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S ummary.Weencountered a patient with variant of
type 2B von Willebrand disease (VWD) who showed
increased ristocetin-induced platelet aggregation, per-
sistent thrombocytopenia, spontaneous platelet aggre-
gation and normal VWF multimeric pattern in his
plasma. However, we could not find any responsible
mutations in or around the 505-695 disulfide loop (Al
loop) of the von Willebrand factor (VWF), at which all
type 2B VWD candidate mutations have been reported
to be clustered.

This suggests that an unidentified VWF functional
domain facilitating binding to platelet GPIb may exist
at a site other than the Al loop and the surrounding
region.

Key words-type 2B von Willebrand disease, von Wille-
brand factor, Al domain, gene analysis.

INTRODUCTION

Von Willebrand disease (VWD) is a hereditary
hemorrhagic disorder due to either quantitative (type
1 and 3) or qualitative (type 2) abnormalities of the
von Willebrand factor (VWF)1'. Type 2B VWD is a
subtype of VWD characterized by autosomal domi-
nant inheritance and selective loss of the high molec-
ular weight (HMW) VWF multimers from the
plasma. In addition, type 2B VWF exhibits a marked-
ly increased affinity for platelet glycoprotein Ib,
resulting in increased ristocetin-induced platelet
aggregation (RIPA) at low concentrations of ris-
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tocetin2'.

The VWF gene mutations responsible for type 2B
VWDare nearly all clustered within the short peptide
segment between Met 540 and Arg 578 located on the
loop defined by the intracellular disulfide bond bet-
ween Cys 509 and Cys 695 of the mature subunit of
VWF(Al loop)31. However, several mutations located
outside the Al loop (Pro 503 to Leu, His 505 to Asp,
Leu 697 to Val, Ala 698 to Val at the surrounding
region of the Al loop) have also been identified as
causing type 2B vWD4~7).

In the present study, we report a variant of type 2B
VWDcharacterized by persistent thrombocytopenia,
enhanced RIPA, normal VWFmultimeric distribution
in plasma, and no responsible mutations in or around
the Al loop.

MATERIALS AND METHODS

Patient

The patient, an 80-year-old male, had a life-long
history of a bleeding tendency. Low platelet counts
were first detected when he was in his thirties. His
father had also a life-long bleeding tendency and died
of a cerebral hemorrhage at the age of 91 years. Of
his two sons and one daughter, the second son had a
bleeding tendency with low platelet counts. In Decem-
ber 1952, the patient was involved in a traffic accident
and was admitted to a local hospital. He showed a
marked bleeding tendency and required a blood trans-
fusion. At that time, thrombocytopenia and a pro-
longed bleeding time were again detected, and he was
diagnosed with chronic idiopathic thrombocytopenic
purpura. In 1999, he suffered from periodontitis and
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r e q ui r e d a t o o th e x t r a cti o n . I n c o n sid e r ati o n of his

b l e e di n g t e n d e n c y , h e c o n s ult e d o u r d e p a rt m e n t ･

H is pl at ele t c o u n t s w e r e al w a y s l o w (4 ･5-7 ･0 ×1 0
4

/

〃1) a n d bl e e di n g ti m e w a s l o n g e r t h a n 1 5 m i n a s

m e a s u r e d b y a m o di丘ed I v y t e c h n i q u e . T h e r e w e r e n o

m o r p h ol o g l C all y a b n o r m al p l a t el et s i n his p e ri p h e r al

bl o o d s m e a r s a m pl e s . T h e l e v el of p l a t el et a s s o ci a t e d

I g G w a s n o r m al ( 15 .7 n g/ 10
7

p l a t el e t s) I T h e fi n di n g s

f r o m r e p e a t ed bl o o d c o a g u l a ti o n a n d 丘b ri n o l y sis t e st s

w e r e a s f o ll o w s : p r ot h r o m b i n ti m e , l l .5-1 5 .5 s e c

(76 .9- 10 9 .8 % ) ; a c ti v a t e d p a r ti a l t h r o m b o p l a s ti n ti m e

(A P T T) , 3 4 .4- 45 .5 s e c ( n o r m al c o n t r ol 31 .2-3 4 .6 s e c) ;

丘b rin o g e n , 1 4 3-2 30 m g/ dl; 丘b ri n o g e n d e g r a d a ti o n

p r o d u ct s , 1 .80 -2 .68 /J g/ m l . T h e s e 丘n din g s i n dic a t e

t h a t th e A P T T w a s slig h tly p r ol o n g e d . D y sf u n c ti o n

o f th e li v e r o r e n l a r g e m e n t of t h e s p l e e n w a s n o t

e v id e n t .

V al u e s f o r f a c t o r V III p r o c o a g ul a n t a c ti vit y ( o n e-

st a g e A P T T a s s a y u si n g f a ct o r V II トd e丘ci e n t s u b-

st r at e pl a s m a , B e h ri n g D i a g n o stic s G m b H , G e r-

m a n y) , V W F a n tig e n ( V W F : A g , A s s e r a c h r o m V W F ,

B o eh rin g e r- M a n n h ei m , U S A ) , a n d ris t o c e ti n c of a c t o r

a cti vit y ( Y o n W ill e b r a n d R e a g e n t , D a d e B eh ri n g

M a r b u r g G m b H , G e r m a n y) w e r e 5 6 .0-73 .3 % , 7 3-9 0 %

a n d 7 6-9 6
0

/. , r e s p e cti v ely , in di c a ti n g t h e v al u e s t o b e

s u b n o r m al o r slig h tly l o w e r th a n th o s e w ithi n th e

n o r m al r a n g e s .

