,2 mg.mL-1. Inversement, 

des concentrations plus faibles de ristocétine (<0,8 mg.mL-1) sont insuffisantes pour induire 

l’agglutination de plaquettes en présence de VWF et de ristocétine. Certaines anomalies du 

VWF peuvent induire une hyperaffinité du VWF aux plaquettes se traduisant par une 

agglutination anormale observée pour de faibles concentrations de ristocétine. Cette 

agrégation paradoxale pour de faibles concentrations de ristocétine s’observe dans 2 

pathologies distinctes : la MW de type 2B et la pseudo-maladie de Willebrand (pseudo-MW). 

Auparavant, le RIPA n’était réalisé qu’en 2e intention en présence d’arguments biologiques : 

thrombopénie ou agrégats plaquettaires. Des données récentes remettent en cause cette 

approche, soulignant l’intérêt du RIPA dès le bilan de 1ère intention afin de ne pas 

méconnaître certains variants 2B pour lesquels la numération plaquettaire et la triade 

VWF:Ag/VWF:RCo/FVIII:C s’avèrent parfois normales 13. 
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3.2.5. limites du bilan de dépistage 

Le bilan de dépistage manque parfois de sensibilité pour le diagnostic de MW 

constitutionnelle en raison de la variabilité intrinsèque des taux de VWF, de la présence d’une 

pathologie intercurrente inflammatoire et de l’imprécision du VWF:RCo. A l’opposé, la mise 

en évidence d’un déficit modéré en VWF (entre 30 et 50 UI.dL-1) est fréquente, notamment 

chez les sujets de groupe O, et ne doit pas faire poser hâtivement un diagnostic de MW. Les 

dernières recommandations pour le diagnostic de la MW de type 1 insistent ainsi sur le 

respect de la triade: antécédents hémorragiques depuis l’enfance, antécédents hémorragiques 

familiaux et taux de VWF diminué (< 2 déviation standard par rapport à une population saine 

appariée pour le groupe sanguin ABO) 20. Selon une approche bayésienne, le diagnostic de 

MW de type 1 est peu probable en cas de taux de VWF ≥ 40 UI/dl, excepté en présence d’un 

score hémorragique anormal ou de la présence d’un taux de VWF < 40 UI/dl chez au moins 

un apparenté au 1er degré 21. 

Le bilan de 1ère intention manque également parfois de sensibilité pour le diagnostic de 

certaines formes acquises de maladies de Willebrand (acquired von Willebrand Syndrome), 

d’étiologies variées : hématologiques (dysglobulinémie monoclonale primitive ou secondaire, 

syndrome myélo ou lymphoprolifératif), immunologiques (lupus erythemateux systémique), 

cardio-vasculaires (valvulopathies, assistances ventriculaires mécaniques), néoplasiques ou 

endocriniennes (hypothyroïdie) 22. Une symptomatologie hémorragique cutanéo-muqueuse 

(épistaxis, hémorragie gastro-intestinale [GI]…) d’apparition récente et de caractère 

récidivant est évocatrice, a fortiori si l’interrogatoire et/ou l’examen clinique retrouve une 

pathologie déjà décrite en association avec un syndrome de Willebrand acquis. Un tel 

contexte justifie alors un bilan VWF exhaustif associant une étude de la distribution 

multimérique, un dosage du propeptide, la recherche d’un auto-anticorps neutralisant (tests de 

neutralisation en VWF:RCo ou VWF:CB) ainsi qu’un bilan à visée étiologique. 
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3.3. Examens biologiques spécialisés 

Le typage, essentiellement phénotypique, se base sur un ensemble de tests biologiques dont la 

hiérarchisation varie en fonction des résultats du bilan de dépistage. La biologie moléculaire, 

non systématique, s’avère intéressante dans certaines indications. 

 

3.3.1. Typage phénotypique (figure 3) 

1) Suspicion MW type 3 

Cette forme est la plus rare, la plus sévère mais aussi la plus facile à identifier. Elle entraine 

un déficit quasi complet en VWF (VWF:Ag et VWF:RCo indosables, le FVIII est bas <5% 

mais jamais nul). Certaines formes de MW sévères de type 1 peuvent avoir quasiment la 

même traduction. La confirmation diagnostique d’une MW de type 3 reposera sur l’absence 

de protéine détectable en méthode ELISA et le génotypage. 

