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1. Présentation clinique

La maladie de Willebrand (VWD) est la plus fréquente des anomalies constitutionnelles de
I'hémostase avec une prévalence estimée entre 1 et 5 pour 10000 naissances. La maladie se traduit
par des manifestations hémorragiques de gravité variable, spontanées ou secondaires a une
procédure invasive, apparaissant d'autant plus tot dans la vie que le déficit est profond. Elle est
surtout caractérisée par des hémorragies cutanéo-muqueuses (épistaxis, ménorragies...), mais des
hématomes et hémarthroses peuvent survenir dans les formes les plus graves. Cependant, le
diagnostic peut étre difficile en raison du large spectre des manifestations cliniques, de la
présentation biologique et d'une pénétrance variable.

On distingue 3 grands types de VWD en fonction du type de déficit en facteur Willebrand (VWF) :

- Le type 1 : déficit quantitatif partiel en VWF

- Le type 3 : déficit complet en VWF

- Le type 2 : déficit qualitatif en VWF
Le type 2 est divisé en 4 groupes de variants : 2A, 2B, 2M, 2N qui ont une fréquence relative
identique. Excepté le type 2N, les autres variants sont difficiles a caractériser sur les seuls résultats
de tests phénotypiques ; pourtant leur prise en charge thérapeutique peut étre différente et leur
risque hémorragique peut étre variable justifiant leur reconnaissance grace a la mise en évidence de
'anomalie moléculaire en cause. En particulier le variant 2B est extrémement difficile a distinguer
de la pseudo-maladie de Willebrand dont les implications thérapeutiques sont opposées. Ainsi, le
diagnostic formel de ce variant impose I'analyse moléculaire.
Concernant les patients de type 1, la grande difficulté diagnostique réside dans la distinction entre
une forme trés modérée et une population normale notamment de groupe sanguin O. Il faut
cependant distinguer un déficit modéré représentant un faible facteur de risque de saignement et une
véritable maladie. Il est licite aujourd’hui de retenir pour I’analyse moléculaire uniquement les
patients ayant une symptomatologie hémorragique personnelle et familiale et un taux de VWF:Ag
inférieur ou égal a 30 Ul/dl. En effet, les études européenne et canadienne récemment menées ont
montré que chez 30% des patients avec une apparente VWD de type 1, aucune anomalie
moléculaire n’était retrouvée au niveau du géne de VWF ; chez ces patients, les manifestations
hémorragiques sont discrétes voire absentes et les taux de VWF peu abaissés.
Quant au type 3, qui est la forme la plus sévére, il est trés peu fréquent (~5% de tous les types) et
peut donner lieu, aprés discussion en consultation multidisciplinaire avec les parents, a un
diagnostic prénatal.

2. Quelques points clés

* Modes de transmission :

- la VWD de type 1 : transmission dominante

- la VWD de type 3 : transmission récessive

- la VWD de type 2 : transmission dominante (2A(IIA), 2A(IIE), 2B et 2M) ou récessive (2A(IIC),
2A(1ID) et 2N).

* La maladie de Willebrand (VWD) : OMIM 193400 et 277480

* Le facteur Willebrand (VWF) est synthétis¢é a partir du géne VWF (OMIM613160)
(NM_000552.4), (HGNC:12726 ) situé sur le chromosome 12 (12p13.31), de 180 kb et 52 exons.

* A noter, la présence d’un pseudogéne (VWFP1) (HGNC:12727) homologue a 97% de I’exon 23 a
I’exon 34 (introns compris).

3. Pathologie moléculaire
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Le VWEF est synthétisé par les cellules endothéliales et les mégacaryocytes. Il a 2 grandes fonctions
: 1) il permet l'adhésion des plaquettes a la paroi vasculaire 1ésée et facilite I'agrégation des
plaquettes entre elles a taux de cisaillement élevé du flux sanguin; 2) il se lie au FVIII dans la
circulation et le protége ainsi d'une dégradation enzymatique.

Les anomalies moléculaires du géne du VWF sont trés nombreuses et sont décrites selon la
nomenclature internationale HGVS par rapport au clone de référence NM_00552.4.

Les anomalies moléculaires responsables du type 1 de VWD sont encore mal connues et sont le plus
souvent des mutations faux-sens qui peuvent étre situées sur toute la longueur du gene.

A l'exception du type 2N ou 90 % des variations délétéres sont localisées dans I'exon 20, les
variants de séquence responsables des types 2A, 2B, 2M sont dans pres de 90 % localisées dans
l'exon 28.

Les anomalies moléculaires responsables du type 3 se retrouvent sur les 52 exons du géne.

Le pseudogene (VWFPI) n’est pas exprimé mais peut étre a 1’origine de conversions géniques qui
peuvent entrainer 1’apparition de variants délétére sur le géne.