V W F m u lti m e r a n aly si s

M u lti m e ric c o m p o siti o n of V W F w a s a n aly z e d b y

ele ct r o p h o r e sis i n 0 .1
0

/. S D S -2 .5 0/. a g a r o s e g el
s)

. T his

w a s f o ll o w e d b y W e st e r n bl o t d et e c ti o n w ith t r a n sf e r

of t h e m ulti m e r s t o a p oly v l n ylid e n e difl u o rid e m e m
-

b r a n e (I m m ob il o n
T M

,
M illi p o r e , B ed f o r d , U S A) , r e a c -

ti o n w it h a p ri m a r y p o ly cl o n al r a b bit a n tih u m a n

a n tib o d y t o V W F (B e h ri n g , W e s t w o o d , U S A) a n d

d e t e cti o n w ith a s e c o n d a r y g o a t a n ti r ab b it l g G alk a-

li n e p h o s p h a t a s e- c o nj u g a t e d a n tib o d y (F is h e r S ci e n
-

ti丘c
,
P itt s b u r g h , U S A) . T h e V W F m ulti m e ri c p at t e r n

w a s c o m p a r e d w it h a n o r m al h u m a n c o n t r ol s a m pl e .

R is t o c e ti n - i n d u c e d p l a t e l e t a g g r e g
･

a ti o n st u d y

V e n o u s bl o o d w a s c oll e ct e d i n t o p oly e t h yl e n e t u b e s

c o n t ai n i n g 1/ 10 v ol of 3 . 8 % s o di u m cit r a t e f r o m t h e

p a ti e n t a n d a n o r m al v ol u n t e e r aft e r at l e a st 1 2 h of

f a s ti n g . P l a t el et -

ri c h p l a s m a (P R P) w a s ob t ai n e d b y

c e n t rif u g a ti o n at 1 50 g f o r 10 m i n a t r o o m t e m p e r a -

t u r e . P l at el et - p o o r p l a s m a (P P P) w a s o b t ai n e d b y

f u r th e r c e n t rif u g ati o n at 1 ,5 00 g f o r 1 0 m i n . I n t h e

n o r m al c o n t r ol
, p l at el et c o u n t s i n t h e P R P w e r e

a dj u st e d u s l n g P P P a s a dil u e n t , b e c a u s e t h e p a tie n t
'

s

pl a t el e t c o u n t s w e r e l o w . T h e a g g r e g a ti o n i n d u c ed b y

ris t o c eti n (L u n d b e c k , C o p e n h a g e n , D e n m a r k) w a s

m e a s u r e d i n 2 0 0 /Jl of P R P b y th e t u rb id o m et ri c

m et h o d d e s c rib e d b y B o r n
9)
u s l n g a N K K 一 日e m a-

T r a c e r 1 a g g r e g o m et e r ( N I K O B i o s ci e n c e , T o k y o ,

J a p a n) .

T o in v e stig a t e t h e eff e ct of t h e p a ti e n t
'

s p l a s m a o n

t h e l o w c o n c e n t r a ti o n of ri st o c eti n (0 .5 o r 0 .7 5 m g/
m l)-i n d u c ed a g g r e g ati o n i n n o r m al P R P , 10 0 pl of t h e

p ati e n t
'

s pl a s m a w a s a d d e d t o 10 0 / Jl of t h e n o r m al

P R P .

M i x i n g s t u di e s of r is t o c eti n -i n d u c e d p l at ele t a g g r e
･

g a tio n

W a s h e d p l a t el et s w e r e o b t ai n ed a s p r e vi o u sl y d e-

s c rib e d
1 0)

.
B ri e fl y , p r o st a g l a n di n E l ( P G E l) (Si g m a

C h e mi c al C o .
,
S t . L o uis

,
U S A ) w a s a d d e d t o P R P

f r o m a n o r m al v ol u n t e e r a t a c o n c e n t r a ti o n of 0 .5

〟g/ m l t o p r e v e n t p l a t el et a g g r e g a ti o n d u ri n g t h e

s u b s e q u e n t m a n ip u l ati o n . P l at ele t s w e r e t h e n p ell e t-

ed f r o m P R P b y c e n t rif u g a ti o n at 85 0 g f o r 1 5 m i n .

T h e p l a t el et p ell et w a s w a sh e d w it h 1 0 m M T ri s/1

m M E D T A / s ali n e b u ff e r a t p H 7 .5 t w i c e a n d w a s

丘n all y s u s p e n d e d i n p a ti e n t P P P o r n o r m a l P P P , a n d

th e i n d u c ed pl a t ele t a g g r e g a ti o n w a s a s s e s s e d f oll o w
-

i n g t h e a d diti o n of ri st o c e tin a t 0 .5 m g/ m l .

I n h ibiti o n s t u d ie s o f r i s t o c e ti n - i n d u c e d p l a t el e t

a g g r e g a ti o n

I n hibiti o n of rist o c eti n -i n d u c ed pl a t el e t a g g r e g a -

ti o n b y a n ti - G P Ib a n tib o di e s w a s t e s t e d b y a d di n g

m o u s e m o n o c l o n a l a n tib o di e s S Z 2 (I m m u n o t e c , M a r-

s eille s
,
F r a n c e)

l l )
at 2 0 /J g/ m l t o l O x lO

4

/ 〃1 h e alt h y

c o n t r ol p l a t el et s s u s p e n d e d i n p a ti e n t P P P . A ft e r th e

r e a cti o n m i x t u r e w a s all o w ed t o st a n d f o r 3 m i n at

3 7 ℃
, p l a t el e t a g g r e g ati o n w a s m e a s u r e d f oll o w l n g

t h e a d diti o n of ris t o c eti n a t 0 .5 m g/ m l .