2) Suspicion MW type 2N 

Le diagnostic différentiel entre VWD de type 2N et hémophilie A mineure repose sur la 

réalisation d’un test ELISA de liaison du VWF au FVIII (VWF:FVIIIB). En cas de MW de 

type 2N (affection récessive) ce test montre une liaison du VWF au FVIII nulle ou très 

diminuée. Les sujets atteints de MW 2N sont homozygotes pour une mutation 2N ou 

hétérozygotes composites (habituellement 2N – allèle nul). Une diminution plus limitée 

évoque un statut d’hétérozygote 2N. L’hétérozygotie 2N (liaison diminuée de 50%) est 

fréquente dans la population (prévalence de 0.5%) et n’a aucune conséquence sur le plan 

hémorragique car elle n’induit pas de déficit en FVIII. Par conséquent un déficit isolé en 

FVIII ne peut être imputé à une hétérozygotie 2N isolée. Cette situation nécessite le 

génotypage du gène codant pour le FVIII (F8) à la recherche d’une hémophilie A (ou d’un 

statut de conductrice d’hémophilie A). 
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3) Suspicion MW type 2B ou pseudo-MW 

La mise en évidence d’une agrégation paradoxale aux faibles concentrations de ristocétine au 

RIPA (<0.8 mg.mL-1) ou d’une hyperfixation du VWF plasmatique du patient à un fragment 

recombinant de GpIbα pour de faibles concentrations de ristocétine témoignent d’un gain de 

fonction de la liaison VWF-GpIbα plaquettaire. Un séquençage de l’exon 28 du VWF (et si 

négatif du gène GPIBA) est privilégié pour le diagnostic différentiel MW type 2B/pseudo-

MW. Les tests traditionnels de RIPA croisées mesurant l’agrégation à la ristocétine de 

mélanges plaquettes normales/PPP malade (MW type 2B si absence d’agglutination) ou 

plaquettes malades/PPP témoin (pseudo-MW si pas d’agglutination) peuvent en effet manquer 

de sensibilité. 

4) VWF:RCo et/ou VWF:Ag < 30 UI.dL-1 

La probabilité d’une MW est élevée en cas de taux de VWF:Ag ou VWF:RCo (ou VWF:Act) 

inférieur à 30 UI.dL-1. Dans cette situation ou en cas de diminution isolée du ratio 

VWF:RCo/VWF:Ag (<0.6-0.7), un bilan exhaustif est nécessaire. Celui-ci comporte 

l’évaluation de la liaison du VWF au collagène (VWF:CB), l’analyse du profil multimérique 

et un RIPA si celui-ci n’a pas été réalisé lors du bilan de 1ère intention. Un ratio 

VWF:RCo/VWF:Ag normal, un RIPA négatif et un profil multimérique normal ou sub-

normal orientent vers une MW de type 1 (ou de MW de type 2M). Le dosage du propeptide 

(VWFpp) par méthode ELISA permet secondairement d’identifier les formes de MW de type 

1 associées à une clairance accélérée, pour lesquelles la réponse à la desmopressine est 

transitoire. Un ratio VWF:RCo/VWF:Ag diminué (< 0.6-0.7) suggère une anomalie de la 

liaison VWF-GpIbα (MW type 2A, 2B ou éventuellement 2M). Un RIPA positif, oriente 

d’emblée le diagnostic vers un type 2B (ou une pseudo-MW). L’association [diminution des 

VWF-HPM/ thrombopénie] est classique dans le 2B mais inconstante selon la mutation en 

cause 13. En cas de négativité du RIPA, le profil multimérique permet généralement la 
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distinction entre MW type 2A (absence des VWF-HPM) et MW type 2M (VWF-HPM 

présents mais qualitativement anormaux). La capacité de liaison du VWF au collagène 

(VWF:CB), mesurée en ELISA, est diminuée parallèlement au VWF:RCo dans le type 2A 

secondairement au déficit quantitatif en VWF-HPM et pour certains variants 2M (mutations 

domaine A1). Inversement, un 2e groupe de MW de type 2M (mutations domaine A3) se 

caractérise par une diminution isolée de la liaison du VWF au collagène (VWF:CB) sans 

anomalie associée de la liaison à la GpIbα. 

