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Introducción

El papel de la caracterización molecular en el 
diagnóstico de la EvW

La importancia de la caracterización molecular en el diagnós-
tico de pacientes con EvW es inversamente proporcional al 
número y la calidad de los ensayos fenotípicos realizados en 
el laboratorio. Si se utilizan todos los ensayos de FvW [1], la 
identificación de los defectos moleculares solamente confir-
mará el diagnóstico fenotípico del paciente. Por otro lado, si 
algunos de estos ensayos fenotípicos no estuvieran disponibles 

‒por ejemplo, el ensayo de unión FvW-FVIII (FvW:FVIIIB), la 
aglutinación plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA por 
sus siglas en inglés), o el análisis de multímeros‒, entonces la 
identificación de la mutación causante de la EvW resultará 
crucial para el diagnóstico del paciente.

El ensayo FvW:FVIIIB puede ofrecer un diagnóstico dife-
rencial entre hemofilia leve y EvW tipo 2N (Normandía). Sin 
embargo, el ensayo no se encuentra disponible en muchos labo-
ratorios; por ende, el análisis secuencial de ADN de los exones 
del gene del FvW (FvW) que codifican los dominios D’D3 
puede ser una valiosa alternativa al uso del ensayo FvW:FVIIIB.

Los pacientes con EvW tipos 2B y 2A (IIA) pueden presen-
tar parámetros fenotípicos similares. El ensayo RIPA, realizado 
utilizando plasma rico en plaquetas, evalúa la afinidad del 
FvW para unirse al receptor plaquetario de la glicoproteína 
(GP) Ibα, lo cual permite un diagnóstico diferencial entre los 
tipos 2B y 2A (IIA) de la EvW. No obstante, si el ensayo RIPA 
no estuviera disponible, o si solo hubiera disponible plasma 
congelado del paciente, puede usarse el análisis secuencial de 
ADN del exón del FvW que codifica el dominio A1 (tipo 2B) o 
el dominio A2 (tipo 2A/IIA) a fin de establecer el diagnóstico 
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The role of molecular characterization in the diagnosis of von Willebrand disease (VWD) is not essential if the
patients have been extensively investigated using phenotypic analysis. On the other hand, if some of these
phenotype assays are not available, the identification of the mutation causing the disease could be crucial for an
accurate diagnosis. Nevertheless, there are several reasons for performing molecular analysis in patients
phenotypically well characterized, e.g. to identify the mutation causing VWD can be useful for patients and their
family members when prenatal diagnosis is required (type 3 or severe type 2). In this manuscript, we report the
techniques used for the molecular characterization of suspected VWD patients. We describe the use of online von
Willebrand factor database and online single nucleotide variation databases, the former to verify whether a
candidate mutation has been previously identified in other VWD patients and the latter to ascertain whether a
putative mutation has been reported earlier in healthy individuals. We listed the available in silico analysis tools,
to determine the predicted pathogenicity of a sequence variant and to establish its possible negative effect on the
normal splicing process. We also report the strategy that can be used to identify VWD type 2 patients’ mutations
in subjects who have been fully characterized using the phenotype assays.
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Introduction

The role of molecular characterization in VWD
diagnosis

The importance of molecular characterization in the
diagnosis of von Willebrand disease (VWD) patients
is inversely proportional to the number and quality
of phenotypic assays run in the laboratory. If all von
Willebrand factor (VWF) assays are used [1], the
identification of the molecular defects will only con-
firm the patient’s phenotypic diagnosis. On the other
hand, if some of these phenotypic assays are not
available, e.g. the VWF-FVIII binding assay (VWF:

FVIIIB), ristocetin-induced platelet agglutination
(RIPA) or multimer analysis, then the identification
of the mutation causing VWD will be crucial for the
patient’s diagnosis.
The VWF:FVIIIB assay can provide differential diag-

nosis between mild haemophilia and VWD type 2N
(Normandy). However, the assay is not available in
many laboratories, therefore DNA sequence analysis
for the VWF gene (VWF) exons encoding the D0D3
domains can be a valuable alternative to the use of
VWF:FVIIIB assay.
VWD types 2B and 2A (IIA) patients can present

similar phenotypic parameters. The RIPA assay, per-
formed using platelet-rich plasma, evaluates the affin-
ity of VWF to bind to the glycoprotein (GP)Iba
platelet receptor, allowing differential diagnosis
between VWD types 2B and 2A (IIA). However, if the
RIPA assay is not available or only patient’s frozen
plasma is available, DNA sequence analysis of the
VWF exon encoding the A1 domain (type 2B) or A2
domain (type 2A/IIA) can be used to establish the
patient diagnosis. Even in the presence of an enhanced
RIPA, outcome of the DNA sequence analysis should
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be performed because the 2B-like phenotype can also
be caused (although less frequently) by gain-of-func-
tion mutations in the GPIb gene (GP1BA). The identi-
fication of mutations in the VWF A1 domain (VWD
type 2B) or in the GP1BA (Pseudo-VWD) is a valid
alternative to platelet-mixing tests [1] required for the
differential diagnosis.
Also in the case of VWD types 2A (IIA) and 2M,

patients can present similar phenotypic parameters
(i.e. markedly reduced VWF:RCo or other platelet-
dependent VWF activity determination in comparison
to VWF:Ag level and decreased RIPA) and the pheno-
typic diagnosis might be difficult if multimer analysis
is not available. Once again the molecular analysis
can be used to obtain, in the large majority of the
cases, the patients diagnosis by investigating exon 28
encoding the A1 domain (VWD type 2M) or the A2
domain (VWD type 2A/IIA).
Nevertheless, there are several reasons for also per-

forming molecular analysis in well phenotypically
characterized diagnosed patients. VWD type 3 diagno-
sis can be performed using a reliable VWF:Ag assay.
However, the identification of carrier status among
family members might be uncertain using the pheno-
typic approach, whereas it can be easily ascertained
once the proband’s mutation(s) have been identified.
The identification of homozygous large deletions in

VWD type 3 is an important risk factor for the devel-
opment of anti-VWF alloantibodies [2, 3] and these
defects should always be investigated in previously
untreated patients. Prenatal diagnosis (PND) or preim-
plantation diagnosis in VWD type 3, particularly in
cases where the parents already have a severely
affected child, may be required and can be based on
analysis of DNA from chorionic villi/amniocytes or
embryo cells. In addition, in families with severe
VWD types 1 or 2, the molecular approach can be
easily used to perform postnatal analysis [4–6].

The von Willebrand factor, gene, pseudogene,
mRNA transcription, pro-VWF functional domains
and its complex biosynthesis

The VWF has been localized to chromosome 12, con-
taining 52 exons with a length of about 178 kilobases
(kb) [7]. A partial unprocessed VWF pseudogene
(VWFP1, exons 23–34) with 97% homology with the
gene has been mapped to chromosome 22 [8]. Tran-
scription of VWF results in a mRNA of approximately
8.7 kb in size. VWF is synthesized by endothelial cells
and megakaryocytes as a precursor polypeptide of
2813 amino acids (pre-pro-VWF), including a 22-resi-
due signal peptide, 741-residue propeptide and 2050-
residue mature subunit [7]. The pro-VWF (260 kD) is
organized into repeats of homologous domains (D1-
D2-D0-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK)
[9, 10] for which specific functions have been

identified (Fig. 1). The propeptide, D1-D2 domains
have a role in the multimerization process and
VWF localization to storage organelles, the D0-D3
domains exhibit a binding site for factor VIII
(FVIII) and plays an important role in VWF multi-
merization. The A1 domain is the only known
binding site for the platelet receptor GPIba, in
addition, the A1 domain also provides a binding
site for type VI collagen. The A2 domain contains
the cleavage site for ADAMTS13 (a disintegrin-like
and metalloprotease with thrombospondin type 1
motif, member 13) [11]. The A3 domain is the
binding site for fibrillar collagen types I and III.
The C4 domain which includes the RGD sequence,
is the binding site for the integrin aIIbb3. A com-
plex post-translational biosynthesis is required in
order to obtain multimeric VWF. After transloca-
tion into the endoplasmatic reticulum, the signal
peptide is cleaved and the pro-VWF dimerizes
through disulphide bonds between C-terminal cys-
teine residues of the CK domain [12]. Multimeriza-
tion continues in the Golgi apparatus where
dimers, through disulphide bonds at the N-term-
inal region of the subunits (D0 and D3 domain),
yield multimers that may exceed 20 000 kD. The
propeptide that is cleaved prior to protein secre-
tion has a key role in the assembly of VWF multi-
mers [13] and to traffic the VWF into the storage
organelles (Weibel–Palade bodies of endothelial
cells or platelet a-granules) [14, 15]. An update on
the complex process of VWF biosynthesis, secre-
tion and clearance has been reported recently by
Lenting et al. [16].