B i n di n g o f p a ti e n t
'

s V W F : A g t o n o r m al w a s h e d

p la t el e t s

T w o v ol u m e s of t e st pl a s m a f r o m th e p a ti e n t o r

n o r m al s u bj e c t s a n d o n e v ol u m e o f ri st o c e ti n s ol u ti o n

w e r e m i x e d th o r o u g hl y . O n e v ol u m e of a s u s p e n si o n

of n o r m al w a s h ed pl a t el e t s (40 ×10
4

/ 〟1) i n T ris
- s ali n e

b uff e r c o n t ai n i n g 5 m g/ m l b o vi n e s e r u m alb u m i n

(S i g m a C h e m i c al C o . , S t . L o ui s , U S A ) w a s t h e n a d d e d

a n d s h a k e n g e n tl y . T h e m i x t u r e w a s i n c u b a t ed at

3 7 ℃ f o r 1 5 m i n w it h o u t f u r t h e r s h a k i n g a n d th e n

c e nt rif u g e d a t 2 ,5 00 g f o r 15 m i n . T h e r e sid u al c o n c e n t -

r ati o n of V W F : A g i n t h e s u p e r n a t a n t w a s m e a s u r e d

a n d e x p r e s s e d a s a p e r c e n t a g e o f th e c o n t r o l v a l u e , i n

w hi ch t h e b uff e r w a s a d d e d i n pl a c e of ri st o c e ti n .
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B i n di n g aLh nit y o f p a tie n t
'

s w a s h e d pl a t el e t s f o r

n o r m al V W F : A g
･

T w o v ol u m e s of p o ol e d n o r m al p l a s m a a n d o n e

v ol u m e of ri st o c eti n s ol u ti o n w e r e m i x e d t h o r o u g hly .

O n e v ol u m e of p l at el et s u s p e n si o n s ( 4 0 ×10
4

/ 〟1) p r e
-

p a r e d f r o m n o r m al s u bj e ct s o r t h e p a ti e n t w a s a d d e d

t o thi s
,
sh a k e n g e n tly , a n d t h e n r e s t e d at 3 7 ℃ f o r 1 5

m i n ･ A ft er c e n t rif u g a ti o n a t 2 ,5 0 0 g f o r 1 0 m i n , th e

s u p e r n a t a n t w a s a s s a y ed f o r V W F : A g .

P ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n a m pli丘c a tio n a n d

s e q u e n cl n g Of V W F e x o n 2 8

P oly m e r a s e ch ai n r e a c ti o n ( P C R) a m pli丘c a ti o n s

w e r e p e rf o r m e d o n g e n o m i c D N A e x t r a c t ed f r o m

p e rip h e r al b l o o d m o n o n u cl e a r c ell s ･ T h e 5
'

p a rt of

e x o n 2 8 of t h e V W F g e n e ( r e sid u e s 4 6 3-8 22) w a s

a m pli丘e d u si n g t h e p r e vi o u sl y r e p o rt e d p r l m e r S 2 2 6

a n d 2 2 7 A
1 2)

I T h e s e p ri m e r s all o w t h e s p e ci丘c a m pli丘-

c ati o n of t h e g e n e s e q u e n c e s w it h o u t c o a m p li丘c ati o n

of t h e p s e u d o g e n e s e q u e n c e s . A m pli丘c a ti o n s w e r e

p e rf o r m e d u si n g 2 .5 U of T a q p oly m e r a s e ( A m pli

T a q G old , P e rk i n - El m e r C o . L td .
,
N J) di s s olv ed i n

P C R b u ff e r i n a 1 0 0 〟1 r e a c ti o n v ol u m e c o n t ai n i n g

O ･2 m M of e a ch d N T P a n d 0 .5 JJ M of e a ch p r l m e r .

T h e P C R p r o 丘1 e c o n sis t e d of 1 0 m i n p r ei n c u b a ti o n at

9 5 ℃ f oll o w ed b y 45 c y cl e s of 1 m i n of d e n a t u r a ti o n at

9 4 ℃
,
1 m i n o f a n n e ali n g a t 6 0 ℃ ,

1 .5 m i n of p oly m e r
-

i z a ti o n at 72 ℃
,
a n d 丘n ally 1 0 m i n of e x t e n si o n a t

7 2 ℃ . T h e P C R p r o d u ct s w e r e s e q u e n c e d b y t h e

d id e o x y ch ai n t e r m i n ati o n m et h o d w it h a M o d el 31 0

a ut o m a t e d D N A s e q u e n c e r ( P e r k i n - E l m e r J a p a n

A p p li ed B i o s y st e m s D i v i si o n , T o k y o , J a p a n) .

R E S一丁L T S

V W F m u lti m e r a n aly sis

T h e el e c t r o p h o r e tic p a t t e r n o b t ai n e d f r o m t h e

p ati e n t p l a s m a sh o w e d a f ull r a n g e of V W F

m ulti m e r s
,
a n d did n ot g i v e a n y e vid e n c e of a l a c k of

hi gh a n d i n t e r m edi at e m ole c u l a r w eig h t f o r m s of

V W F (Fi g . 1) . T hi s i n di c a t e s th a t th e p a ti e n t
'

s V W F

m ulti m e ri c p a tt e r n w a s n o r m al .

R ist o c eti n - i n d u c e d p l at elet a g g r e g ati o n

T h e a d diti o n o f ri st o c eti n t o t h e p a ti e nt P R P

r e s u lt e d i n p l at el et a g g r e g a ti o n at c o n c e n t r a ti o n s (0 .5

m g/ m l) th a t n e v e r p r o d u c e d a g g r e g ati o n i n n o r m al

s u bj e ct s , a n d 1 .0 m g/ m l of ri st o c eti n i n d u c e d a n

al m o st f u ll a g g r e g a ti o n in t h e p a ti e n t P R P ( Fi g . 2) .

T h is s u g g e st s t h a t P R P f r o m t h e p a ti e n t w a s m o r e

3

2
‾

1
-

Fi g ･ 1 ･ 0 .1 % S D S 12 .5
0

/. a g a r o s e g e l e l e ct r o p h o r e si s o f

pl a s m a V W F i n t h e p a ti e n t ( P) a n d a n o r m a l c o n t r o l ( N ) .