 

3.3.2. Typage moléculaire 

Le génotypage du VWF est utile au diagnostic différentiel entre MW type 3/ MW type 1 

(forme sévère), MW type 2N/ hémophilie A, MW type 2B/ pseudo-MW et MW type 1/patient 

transmetteur MW type 3. Dans la MW de type 3, il est utile au conseil génétique, à un 

éventuel diagnostic prénatal et à l’identification des patients à risque d’allo-immunisation et 

de réactions de type anaphylactiques lors d’un traitement par concentré de VWF. 
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4. Nouvelles perspectives  

Au-delà de son rôle essentiel dans l’hémostase, le VWF est impliqué dans des processus 

pathologiques variés : inflammation, angiogénèse, prolifération cellulaire et apoptose [voir 

pour revue détaillée 23). 

 

4.1. rôle pro-inflammatoire du VWF :  

VWF et inflammation tissulaire 

Le VWF joue un rôle actif dans la réaction inflammatoire, qui ne se limite pas à l’adressage 

de la P-sélectine aux corps de Weibel-Palade, étape essentielle à l’expression membranaire de 

ce récepteur endothélial impliqué dans le recrutement leucocytaire. La formation de 

complexes VWF-plaquettes à la surface de l’endothélium activé semble ainsi jouer un rôle 

important dans le recrutement des leucocytes circulants sur le site de l’inflammation. Ces 

complexes VWF-plaquettes favoriseraient les étapes de rolling et d’adhésion leucocytaire 24,25 

et secondairement l’extravasation leucocytaire 25. Ces observations concordent avec la 

découverte de plusieurs récepteurs membranaires leucocytaires pour le VWF (PSGL-1, β2 

intégrine et Siglec-5) 23 et avec une étude récente qui suggère l’intérêt d’une inhibition ciblée 

du VWF pour réduire l’inflammation tissulaire in vivo. Dans un modèle murin de vascularite 

leucocytoclasique induite par des dépôts de complexes immuns (modèle d’Artus), l’utilisation 

d’un anticorps polyclonal anti-VWF permet en effet une nette régression des lésions 

inflammatoires cutanées via l’inhibition de l’extravasation leucocytaire. De façon notable, cet 

effet anti-inflammatoire ne s’accompagne pas de manifestations hémorragiques puisque 

l’anticorps anti-VWF n’interfère pas avec les sites fonctionnels du VWF nécessaires à 

l’hémostase 26. 
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VWF & immuno-thrombose 

Le paradigme d’immuno-thrombose attribue un rôle essentiel à l’inflammation dans les 

processus thrombotiques veineux 27 et artériels 28. L’implication récente du VWF dans la 

physiopathologie de la maladie thrombo-embolique veineuse et de l’infarctus cérébral, via ses 

propriétés pro-thrombotiques et pro-inflammatoires, témoigne de cette interconnexion entre 

thrombose et inflammation. Un modèle murin de thrombose veineuse profonde (TVP), induite 

par une sténose partielle de la veine cave inférieure, suggère ainsi l’implication du VWF à 

différentes étapes du processus. L’interaction VWF-GpIbα serait essentielle au recrutement 

des plaquettes et à l’interaction entre plaquettes et cellules de l’immunité innée observée à la 

phase initiale de la TVP 29. Secondairement, l’interaction entre VWF et  les « neutrophil 

extracellular traps » (NETs), sécrétés par les leucocytes activés, favoriserait la propagation du 

processus thrombotique 27.  

La lutte contre l’inflammation constitue également un nouvel axe de recherche dans 

l’infarctus cérébral afin de diminuer les phénomènes thrombo-inflammatoires à l’origine de 

lésions d’ischémie-reperfusion (I/R), sur lesquels la thrombolyse semble peu efficace 30. 

Plusieurs modèles animaux identifient le VWF comme une cible candidate pour limiter 

l’inflammation à l’origine de ces lésions I/R. La ligature puis la reperfusion de l’artère 

cérébrale moyenne induit ainsi un infarctus cérébral moins sévère chez les souris 

génétiquement déficientes en VWF (VWF-/-) vs contrôles. Inversement, la restauration d’une 

synthèse endogène de VWF par injection hydrodynamique de VWF sauvage à une souris 

VWF-/- restaure sa susceptibilité à l’infarctus cérébral 31. Les formes VWF-THPM semblent 

plus particulièrement en cause car l’ADAMTS13 protège des lésions d’I/R et diminue la taille 

de l’infarctus dans ces modèles animaux 32. 
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4.2. Rôle anti-angiogénique du VWF : un lien entre angiodysplasie et MW?  

