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Samenvatting

Op 22 november 2007 promoveerde mevrouw ir.
C.J.M. van Schooten aan de Universiteit Utrecht op
het promotieonderzoek, getiteld ‘Von Willebrand
Factor: clearance as regulator of plasma levels',
onder begeleiding van promotor prof. dr. Ph.G. de

Inleiding

Vonwillebrandfactor (vWF) is een plasma-eiwit dat
essentieel is voor de vorming van een bloedplaat-
jesprop.! Dit doet vWF door op de plaats van de
verwonding een interactie aan te gaan met zowel
de vrijgekomen extracellulaire matrix (zoals colla-
geen) als passerende bloedplaatjes uit de circulatie.
Daarnaast fungeert vWF als dragereiwit van stol-
lingsfactor VIII (FVIII). Complexvorming tussen
deze 2 eiwitten zorgt voor stabilisatie van FVIII
en bescherming tegen afbraak.? Het is van belang
dat vWE-plasmaconcentraties nauwkeurig worden
gereguleerd; verhoogde concentraties zorgen voor
een groter risico op hart- en vaatziekten.>* Een ge-
brek aan functioneel vWF kan leiden tot de ziekte
van von Willebrand, de meest voorkomende erfe-
lijke bloedingziekte bij de mens. De ernst van de
ziekte varieert sterk en is afthankelijk van het type
vWE-defect.’ Patiénten kunnen worden onderver-
deeld in 2 groepen: patiénten met een kwantitatief
defect (type 2), of een kwalitatief defect in hun vWF
(type 1 en 3). Deze laatste groep wordt gekenmerkt
door lage vWF-plasmaconcentraties, die verklaard
kunnen worden door enerzijds een verlaagde vWE-
productie, anderzijds een versnelde klaring van het
eiwit uit het plasma.
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Groot (Universitair Medisch Centrum Utrecht) en
de copromotors dr. P.J. Lenting en mw. dr. H.M.
van den Berg. Hieronder zijn de belangrijkste be-
vindingen van het onderzoek weergegeven.

(Ned Tijdschr Hematol 2008,5:36-9)

Effect van O-gekoppelde suikers en
cysteinemutaties op vonwillebrandfactor-
plasmaconcentratie

vWE is een glycoproteine met een zeer complexe
structuur en bevat zowel N- als O-gekoppelde sui-
kers. Er zijn aanwijzingen dat suikers die aanwe-
zig zijn op vWF, van invloed kunnen zijn op de
vWE-plasmaconcentratie. Zo hebben individuen
met bloedgroep O verlaagde vWF-plasmawaarden
vergeleken met individuen met een andere bloed-
groep.®” Alle bloedgroepantigenen op vWF maken
deel uit van de N-gekoppelde suikers. Andere stu-
dies laten zien dat ook de O-gekoppelde suikers op
vWF invloed hebben op de vWF-plasmaconcen-
tratie.® De O-gekoppelde suikers op vWF bestaan
voor 70% uit het gesialyleerde T-antigeen.” Er
werd een methode ontwikkeld om de hoeveelheid
T-antigeen die aanwezig is op vWF, te kunnen me-
ten.'” Met behulp van deze methode werd aange-
toond dat vWF van individuen met hogere vWE-
plasmaconcentraties minder T-antigeen bevat in
vergelijking met individuen met lagere vWF-waar-
den. Dit fenomeen was ook zichtbaar bij patiénten
met extreem hoge (patiénten met levercirrose) of
juist lage vWF-plasmaconcentraties (patiénten met
type 1 ziekte van von Willebrand). Daarnaast is de
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Figuur 1. De relatie tussen de hoeveelheid T-antigeen op
vonwillebrandfactor (vWF) en de verhouding propeptide/
vWEF. Spearman’s correlatiecoéfficiént (Rs) is 0,5 (p=0,004).

verhouding tussen de concentratic vWF en pro-
peptide in plasma van patiénten met type 1 ziekte
van von Willebrand gemeten. De veronderstelling
bestaat namelijk dat het vWF-defect bij een deel
van deze patiénten verklaard kan worden door een
verlaagde vWE-halfwaardetijd. Propeptide is een
eiwit dat samen met vWF wordt gesynthetiseerd
en uitgescheiden door endotheelcellen. De verhou-
ding tussen de concentratie van deze 2 eiwitten in
het bloed geeft informatie over de halfwaardetijd
van vWF. De verhouding propeptide/vWF ver-
toonde een relatie met de hoeveelheid T-antigeen
op VWF (zie Figuur 1)."° Dit zou kunnen beteke-
nen dat de hoeveelheid T-antigeen op vWF invloed
heeft op de halfwaardetijd van het eiwit.