T h e o ri g i n i s a t t h e t o p a n d th e a n o d e a t t h e b o tt o m .

S a m pl e s f r o m t h e p a ti e n t a n d f r o m a n o r m al v ol u n t e e r

w e r e p r o b e d w it h a n ti - V W F p o l y cl o n a l a n ti b o d i e s . N u m -
b e r s c o r r e s p o n d t o t h e v a ri o u s m u lti m e r s o f th e V W F

p r o t o m e r n u m b e r e d 1 . N o t e th a t m u l ti m e ri c b a n d s i n c l u d -

i n g t h e f u ll r a n g e o f V W F m u lti m e r s a r e o b s e r v e d i n th e

p a ti e n t pl a s m a a s w e ll a s n o r m al pl a s m a .

s e n siti v e t o t h e i n d u c ti o n of pl a t el e t a g g r e g a ti o n b y

ris t o c e ti n ･ F u rt h e r m o r e
,
s p o n t a n e o u s p l a t el et a g g r e

-

g a ti o n (S P A) w a s o b s e r v e d i n t h e p a tie n t P R P ( Fi g .

3) ･ T h e s e 丘n di n g s a r e t y p i c al of p r e vi o u s 丘n di n g s in

t y p e 2 B a n d p s e u d o
- o r pl a t el e t -t y p e V W D .

E n h a n c e d c a p a cit y o f p a ti e n t p l a s m a t o i n d u c e

ri st o e e ti n a g g r e g a ti o n

A d diti o n of p a ti e n t pl a s m a (1 0 0 JL l) t o n o r m al P R P

(1 00 〟1) did n o t c a u s e S P A , b u t e v o k e d pl a t ele t

a g g r e g a ti o n i n d u c e d b y l o w c o n c e n t r ati o n s of ri s -

t o c eti n (0 .5 a n d 0 .7 5 m g/ m l) (F i g . 4) . I n a d diti o n ,
rist o c eti n a t 0 .5 m g/ m l i n d u c ed p l a t el e t a g g r e g a ti o n

in th e c o m b in a ti o n of n o r m al w a s h ed pl a t el e t s a n d

p a ti e n t P P P , a n d t hi s a g g r e g a ti o n w a s c o m p l et el y

a b olis h e d b y m o u s e m o n o cl o n al a n ti - G P Ib a n tib o di e s

S Z 2 (F ig . 5) . H o w e v e r , it w a s n ot i n hibit e d b y c o n t r ol

m o u s e l g G l (d at a n o t s h o w n ) . T h e s e 丘n di n g s s u g g e s t

t h a t t h e p a ti e n t pl a s m a is r e s p o n sibl e f o r t h e e n h a n
-

c e d rist o c eti n -i n d u c e d G P Ib d e p e n d e n t a g g r e g a ti o n .
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F i g . 2 . R i s t o c e ti n -i n d u c e d pl a t el et a g g r e g a ti o n i n P R P f r o m t h e p a ti e n t a n d a n o r m a
l c o n t r o l ･

0 5 1 0 1 5

T i m e i n m i n u t e s

F i g . 3 . S p o n t a n e o u s pl a t el e t a g g r e g a ti o n i n th e p a ti e n t P R P

B i n di n g s t u d ie s of V W F : A g t o p l at el e t s

Bi n di n g s t u di e s of V W F : A g t o p l a t el et s w e r e

p e rf o r m e d i n c o m bi n ati o n s o f w a sh e d pl at el e t s a n d

P P P f r o m t h e p a ti e n t a n d n o r m al c o n t r ol s . I n c r e a s ed

bi n di n g of p a ti e n t V W F t o n o r m al w a sh e d pl a t el e t s

w a s o b s e r v e d a t l o w c o n c e n t r a ti o n s of ri st o c e ti n ( Fi g .

6 A ) . H o w e v e r , n o r m al V W F did n o t s h o w a n i n
-

c r e a s e d bi n din g t o t h e p ati e n t p l a t el et s (F ig . 6 B) .

T h e s e 丘n di n g s s u g g e s t t h at t h e p a tie n t V W F h a d a

hi g h e r afB n it y f o r p l a t el e t s .

N u cl ei c a cid a n al y s e s

l n t his p a ti e n t , w e f o u n d t w o b a s e s u b s tit u ti o n s

l o c a t e d i n si d e t h e A l l o o p . O n e w a s a sil e n t m u t a ti o n

(C C A - C C G , P r o 57 4) a n d t h e ot h e r w a s a d e d u c ed

a m i n o a cid s u b stit u ti o n of T h r ( A C C) f o r A l a6 18

( G C C) . I n a d diti o n , w e f o u n d t w o b a s e s u b stit uti o n s

l o c at e d o u t sid e th e A l l o o p , w hi ch r e s ult e d i n a m i n o

a cid s u b stit u ti o n s of A s p 7 09 t o H is a n d V a180 2 t o

L e u
,
r e s p e c ti v ely . H o w e v e r

,
t h e s e b a s e s ub s tit u ti o n s

w e r e als o id e n ti丘e d i n t h e g e n o m i c V W F g e n e s i s o -

l a t e d f r o m t w e n t y h e alt h y c o n t r ols . T h e r ef o r e , all

th e s e a m i n o a cid s u b stit u ti o n s c a n b e c o n sid e r e d

p ol y m o r p his m s a n d a r e n o t r e s p o n sibl e f o r t h e n o v el

dis e a s e p h e n o t y p e o b s e r v e d in t h e p r e s e n t s t u d y
1 3)

.