4. Corrélations génotype-phénotype

Le diagnostic du type de VWD reste difficile, nécessitant souvent le recours a I’analyse
moléculaire. La grande taille du géne est un handicap. La stratégie d’analyse dépend étroitement du
phénotype. De fait, pour tous les patients étudiés, les prescripteurs utilisent une fiche d’inclusion
qu’ils transmettent au Centre Référence de la Maladie de Willebrand (CRMW) et qui comporte les
renseignements cliniques et biologiques nécessaires a 1’évaluation de la pathologie du patient (voir
annexe 1). L’acceptation du dossier par I’expert du CRMW est un préalable a I’analyse moléculaire.
Une fiche de transmission est ainsi fournie au laboratoire de génétique pour orienter I’analyse
moléculaire. Le diagnostic définitif du type de VWD est rendu grice a une confrontation
phénotype-génotype réalisée dans le cadre d’un avis d’experts pluridisciplinaires du CRMW.

5. Méthodes de diagnostic moléculaire

Les techniques utilisées pour le diagnostic de génétique moléculaire des cas index dépendent de
I’orientation donnée par I’expert sur la fiche de transmission (voir paragraphe précédent).

Du fait de la fréquence ¢€levée des variations délétéres dans 1’exon 28 (variations que I’on retrouve
aussi dans tous les types de maladie de Willebrand), I’étude commence systématiquement par le
séquencage direct de cet exon. Puis, pour les cas index qui le nécessitent, I’exon 26 est séquencé
seul a cause de la faible qualité des résultats obtenus par séquencage haut débit da a la présence du
pseudogene qui empéche une bonne attribution des séquences obtenues.

Si aucun variant délétére n’a été retrouvé, le séquencage haut débit est mis en ccuvre sur les 50
exons restants. La confirmation des variants de séquence retrouvés et rendus est faite
systématiquement par s€quengage direct.

La recherche de grands réarrangements est aussi confirmée par MLPA.

Des études du transcrit ARNm ou par minigéne peuvent étre proposées pour tout variant de
séquence pour lequel on pourrait avoir une suspicion sur un éventuel effet sur I’épissage.

La couverture de ’ensemble de ces techniques appliquées a la cohorte de patients du CRMW a
permis de conclure plus de 90% des dossiers patients avec une étude phénotype/génotype corrélée.

La contrainte principale reste le pseudogeéne qui oblige a un choix précis des amorces pour les exons
communs avec le géne (exons 23 a 34) du fait de son homologie a 97% et demande une
interprétation avisée pour ne pas confondre une conversion génique avec une amplification
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aspécifique ou une mauvaise attribution des logiciels d’analyse des données brutes issues du
séquencgage haut débit.

6. Arbres décisionnels pour la prise en charge en diagnostic

6.1. pour les cas index

suspicion de maladie de Willebrand

v

caractérisation du type de Willebrand grace a la fiche d’inclusion envoyée par les
prescripteurs au CRMW : tests biologiques et phénotypiques

Equengage direct de I’exon 28 ]

e
v

séquencage direct de I’exon 26

non muté

séquencage haut débit des 50 exons

muté non muté

confirmation par séquencage
et/ou MLPA

\ 4 \ 4 ¢

COMPTE RENDU DE GENETIQUE MOLECULAIRE
avec éventuellement proposition de demande d’étude de I’ARNm ou étude minigene si
suspicion d’effet sur I’épissage ou si pas de variant délétere clair mis en évidence

v

Transmission au Centre de Référence de la Maladie de Willebrand (CRMW)

v

COMPTE RENDU DE CORRELATION GENOTYPE/PHENOTYPE DU CRMW
ENVOYE AU PRESCRIPTEUR AVEC LE COMPTE RENDU MOLECULAIRE

muté
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6.2 pour les apparentés

Seul(s) le(s) exon(s) retrouvé(s) muté(s) chez le cas index sont s€quencés chez les apparentés.

Cotation : N353 BHN720

6.3 pour le diagnostic prénatal :

Le diagnostic prénatal de maladie de Willebrand n’est justifié que sur certains cas de forme les plus
sévere de type 3 aprés discussion avec le couple en consultation multidisciplinaire et de conseil
génétique. 11 s’appuie sur les recommandations de I’ANPGM.

Les études moléculaires préliminaires chez le cas index et ses parents permettent d’identifier les
mutations responsables de la pathologie et de confirmer leur ségrégation afin de réaliser le
diagnostic prénatal en toute sécurité. Si ces études préalables n’ont pas été réalisées, les délais du
diagnostic prénatal seront beaucoup plus long. Cette étude est complétée et confirmée par une
analyse indirecte a I’aide de 6 marqueurs génétiques polymorphes intragéniques.

Le diagnostic prénatal peut se faire préférablement et le plus précocement possible dans la grossesse
sur un prélévement de villosités choriales ou plus tardivement dans la grossesse sur prélévement de
liquide amniotique.

7. Cotations

Pour un cas index : N350
Pour un apparenté : N353
Pour un diagnostic prénatal : N353

Si MLPA : N318
Si étude ARNm : N315
Si étude mini géne : N314
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Numéro spécial d’Hématologie, mars 2014, Volume 20, supplément 2
9. Annexes
9.1 Documents d’inclusion des patients du CRMW

9.2 Liste des laboratoires et de leur activité respective

Laboratoires Types de maladie de Willebrand
recherchés
Institut d’Hématologie-Transfusion (CHU Lille) 2N (exons 18 a 27)
Laboratoire d’Hémostase (CHU Lyon) 2B (exon 28)
Laboratoire de Génétique Moléculaire (CHU Nantes) | tous les types (52 exons)