Een aantal patiénten met de ziekte van von Wil-
lebrand vertoont mutaties van cysteineresiduen in
hun vWF. Cysteines zijn van groot belang voor de
structuur van een eiwit, omdat ze zwavelbruggen
met elkaar kunnen vormen. Van 3 van deze muta-
ties is onderzocht of zij invloed hebben op de over-
levingstijd van vWE. De resultaten lieten zien dat
de gemuteerde varianten sneller werden geklaard
in vergelijking met het normale vWF, zowel bij pa-
tiénten als in een muismodel."" De vWEF-mutanten
vertoonden geen gezamenlijk functioneel gebrek dat
de versnelde klaring zou kunnen verklaren. Het is
mogelijk dat deze mutaties de conformatie van het
eiwit veranderen, waardoor het sneller uit de circu-
latie verwijderd wordt.
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Figuur 2. Vonwillebrandfactor (vWF), FVIII en het FVIII/vWF-
complex binden aan macrofagen in de milt en lever. Detectie

van ingespoten eiwitten in de milt (A, B en C) en lever

(D, E en F) van vWF-deficiénte muizen. A en D, lokalisatie van
macrofagen (rood) en VWF (groen). B en E, lokalisatie van
macrofagen (rood) en FVIII (groen). C en F, lokalisatie van ma-
crofagen (rood) en FVIII/VWF-complex (groen). De gele kleur
laat overlap zien tussen het rode en groene signaal.

Halfwaardetijd van FVIII en vWF

In het plasma circuleert 95-98% van het totaal aan-
wezige FVIII in complex met vWEFE. De FVIII-con-
centratie in het plasma is dan ook afhankelijk van
de vWE-concentratie.> Dit zou kunnen betekenen
dat met behulp van de halfwaardetijd van vWF de
halfwaardetijd van FVIII voorspeld kan worden. In
een groep patiénten met ernstige hemofilie A is de
halfwaardetijd van FVIII gemeten. Daarnaast zijn
de concentraties vWF en propeptide in het plasma
bepaald en is, door gebruik te maken van deze 2
parameters, gekeken of de FVIII-halfwaardetijd
voorspeld zou kunnen worden. Dit bleek goed mo-
gelijk, maar er waren verschillen tussen patiénten

met bloedgroep O en een andere bloedgroep. Om

voL. 5 NR. 1 - 2008

37




OVERZICHTSART.I

de FVIII-halfwaardetijd voor iedere patiént goed te
kunnen voorspellen zijn formules ontworpen voor
individuen met een verschillende bloedgroep.

Macrofagen in de lever en milt dragen bij
aan de klaring van vWF, FVIII en het
FVIII/VWF-complex

Omdat FVIII en vWF een complex vormen in de cir-
culatie, zou het mogelijk kunnen zijn dat deze eiwit-
ten ook gezamenlijk geklaard worden. Kennis over
het mechanisme dat verantwoordelijk is voor klaring
van vWE, FVIII of het FVIII/vWE-complex zou
kunnen leiden tot een verbeterde behandeling van
patiénten met de ziekte van von Willebrand en he-
mofilie A" Eerder onderzoek heeft uitgewezen dat
vWEF voornamelijk accumuleert in de lever." Nieuwe
analyse van de data liet zien dat ook de milt van be-
lang kan zijn bij de klaring van vWEF. Beide organen
bevatten onder andere macrofagen. Voor deze studie
is vWE, FVIII of het FVIII/vWF-complex ingespo-
ten in vWE-knock-outmuizen. Het ingespoten eiwit
was detecteerbaar in zowel de milt als de lever. Re-
sultaten lieten zien dat vWF, FVIII en het FVIII/
vWE-complex gebonden waren aan cellen die als ma-
crofaag geidentificeerd konden worden (zie Figuur 2
op pagina 37). Daarna is er gekeken naar het effect
van macrofagen op FVIII en vWF-plasmawaarden.
Hiervoor zijn wild-type muizen behandeld met gado-
liniumchloride, wat resulteert in depletie van macro-
fagen. In de behandelde muizen werden verhoogde
FVIII en vWF-plasmaconcentraties gevonden, wat
zou kunnen betekenen dat macrofagen inderdaad be-
trokken zijn bij de klaring van FVIII en vWF uit het
plasma. Om te onderzoeken of macrofagen in staat
zijn vWF op te nemen en af te breken, is vWF toege-
voegd aan primaire humane macrofagen. De resul-
taten lieten zien dat de cellen in staat waren het vWF
op te nemen en af te breken. Dit betekent dat macro-
fagen een rol zouden kunnen spelen in de klaring van

vWF, FVIII en het FVIII/vWF-complex.

Conclusie

Dit proefschrift bespreekt enerzijds aspecten die de
vWF-concentratie in het plasma beinvloeden, zo-
als het T-antigeen en cysteinemutaties. Daarnaast
is het mechanisme dat verantwoordelijk is voor
de klaring van vWF bestudeerd. De bevindingen
vormen de basis om vast te kunnen stellen welke
receptor bijdraagt aan de opname van het com-
plex door deze cellen. Met deze nieuwe informatie
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ontstaat een beter begrip hoe de vWF-concentratie
gereguleerd wordt en kan hopelijk in de toeckomst
recombinant vWF met een vertraagde klaring
worden geproduceerd. Dit zou de behandeling van
patiénten met de ziekte van von Willebrand en he-
mofilie A kunnen verbeteren.
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