D I S C tTS S I O N

T h e 丘n di n g s of t h e p r e s e nt s t u d y i n di c a t e d th at t his

p ati e n t e x hibit e d f e a t u r e s of t y p e 2 B V W D . T h is w a s

d e m o n s t r a t e d b y t h e h eig h t e n e d r e s p o n s e t o ris
-

t o c e ti n i n P R P
,
th e e n h a n c e d c a p a cit y of p ati e n t

pl a s m a t o i n d u c e R I P A , a n d t h e i n c r e a s e d bi n di n g of

p a ti e n t V W F t o n o r m a l w a s h e d pl a t el e t s i n t h e p r e s-

e n c e of l o w c o n c e n t r a ti o n s of ri st o c e ti n . P s e u d o- o r

p l at ele t t y p e V W D w a s e x cl u d e d b y d e m o n s t r ati n g

t h a t w a sh ed p a ti e n t p l a t el e t s did n o t sh o w a n i n
-

c r e a s e d bi n di n g of n o r m al V W F i n t h e p r e s e n c e o f

ri st o c eti n .

H o w e v e r
,
i n c o n t r a s t t o t y p i c al t y p e 2 B V W D , th e

p r e s e n t c a s e did n ot sh o w a l a c k of H M W V W F

m ulti m e r s i n pl a s m a d e s pit e t h e p r e s e n c e of S P A a n d

p e r si st e n t th r o m b o c y t o p e n i a . T hi s s u g g e s t s th at th e

p a ti e n t V W F h a d s u 包ci e n t c a p a cit y t o c a u s e S P A i n

uit r o a n d th r o m b o c y t o p e n i a i n ui u o , b u t it s l a r g e

m u lti m e r c o u ld n ot e a sil y b e cl e a r ed f r o m th e

p l a s m a . T h e n o r m al V W F m ulti m e ric p at t e r n i n t y p e

2 B V W D h a s b e e n r e p o r t ed in s e v e r al c a s e s : t y p e 2 B

N e w Y o r k 1 4)
,
t y p e 2 B M al m 6

1 5)
a n d t y p e 2 B H i r o -

s hi m a
1 6 )

.
H o w e v e r

, p e r sist e n t th r o m b o c y t o p e n i a w a s
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W R P ＋ P t
'
各戸P P

1 5

L T ( % )

1 0 0 1

5 0
Ri st o c eti n

I
J

R O . 7 5 m g/ m lJ
R O .5 m g / m I

▼ ･
¶ ･ p R P ＋N - P P P

F i g . 4 .

p l a s m a .

U 5 1 0 1 5

Tj m e i n m i n u t e s

E n h a n c e m e n t o f ri s t o c e ti n-i n d u c e d p l a t el et a g g r e g a ti o n i n P R P f r o m a n o r m a l s u bj e c t b y p a ti e n t

O n e h u n d r e d m i c r o lit e r s o f n o r m a l o r p a ti e n t
'

s pl a s m a w a s a d d e d t o 1 0 0 〟1 o f n o r m a l P R P , a n d s p o n t a n e o u s

p l a t e l e t a g g r e g a ti o n (S P A ) w a s o b s e r v e d i n e a c h m i x t u r e ･ A ft e r th a t
,
l o w c o n c e n t r a ti o n s o f ri s t o c e ti n (0 .5 a n d

O ･7 5 m g / m l) w e r e a d d e d t o t h e m i x t u r e ･ T h e p a ti e n t
'

s pl a s m a d id n o t c a u s e S P A
,
b u t 0 .5 o r 0 .7 5 m g/ m l o f

ri s t o c e ti n i n d u c e d pl a t e l e t a g g r e g a ti o I- i n t h e n -i x t u r e c o n si sti n g o f n ( ) r m a l P R P a n d p a ti e n t pl a s m a , w h i c h w a s
n o t o b s e r v e d i n th e m i x t u r e c o n si s ti n g o f n o r m a l P R P a n d n o r m a l pl a s m a .

n o t f o u n d i n p ati e n t s w it h t y p e 2 B N e w Y o r k o r t y p e

2 B M al m () . I m t y p e 2 B H i r o s hi m a
,
c h r o n i c th r o m -

b o c y t o p e ni a w a s f o u n d , b u t n o t S P A . T a ki n g t h e s e

r e p o r t s i n t o c o n sid e r ati o n
,
t h e p r e s e n t c a s e d e m o n -

st r a t e s f e at u r e s o th e r t h a n th o s e i n p r e vi o u sl y r e p o r ト

e d p a ti e n t s .

I n t y p e 2 B V W D , m o s t of t h e V W F m u t a ti o n s

id e n ti丘e d a r e l o c a t e d w ithi n t h e A l l o o p . F o u r

diff e r e n t m u t a ti o n s l o c a t e d o u t sid e t h e A l l o o p h a v e

al s o b e e n i d e n tifi e d
,
a s d e s c rib e d in th e I n t r o d u cti o n .

W ith r e s p e c t t o t y p e 2 B V W D s h o w l n g a n o r m al V W F

m ulti m e ri c p a t t e r n i n p l a s m a , P r o 50 3 t o L e u l o c a t ed

o u t sid e t h e A l l o o p w a s r e p o rt e d t o b e r e s p o n sibl e i n

t y p e 2 B N e w Y o r k a n d t y p e 2 B M al m 6
4)

. I n t y p e 2 B

H i r o s hi m a
,
t h e d e d u c e d a m i n o a cid s u b s tit u ti o n of

T h r f o r A l a6 1 8 i n t h e A l l o o p , w hi c h w a s als o p r e s -

e n t i n o u r c a s e
,
w a s f o u n d . H o w e v e r

,
it w a s p ol y m o r

-

p hi c , a n d n o r e s p o n sibl e m u t ati o n s w e r e f o u n d at th e

A l l o o p o r t h e s u r r o u n di n g r e g i o n . I n t h e p r e s e n t

c a s e
,
w e c o u ld n o t 丘n d a n y r e s p o n sibl e m u t a ti o n s at

t h e A l l o o p o r t h e s u r r o u n di n g r e g l O n a S h a v e b e e n

r e p o rt e d i n t y p e 2 B V W D . I n vi e w of thi s
,
t h e p r e s e n t

c a s e cl o s ely r e s e m bl e s t y p e 2 B H i r o s hi m a .