Techniques used in the molecular
characterization of VWD patients

The use of genomic DNA vs. mRNA

Usually, a mutation search is performed using geno-
mic DNA, comprising either PCR amplification of
VWF exons followed by Sanger sequencing or more
recently, next generation DNA sequencing (NGS).
Messenger RNA (mRNA) isolated from patient’s pla-
telets can also be used. Nevertheless, the instability of
the latter samples and the more laborious techniques
required to obtain it often reduces the use of mRNA
analysis. This strategy is usually applied to assess pos-
sible splicing mutations or intronic mutations identi-
fied in possible regulatory areas. The study of mRNA
can be undertaken in VWD patients where no muta-
tions have been previously identified after evaluation
performed at the exonic DNA level. This approach is
reasonable in VWD types 3 or 2 patients (with a pro-
ven family bleeding history), but not in VWD type 1
where mutations are not always identified. In this
case, an alternative mRNA sequence due to altered
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del paciente. Aun con un ensayo de RIPA aumentado debería 
realizarse un análisis secuencial de ADN porque el fenotipo 
similar al tipo 2B también podría ser causado (aunque con 
menor frecuencia) por mutaciones de ganancia de función 
en el gene GPIbα (GP1BA). La identificación de mutaciones 
en el domino A1 del FvW (EvW tipo 2B) o en el gene GP1BA 
(pseudo-EvW) es una alternativa válida a las pruebas de mez-
clas de plaquetas [1] necesarias para el diagnóstico diferencial.

También en el caso de la EvW tipo 2A (IIA) y 2M, los 
pacientes pueden presentar parámetros fenotípicos similares 
(por ejemplo, actividad marcadamente reducida del FvW:RCo 
o de otra actividad del FvW dependiente de las plaquetas, en 
comparación con el nivel de FvW:Ag y del ensayo RIPA dis-
minuido) y el diagnóstico fenotípico podría ser difícil si el 
análisis de multímeros no estuviera disponible. Una vez más, 
el análisis molecular puede usarse para obtener, en la gran 
mayoría de los casos, el diagnóstico del paciente al investigar 
la codificación del exón 28 en el dominio A1 (EvW tipo 2M) 
o el dominio A2 (EvW tipo 2A/IIA).

No obstante, existen varias razones para también realizar 
un análisis molecular en pacientes bien caracterizados feno-
típicamente y diagnosticados con EvW. El diagnóstico de la 
EvW tipo 3 puede hacerse usando un ensayo confiable de 
FvW:Ag. Sin embargo, la identificación del estatus de por-
tador entre los miembros de una familia podría ser incierta 
si se utiliza el método fenotípico, mientras que puede deter-
minarse fácilmente una vez que se haya(n) identificado la(s) 
mutación(es) del probando.

La identificación de grandes deleciones homocigotas en la 
EvW tipo 3 constituye un factor de riesgo importante para la 
aparición de aloanticuerpos anti-FvW [2,3] y estos defectos 
siempre deberían investigarse en pacientes que no han recibido 
tratamiento previamente. Podría requerirse diagnóstico pre-
natal (DPN) o diagnóstico preimplantación en casos de EvW 
tipo 3, especialmente en casos en los que los padres ya tienen 
un hijo gravemente afectado; este diagnóstico podría basarse 
en el análisis de ADN de vellosidades coriónicas/amniocitos 
o células embrionarias. Además, en familias con casos graves 
de EvW tipos 1 ó 2, el método molecular puede usarse fácil-
mente para realizar análisis posnatales [4-6].