Le VWF régule négativement l’angiogénèse. Dans un modèle de culture endothéliale 

(HUVEC) où l’expression du VWF est inhibée par siRNA, l’absence de VWF endothélial 

inhibe la prolifération cellulaire et l’angiogénèse dépendantes du VEGF-R2, l’expression 

membranaire de l’intégrine αvβ3 et augmente la libération endothéliale d’angiopoïétine 2 33. 

De façon similaire, l’étude de souris VWF-/- objective une augmentation conjointe de 

l’angiogénèse dans un modèle sous-cutané de Matrigel et de la densité capillaire auriculaire, 

par rapport aux souris sauvages 33. A la lumière de la fréquence élevée des hémorragies GI sur 

angiodyplasies dans la MW, cette étude a soulevé un vif intérêt, suggérant un éventuel lien de 

causalité entre MW et angiodysplasie, malformation vasculaire attribuée à une anomalie du 

processus angiogénique. Les hémorragies GI sur angiodysplasies compliquent plus volontiers 

la MW de type 3 (dans lesquelles le déficit en VWF est par définition complet : 

compartiments endothélial, plasmatique et plaquettaire), et les formes constitutionnelles ou 

acquises associées à un déficit en VWF-HPM (MW type 2). Ce dernier point suggère que le 

VWF plasmatique, notamment les VWF-HPM, pourrait également jouer un rôle essentiel dans 

la régulation négative de l’angiogénèse, selon un mécanisme qui reste à définir 23. 

 

4.3. Rôles du VWF dans la prolifération cellulaire et l’apoptose 

De façon inattendue, le VWF a récemment été impliqué dans l’induction de mécanismes pro-

apoptotiques. L’interaction VWF-GpIbα pourrait dans certaines conditions induire l’apoptose 

plaquettaire 34. L’interaction VWF-intégrine αvβ3 aurait un effet anti-prolifératif sur certaines 

lignées tumorales en entrainant l’apoptose des cellules cancéreuses 35. Inversement, certaines 

tumeurs pourraient développer un mécanisme d’échappement à cet effet anti-tumoral du 

VWF, via la synthèse d’une protéase capable de cliver les multimères de VWF 36. Le lien 

récent établi entre le VWF et l’artériopathie cérébrale CADASIL (cerebral autosomal 
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dominant arteriopathy with subcordial infarcts and leukoencephalopathy) soulève de 

nouvelles interrogations sur l’implication du VWF dans le remodelage de la paroi vasculaire. 

En cas de dépôts importants de VWF dans l’intima, l’interaction entre VWF et cellules 

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

lien avec l’induction de voies de signalisation intra-cellulaires spécifiques 37. 

 

Conclusions 

La récente mise en évidence de rôles multiples du VWF en dehors de l’hémostase ainsi que 

l’hétérogénéité clinique et biologique observée dans la MW témoignent de la 

physiopathologie complexe de cette protéine. Le bilan de dépistage de la MW repose sur la 

réalisation simultanée des dosages de FVIII, VWF:Ag, VWF:RCo et RIPA, considérant le 

manque de sensibilité de chacun de ces tests pris isolément. Les nouveaux tests évaluant la 

liaison VWF-GpIbα constituent un véritable progrès sur le plan diagnostique et analytique. Ils 

constituent une alternative au VWF:RCo, bien que ce dernier demeure encore le test 

fonctionnel de référence. L’interprétation des résultats nécessite une confrontation des 

données cliniques, de l’enquête familiale et du bilan biologique de dépistage. Ce dernier point 

est crucial pour le diagnostic des formes modérées de MW de type 1. Ces difficultés 

diagnostiques et la complexité du typage justifient en pratique un avis spécialisé.  
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Légendes 

Figure 1  : structure primaire du pré-pro-VWF (précurseur monomérique). Localisation des 

sites fonctionnels d’interaction du VWF [avec le FVIII (domaines D’D3), la GPIbα (domaine 

A1), le collagène sous-endothélial (domaine A3), la GPIIb/IIIa (domaine C4)] et du site de 

protéolyse (Y1605-M1606) par l’ADAMTS13 (domaine A2). Localisation des mutations selon 

le type de VWD. 