It is g e n e r all y a s s u m e d th at t h e b i n di n g of V W F t o

t h e s u b e n d o t h eli u m w o uld b e f oll o w e d b y a c o nf o r -

m a ti o n al c h a n g e
1 7)
r e s ulti n g i n th e dir e c t bi n di n g of

t h e l a r g e r m ulti m e r s t o p l a t el e t G P Ib . T h e G P I b-
bi n di n g d o m ai n w a s id e n tifi e d o n a 52/4 8--k D t r y p ti c

f r a g m e n t b e gi n n i n g w it h a m i n o a cid r e si d u e 4 4 9
1 8)

.

F u r th e r m o r e
,
r e sid u e s 4 94 -51 l a n d 6 92 -7 08 h a v e b e e n

I
⊂

○

∽
U)

●

巨
∽

⊂
(匂
L

I )

＋J

I
b D

コ

A

B

C

T i m e 5 m i n .

F i g ･ 5 . M i x i n g st u d i e s o f ri s t o c e ti n (0 .5 m g/ m l) -i n d u c e d

p l a t el e t a g g r e g a ti o n a n d th e e ff e ct o f m o n o cl o n a l a n ti -

b o d i e s a g a i n st G P I b o n th e a g g r e g a ti o n ･ A ･ N o r m a l pl a t e
-

1 e t s ＋ p a ti e n t P P P . B . N o r m a l pl a t e l e t s ＋ n o r m a l P P P . C .

N o r m al p l a t el et s ＋p a ti e n t P P P ＋ a n ti
- G P I b m o n o cl o n a l

a n tib o d i e s (S Z 2 , 1 0 /J g/ m l) .
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F i g . 6 . T h e b i n d i n g o f p a ti e n t V W F t o n o
r m a l w a s h e d pl a t el e t s ( A ) a n d th e b i n d i n g o f n o r m a l V W F t o w a s

h e d

p a ti e n t p l a t el e t s ( B ) i n t h e p r e s e n c e o f ri st o c e ti n ･

w a s h e d pl a t el e t s f r o m n o r m a l s u bj e c t s o r t h e p a ti e n t w e r e i n c u b a t e d w i th n o r m a
l o r p a ti e n t p l a s m a f o r 1 5 m i n

a t 3 7 ℃ .
P l a t e l e t s w e r e s e p a r a t e d a n d r e si d u al v W F ‥ A g i n t h e s u p e r n a t a

n t w a s a s s a y e d a n d e x p r e s s e d a s a

p e r c e n t a g e o f t h e c o n t
r o l v a l u e , i n w h i c h ri s t o c e ti n w a s r e pl a c e d b y a b u ff e r ･ T h e n o r m a

l r a n g e s o b t a i n e d f r o m

1 0 n o r m a l s u bj e c t s a r e sh o w n b y th e d o t t e d a r e a s ･ ( ＋ - ＋) , p a ti e n t P P
P ＋ n o r m a l w a sh e d pl a t e l e t s ( M e a n o f

d u pli c a t e) , ( ○- ○) , p a ti e n t w a sh e d pl a t el e t s ＋ n o r m a l P P
P ( M e a n o f d u pli c a t e) ･

r e p o r t e d t o p l a y a r o l e i n t h e c o n f o r m a ti o n o f t h e A l

l o o p b y li m iti n g e x p o s u r e of th e G P Ib
-bi n di n g

sit e 2 ･ 5- 7 ,
2 0 , 2 1)

. H o w e v e r
,
n o m u t a ti o n s w e r e f o u n d a t

t h e s e sit e s i n t h e p r e s e n t s t u d y .

T o d a t e
,
t h e r e h a v e b e e n m a n y s t u di e s o n t h e

m ol e c ul a r b a s e s n e e d e d f o r t h e f u n cti o n o f V W F .

H o w e v e r
,
a l m o st all th e i n f o r m a ti o n d e als w ith t h e

b a s al s u b u n it
1 9)
a n d w e d o n o t h a v e d et ail e d k n o w -

l ed g e a b o u t th e th r e e
- di m e n si o n al st r u c t u r e of i m p o r

-

t a n t f u n cti o n a l d o m a i n s o f V W F
,
i n clu di n g th e A l

l o o p . C o n sid e ri n g t h a t t h e c o nf o r m a ti o n al c h a n g e of

V W F is i m p o rt a n t t o bi n d t o G PI b , it is lik el y t h a t a

n e w a n d u n id e n ti丘e d f u n c ti o n al V W F d o m ai n , w hic h

i n d u c e s t h e c o n f o r m ati o n al c h a n g e of t h e A l l o o p t o

r e s ult i n f a cilit a tiv e bi n di n g t o pl a t el e t s , i s r e s p o n
-

sibl e f o r t his di s e a s e p h e n ot y p e . R e c e n tly , O b e r t e t al l

2 2) r e p o r t e d th a t th e c o n f o r m ati o n al c h a n g e s i n t h e

A 3 d o m ai n of V W F w e r e i m p o r t a n t t o m o d ul a t e t h e

i n t e r a cti o n o f th e A l l o o p w it h p l at el et G P Ib . F u r t h e r

in v e stig a ti o n w ill b e n e e d e d t o cl a rif y th e m e c h a ni s m

of e n h a n c e d V W F - G P Ib b in di n g i n t h e p r e s e n t

p a ti e n t .