El factor von Willebrand, su gene, pseudogene, 
transcripción del ARNm, dominios funcionales del pro-
FvW y su compleja biosíntesis

El gene del FvW se localiza en el cromosoma 12 y contiene 
52 exones con una longitud de cerca de 178 kilobases (kb) 
[7]. Un pseudogene parcial no procesado del FvW (VWFP1, 
exones 23-34), homólogo del gene en un 97%, se ha ubicado 
en el cromosoma 22 [8]. La transcripción del FvW genera un 
ARNm de aproximadamente 8.7 kb. El FvW se sintetiza en 
células endoteliales y megacariocitos como polipéptido pre-
cursor de 2,813 aminoácidos (pre-pro-FvW), entre ellos un 
péptido señal de 22 residuos, un propéptido de 741 residuos, 

y una subunidad madura de 2050 residuos [7]. El pro-FvW 
(260 kD) está organizado en repeticiones de dominios homólo-
gos (D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK) 
[9,10] para los que se han identificado funciones específicas 
(Figura 1). El propéptido y los dominios D1-D2 participan en 
el proceso de formación de multímeros y en la localización del 
FvW en organelas de almacenamiento; los dominios D’-D3 
presentan un sitio de unión para el factor VIII (FVIII) y par-
ticipan de manera importante en la formación de multímeros 
del FvW. El dominio A1 es el único sitio de unión conocido 
para el receptor plaquetario GPIbα; además, el dominio A1 
también ofrece un sitio de unión para el colágeno tanto tipo 
IV como tipo VI. En el dominio A2 se encuentra el sitio de 
escisión para la proteína ADAMTS13 (definida como una des-
integrina y metaloproteasa con motivo trombospondina tipo 1, 
número 13) [11]. El dominio A3 es el sitio de unión para el 
colágeno fibrilar tipos I y III. El dominio C4, que incluye la 
secuencia RGD, es el sitio de unión para la integrina αIIbβ3 
(GPIIb/IIIa). Se requiere una compleja biosíntesis postraduc-
cional a fin de obtener multimericos del FvW. Después de la 
translocación en el retículo endoplasmático, el péptido señal 
se escinde y el pro-FvW se dimeriza mediante enlaces disul-
furo entre los residuos de cisteína de la región C-terminal del 
dominio CK [12]. La multimerización continua en el aparato 
de Golgi, donde los dímeros, mediante enlaces disulfuro en 
la región N-terminal de las subunidades (dominios D’ y D3), 
forman multímeros que pueden superar 20,000 kD. El pro-
péptido, que se escinde antes de la secreción de la proteína, 
desempeña un papel clave en el ensamblado o alineamiento 
de los multímeros del FvW [13] y para encauzar el FvW hacia 
las organelas de almacenamiento (cuerpos de Weibel-Palade 
de células endoteliales o gránulos α de plaquetas) [14,15]. 
Lenting et al. recientemente presentaron un informe actua-
lizado sobre el complejo proceso de biosíntesis, secreción y 
aclaramiento del FvW [16].

Técnicas usadas en la caracterización 
molecular de pacientes con enfermedad de 
von Willebrand
Uso de ADN genómico en comparación con ARNm

Generalmente, la búsqueda de una mutación se realiza usando 
ADN genómico, ya sea a través de amplificación de los exones 
del FvW mediante un ensayo de reacción en cadena de la poli-
merasa (PCR por sus siglas en inglés) seguido de secuenciación 
con el método Sanger o, más recientemente, secuenciación 
de ADN de nueva generación (NGS por sus siglas en inglés). 
También puede utilizarse el ARN mensajero (ARNm) aislado 
de las plaquetas del paciente. No obstante, la inestabilidad 
de estas últimas muestras y las técnicas más laboriosas nece-
sarias para obtenerlas a menudo reducen el uso del análisis 
del ARNm. Esta estrategia generalmente se aplica para eva-
luar posibles mutaciones de corte y empalme o mutaciones 



splicing resulting from a possible deep intronic sequence
change, may be found at the mRNA level. The identifi-
cation of altered splicing is not always possible since
mRNA decay in VWD patients presenting premature ter-
mination codons has been previously reported [17–19].