 

Figure 2 :  modifications post-traductionnelles dans la cellule endothéliale : du pré-pro-VWF 

aux multimères de VWF 

 

Figure 3  : Organisation du dépistage et du typage de la VWD constitutionnelle 
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Figure 3 
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Tables 

Tableau I – Tableau des abbréviations 
Aa Acides aminés 
GpIbα Glycoprotéine Ibα 
GpIIb/IIIa Glycoprotéine IIb/IIIa 
Da Daltons 
ADAMTS13 A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin domains-13 
Y1605 Résidu Tyrosine (position 1605) 
M1606 Résidu Méthionine (position 1606) 
VWF-THPM Multimères de très haut poids moléculaire 
VWF-HPM Multimères de haut poids moléculaire 
VWF-IPM Multimères de poids moléculaire intermédiaire 
FVIII Facteur VIII coagulant 
PFA-100: Platelet Function Analyser 100 
PPP Plasma pauvre en plaquettes 
PRP Plasma riche en plaquettes 
TCA Temps de céphaline activée 
OMS Organisation mondiale de la santé 
ELISA Enzyme-linked immuno-sorbent assay 
ELFA Enzyme-linked fluorescent assay 
LIA Latex immunoassay 
IL Immunochimiluminescence 
PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand-1 
Siglec-5 Sialic acid-binding Immunoglobulin-like lectin 5 
TVP Thrombose veineuse profonde 
NET Neutrophil extracellular trap 
I/R Ischémie-reperfusion 
HUVEC Human umbilical vein endothelial cells 
siRNA Silent inhibiting RNA 
CADASIL cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcordial infarcts and 

leukoencephalopathy 
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Tableau II- Nomenclature SSC-ISTH 
(Comité Scientifique et de Standardisation de la Société Internationale de Thrombose et Hémostase) 

 
VWF Facteur von Willebrand 
VWD von Willebrand disease ; Maladie de Willebrand (MW) 
aVWS Syndrome de Willebrand acquis 
VWF:Ag Antigène Facteur Willebrand 
VWF:RCo Activité cofacteur de la ristocétine du VWF 
FVIII:C Dosage chronométrique du facteur VIII 
RIPA Agrégation plaquettaire en présence de ristocétine (Ristocetin 

induced platelet aggregation) 
VWF:FVIIIB Capacité de liaison du VWF au facteur VIII  
VWF:CB Capacité de liaison du VWF au collagène  
VWFpp Propeptide du VWF 
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Tableau III -  classification SSC-ISTH de la maladie de Willebrand 
 
Type Sous-

type 
Mode transmission 
 

Mécanisme  

Type 1  dominante* Déficit quantitatif partiel en VWF 
(anomalies sécrétion, protéolyse ou clairance) 

Type 2 2A dominante 
(rares formes récessives) 

Diminution de la proportion des formes de 
plus haut poids moléculaire résultant en un 
défaut interaction VWF-plaquettes  
 

 2B dominante Gain interaction VWF-plaquettes 
 

 2M dominante Défaut interaction VWF-plaquettes et/ou 
défaut interaction VWF-collagène non lié à 
un défaut des formes moléculaires les plus 
lourdes 

 2N 
 

récessive Défaut interaction VWF-FVIII 

Type 3 
 

 récessive Déficit quantitatif total en VWF 

* pénétrance intra-familiale variable 
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Tableau IV – Méthodes de dosage du VWF:Ag* 

 ELISA ELFA LIA IL 
Réactifs 

(anticorps anti-VWF) 
Fragments 

F(ab’)2 
Ac 

monoclonaux 
Ac  

polyclonaux 
Ac 

monoclonaux 
Limite quantification 

 
< 1 UI.dL-1 1 à 5 UI.dL-1 < 6 UI.dL-1 < 1 UI.dL-1 

CV inter-laboratoire 
 

13 à 19% nd 9 à 15% nd 

Interférence FR** 
 

non non oui Non 

Automatisation 
 

non oui oui Oui 

*pré-analytique (cf recommendations GEHT 2007) 
**FR : facteur rhumatoïde 
nd : non évalué 
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Tableau V – Méthodes de dosage de l’activité VWF*  

 VWF:RCo VWF:Act 

 Sur 
lame 

Sur 
agrégomètre 

Sur 
automate 

LIA Chimi-
luminescence 

HemosIL 
Acustar 

VWF:RCo IL 

LIA 
HemosIL 

VWF Activity, 
IL 

LIA 
Innovance 

VWF 
Ac,Siemens 

Réactifs Plaquettes fixées rGpIbα Ac 
monoclonaux 

Ac 
monoclonaux 

rGPIbα 

Sensibilité 2 
UI/dl 

10 UI/dl 3 à 10 
UI/dl  

3,5 
UI/dl 

< 1 UI/dl 6-8 U/dl < 4 U/dl 
 

CV 
interséries 

 15 à 20 % <15% <5% <10% 
 

<10% <5% 
(données 
fabricant) 