I n c o n cl u si o n
,
alt h o u g h n o r e s p o n sibl e m u t a ti o n s a t

th e A l l o o p o r t h e s u r r o u n di n g r e gi o n c o u ld b e

id e n ti丘e d in t h e p ati e n t V W F , t his st u d y p r o v id e s n e w

i n sig h t s i n t o V W F- G P Ib bi n di n g p h y si o l o g y ･

R E F E R E N C E S

1) S a d l e r J E : A r e v i s e d c l a s si丘c a ti o n o f Y o n W ill e-

b r a n d d i s e a s e . F o r t h e s u b c o m m i tt e e o n Y o n W ill e-

b r a n d f a c t o r o f t h e s ci e n ti丘c a n d st a n d a rd i z a ti o n

c o m m it t e e o f th e i n t e r n a ti o n a l s o c i e t y o n th r o m b o-

si s a n d h a e m o s t a si s . T h r o m b H a e m o st 7 1 : 5 2 01 5 2 5 ,

1 9 9 4 .

2) G i ll S b u r g D , S a d l e r J E : Y o n W ill e b r a n d d i s e a s e : A

d a t a b a s e o f p o i n t m u t a ti o n s , i n s e rti o n s a n d d e l e-

ti o n s . T h r o m b H a e m o st 6 9 : 1 7 7- 1 8 4 , 1 9 9 3 .

3 ) M e y e r D , F r e s si n a u d E , G a u c h e r C , L a v e r g n e J M ,

H ib e r t L
,
R i b b a A S

, J o ri e u x S , M a z u ri e r C : I N S E R M

n e t w o r k o ll m o l e c u l a r a b n o r m ali ti e s i n Y o n W ill e-

b r a n d d i s e a s e : G e n e d e f e c t s i n 1 5 0 u n r el a t e d F r e n c h

c a s e s w i th t y p e 2 v o n W ill e b r a n d di s e a s e : f r o m t
h e

p a ti e n t t o th e g e n e ･ T h r o m b H a e m o st 7 8 : 4 5 1- 4 5 6 ,

1 9 9 7 .

4) H o l m b e r g L , D e n t J A , S c h n e p p e n h ei m R , B u d d e U ,

W a r e ∫, R u g g e ri Z M : Y o n W ill e b r a n d f a c t o r m u t a
-

ti o n e n h a n c l n g i n t e r a c ti o n w i th pl a t el e t s i n p a t
i e n t s

w it h n o r m a l m u l ti m e ri c s t r u c t u r e . I C li n I m )e st 9 1 :

2 1 6 9- 2 1 7 7 , 1 9 9 3 ,

5) R a b i n o w it z I , R a n d i A M , S h i n d l e r K S , T u l e y E A ,

R u s t a gi P K , S a d l e r J E : T y p e I I B m u t a ti o n H i s-5 0 5 -

A s p I m pli c a t e s a n e w s e g m e n t i n t h e c o n t r o
l o f Y o n

W i11 e b r a n d f a c t o r b i n di n g t o p l a t e l e t g l y c o p r o t ei n

l b . I B i o I C h e m 2 6 8 : 2 0 4 9 7- 2 0 5 0 1 , 1 9 9 3 ･

6 ) H il b e r t L , G a u c h e r C , d e R o m e u f C , H o r ell o u M H ,

V i n k T
,
M a z u ri e r C : L e u 6 9 7 - V a l m u t a ti o n i n

m a t u r e Y o n W ill e b r a n d f a c t o r i s r e s p o n sib l e f o r t y p e

II B Y o n W ill e b r a n d d i s e a s e . B l o o d 8 3 : 1 5 4 2- 1 5 5 0 ,

1 9 9 4 .

7) H ilb e r t L , G a u c h e r C , M a z u ri e r C : E ff e c t s o f

di ff e r e n t a m i n o a c id s u b stit u ti o n i n t h e l e u ci n e 6 4 9-

p r o li n e 7 0 8 s e g m e n t o f r e c o m b i n a n t v o n W ill e b r a n d

f a c t o r , B r I H a e m a t o 1 9 1 : 9 8 3- 9 9 0 , 1 9 9 5 .

8) R u g g e ri Z M , Z i m m e r m a n T S : V a ri a n t v o n W ill e
-

b r a n d
'

s d i s e a s e . I C li n I m ) e st 6 5 : 1 3 1 8- 1 3 2 5 , 1 9 8 0 .
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9) B o rII G V R : A g g r e g a ti o ll O f b l o o d p l a t el e t s b y A D P

a n d it s r e v e r s a l . N a t u r e 1 9 4 : 9 2 7- 9 2 9 , 1 9 6 2 .

1 0 ) F u s e I , Ⅲ a tt o ri A , M i t o M
,
H i g u c h i W ,

Y a h a t a K
,

S h ib a t a A
,
A i z a w a Y : P a th o g e n e ti c a n a l y si s o f fi v e

c a s e s w it h a p l a t el e t d i s o rd e r c h a r a c t e ri z e d b y th e

a b s e n c e o f th r o m b o x a n e A 2 (T X A 2) -il ld u c e d p l a t el e t
a g g r e g a ti o n i n s pit e o f ll O r m a l T X A 2 b i n d i n g a c ti-
v i t y . T h r o m b H a e m o s t 7 6 : 1 0 8 0- 1 0 8 5 , 1 9 9 6 .

l l ) R u a n C , D u X , Ⅹi X , C a st a ld i P A , B e r n d t M C : A

m u ri ll e a n ti g l y c o p r o t ei n l b c o m pl e x m o m ( ) c l o n a l

a n ti b o d y , S Z 2 , i n h i bit s p l a t el et a g g r e g ;1ti o n il ld u c e d

b y b o th ri st o c e ti n a n d c o ll a g e n . B l o o d 6 9 : 5 7 0- 5 7 7 ,
1 9 8 7 .

1 2) M a n c u s o D J , T u l e y E A , W e s tfi e ld L A , L e s t e r -

M a n c u s o T L
,
L e B e a u M M

,
S o r a c e J M

,
S a d l e r J E :

H u m a n Y o n W ill e b r a n d f a ct o r g e n e a n d p s e tld o g e n e :

st r u c t u r a l a n al y si s a n d d i ff e r e n ti a ti o n b y p o l y m e r
-

a s e c h a i n r e a c ti o n . B i o ch e m is t7 y 3 0 : 2 5 3- 2 6 9 , 1 9 9 1 .

1 3) S a dl e r J E , G i n s b u r g D : A d a t a b a s e o f p o l y m o rp h i s m

i n t h e Y o n W ill e b r a n d f a c t o r g e n e a n d p s e u d o g e n e .

T h r o m b H a e m o st 6 9 : 1 8 5- 1 9 1 , 1 9 9 3 .

1 4) W e i s s H J , S u s s m a n II : A n e w v o n W ill e b r a n d v a ri-
a n t ( T y p e I , N e w Y o r k ) : I n c r e a s e d ri s t() c e ti n-
i n d u c e d pl a t e l e t a g g r e g a ti o ll a n d pl a s m a Y o n W ill e-
b r a n d f a c t o r c o n t a i I 血 g t h e f u ll r a n g e ()f n l u l ti m e r s .

B l o o d 6 8 : 1 4 9-1 5 6 , 1 9 8 6 .

1 5) H o l m b e r g L , B e r n t o r p E , D o n n e r M , N il s s () n I M :

v o □ W ill e b r a n d
'

s d i s e a s e c h a r a c t e ri z e d b y i n c r e a s e d

ri st o c e ti n s e n si ti vi t y a n d t h e p r e s e n c e o f a ll Y o n

W ill e b r a n d f a c t o r m u l ti m e r s i n pl a s m a . B l o o d 6 8 :

6 6 8- 6 7 2 , 1 9 8 6 .

1 6 ) T a k i m o t o Y , I m a ll a k a F : T y p e 2 B 【Ii r o s h i m a : a

v a ri a n t o f v o n W ill e b r a n d d i s e a s e c h a r a c t e ri z e d b y

c h r o n i c th r o m b o c yt o p e l li a a n d th e p r e s e n c e o f a ll

v o n W ill e b r a n d f a ct o r m u lti m e r s in pl a s m a . I n t I
H e m a t o1 7 0 : 1 2 7- 1 3 1 , 1 9 9 9 .

1 7) B o l h ui s P A , S a k a ri a s s e n K S
,
S a n d e r H J , B o u m a

B N
,
Si x m a JJ : B il ld i ll g O f f a c t o r V II ト v o n W ill e ･

b r a n d f a c t o r t o h u m a n a r t e ri a l s u b e n d o t h eli u m p r e -

c e d e s i n c r e a s e d pl a t e l e t a d h e si o n a n d e n h a n c e s

pl a t e l e t s p r e a d i n g . I L a b C li n M e d 9 7 : 5 6 8- 5 7 6 , 1 9 8 1 _

1 8) F uji m u r a Y , T it a n i K
,
H o ll a n d L Z

,
R u s s ell S R

,

R o b e r t s J R , E l d e r J H , R u g g e ri Z M , Z i m n l e r m a n T S :

v o n W ill e b r a n d f a c t o r . A r e d u c e d a n d a l k yl a t e d 5 2/
4 8--k D a f r a g m e ll t b e gi n lli n g a t a m i n o a ci d r e sid u e
4 4 9 c () n t a i n s t h e d o m ai n i n t e r a c ti n g w it h p l a t el e t

gl y c o p r o t e i n I b . I B z
'

o I C h e m 2 6 1 : 3 8 1- 3 8 5 , 1 9 8 6 .

1 9 ) G i r m a J P , M e y e r D , V e r w eij C L P a n n e k o e k H ,

S i x l-- a J J : S t r u ct u r e -f u n c ti o n r el a ti o n s h ip o f h u m a n

v o n W ill e b r a n d f a c t o r . B l o o d 7 0 : 6 0 5- 6 1 1 , 1 9 8 7 .

2 0 ) M a t s u s h i t a T , S a d l e r J E : I d e n ti丘c a ti o ll O f a m i n o

a ci d r e si d u e s e s s e n ti a l f o r v o n W ill e b r a n d f a ct o r

b i n di n g t o p l a t el e t gly c o p r o t e il l l b : C h a r g e d-t o-
a l a ni n e s c a n n l ll g m u t a g e ll e Si s o f th e A l d o m a i n o f

h u m a n v o n W ill e b r a n d f a c t o r . I B i o I C h e m 2 7 0 :

1 3 4()6- 1 3 4 1 4 , 1 9 9 5 .

2 1) S u gi m o t o M , M o h ri H , M c c li n t o c k R A , R u g g e ri Z M :

I d e n ti丘c a ti o n o f d i s c o n ti n u o u s v () n W ill e b r a n d f a c-
t o r s e q u e n c e s ill V O l v e d i n c o m pl e x f o r m a ti o n w it h

b o t r o c e ti n . A m o d e l f o r th e r e g u l a ti o n o f v o n W ill e-
b r a I- d f a c t() r b i ll d i n g t o pl a t el e t gl y c o p r o t e i n l b . ∫
B i o I C h e m 2 6 6 : 1 8 1 7 2- 1 8 1 7 8 , 1 9 9 1 .

2 2) O b e r t B , H ( ) u lli e r A , M e y e r D , G i r m a

m a ti o n a l c h a n g e s i n th e A 3 d o m a i n o f

b r a n d f a c t o r llユO d u l a t e t h e i n t e r a c ti o n

d o m a i n w it h pl a t el e t gl y c o p r o t ei ll l b .

1 9 5 9- 1 9 6 8 , 1 9 9 9 .

J P : C o n f o r-
v o n W ill e-
o f t h e A I

B l o o d 9 3 :