Dosage 
unitaire 

Oui Non Non Oui Oui Oui Oui 

Distinction 
VWD 1 & 3 
 
VWD 1 & 2 

 
Oui 

 
Oui 

 
Non 

 
Oui 

 
Non 

 
Oui 

 
Oui 

 
Oui 

 
Oui 

 
Oui 

 
Non 

 
Non  

(certains 
variants) 

 
Oui 

 
Oui 

* Pré-analytique (cf recommendations GEHT 2007) 
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RESUME: Protéolyse du facteur von Willebrand et cardiopathies à forces de cisaillement élevées: nouvelles 

approches diagnostiques et thérapeutiques  

Dans la première partie de ce travail, nous avons étudié l’influence de soudaines variations de l’intensité des 

forces de cisaillement sur la multimérisation du VWF dans 3 modèles in-vivo: un modèle lapin de sténose de 

l’aorte ascendante, à l’initiation d’une assistance ventriculaire gauche par une pompe à flux continu chez des 

patients en insuffisance cardiaque terminale et lors d’un remplacement valvulaire aortique par voie percutané 

chez des patients avec un rétrécissement aortique sévère. Les variations observées du profil multimérique sont 

très dynamiques survenant quelques minutes après les modifications des conditions de flux. Notre étude met 

ainsi en évidence une nouvelle application potentielle du VWF comme biomarqueur d’anomalies de flux dans 

les cardiopathies à forces de cisaillement élevées. Un monitoring en temps réel du VWF pourrait notamment 

avoir un intérêt en cardiologie interventionnelle pour les techniques percutanées utilisées pour le traitement 

du rétrécissement aortique. 

Dans la seconde partie, nous mettons en évidence l’intérêt d’une immunothérapie spécifique à base 

d’anticorps monoclonal pour la prévention de la dégradation du facteur von Willebrand (VWF) sous assistance 

circulatoire mécanique à flux continu. Via un anticorps monoclonal murin ciblant le domaine D4 du VWF et 

inhibant partiellement l’interaction VWF-ADAMTS13, une inhibition partielle de la dégradation du VWF est 

observée sur sang total dans un modèle ex-vivo d’assistance circulatoire mécanique. 

La dernière partie de ce travail porte sur le développement d’un test ELISA pour le diagnostic des formes 

acquises ou constitutionnelles de maladie de Willebrand secondaire à une protéolyse excessive du VWF par 

l’ADAMTS13. Ce test pourrait constituer une alternative intéressante aux actuelles méthodes 

électrophorétiques pour le diagnostic et la prise en charge de ces pathologies hémorragiques. 
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SUMMARY: VWF proteolysis and high-shear cardiovascular disorders: new diagnosis and therapeutic 

approaches 

In the first part of the thesis, we investigated the relationship between acute changes in shear stress and 

variations in VWF multimeric profile in three distincts models in vivo: in a rabbit aortic banding model, in end-

stage heart failure patients at initiation of continuous-flow ventricular assist device therapy and in severe aortic 

stenosis patients undergoing percutaneous aortic valve procedures. Variations in VWF multimeric profile in 

those settings are highly dynamic occuring within minutes after changes in shear stress status. Our study 

highlights that VWF could be used as a biomarker of blood flow in high shear cardiovascular disorders. A 

bedside VWF-monitoring could be of clinical interest in interventional cardiology for percutaneous aortic valve 

procedures used in severe aortic stenosis. 

In the second part of the thesis, we describe a novel approach based on antibody-based therapy to prevent the 

acquired von Willebrand factor (VWF) degradation observed in continuous-flow mechanical circulatory assist 

device therapy. Via a murine monoclonal antibody directed against VWF D4 domain and thus interfering with 

VWF-ADAMTS13 binding, a partial inhibition of VWF degradation is observed in whole blood using an ex vivo 

circulatory assist device model.  

The last part of the thesis focused on the development of an ELISA-based diagnosis of constitutive or acquired 

VWF disorders associated with an increased ADAMTS13-mediated VWF proteolysis. Such assay might represent 

an attractive alternative to electrophoresis-based assays in the diagnosis and management of such bleeding 

disorders. 
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