Direct DNA sequence (Sanger) analysis

The Sanger method allows establishing the nucleotide
sequence of a DNA fragment (direct DNA sequence
analysis). This technique is the most frequently
adopted for the identification of VWF mutations.
However, the new technology of NGS is reducing the
use of the Sanger sequencing. Currently, the cost of
NGS still makes the use of Sanger sequencing conve-
nient in those cases where the mutation search is
localized to specific VWF exons (i.e. most common
VWD type 2 variants). In addition, this new technique
is not yet widely available and therefore its use is lim-
ited to the more advanced genetic laboratories. For
the investigation of the full VWF coding region along
with the intronic flanking regions, the 50 and 30

untranslated regions and a portion of the promoter,
using Sanger sequencing is extremely time-consuming,
mainly due to the large size of the coding region of
the gene itself (8442 bp). This has impaired the
molecular characterization of patients with VWD
types 1 and 3 in comparison with type 2 where

mutation analysis is often performed for specific VWF
regions. Direct sequencing is available in many labora-
tories and is particularly indicated to identify the gene
mutation in VWD type 2 variants (see VWD type 2
variant analysis). However, Sanger sequencing is
not able to identify large heterozygous deletions or
duplications.

Next Generation Sequence (NGS) analysis

Newly developed genetic methods such as NGS are
becoming faster and progressively cheaper, allowing
wider study of VWFmutations at a very reasonable cost
[20]. NGS enables investigation of the entire VWF cod-
ing region in a short time and therefore this approach is
better suited to investigate VWD types 1 and 3 variants.
When possible, the study of type 2 variants can also be
undertaken using this technique. However, patients’
DNA samples should be sent to genetic laboratories
that already have experience with this technique in
order to contain the cost of the assay. Analysis can be
performed using either PCR amplification or sequence
capture through hybridization to prepare the template
for NGS. All primers must be specifically designed to
avoid amplification of VWFP1 and also to prevent the
presence of common single nucleotide variants (SNV)
within PCR primer sequences. This technique allows
investigation of VWF in a relatively short time of many

Fig. 1. Structure of the von Willebrand factor (VWF) precursor, its gene and pseudogene. The schematic structure of the VWF precursor (prepro-VWF) con-

sists of a signal peptide (residues 1–22), propeptide (residues 23–763) and mature subunit (residues 764–2813). The pro-VWF is organized into repeats of

homologous structural domains (A, C and D). VWF binding sites for factor VIII, platelet glycoprotein (GP) Iba, collagen, platelet GPIIb/IIIa (aIIbb3) and
ADAMTS13 cleavage sites are shown. Arrows show the positions of mutations that cause von Willebrand disease (VWD) type 2. The dark arrows show the

location of mutations that correspond to type 2A variants of VWD with characteristic multimer patterns because of increased proteolysis (IIA) or defective

multimer assembly caused by mutations in the propeptide (IIC), the cysteine knot domain (IID), or the D3 domain (IIE). Recessive VWD type 2 variants are

indicated by an *.

Haemophilia (2017), 23, 188--197 © 2017 John Wiley & Sons Ltd

190 L. BARONCIANI et al.190 L. BARONCIANI et al.

intrónicas identificadas en potenciales áreas de regulación. 
El estudio del ARNm puede realizarse en pacientes con EvW 
cuando previamente no se identificaron mutaciones después 
de la evaluación a nivel exónico del ADN. Este método es razo-
nable en pacientes con EvW tipos 3 ó 2 (con historial familiar 
comprobado de hemorragias), pero no en casos de EvW tipo 
1 en los que las mutaciones no siempre se identifican. En este 
caso, una secuencia alterna de ARNm, debida a la alteración 
de corte y empalme generada por un posible cambio secuen-
cial intrónico profundo, podría encontrarse a nivel del ARNm. 
La identificación de la alteración de corte y empalme no siem-
pre es posible dado que anteriormente se ha informado de la 
desintegración del ARNm en pacientes con EvW que presen-
tan codones de terminación prematuros [17-19].

Análisis directo de secuencias de ADN (método Sanger)

El método Sanger permite establecer la secuencia de nucleóti-
dos de un fragmento de ADN (análisis directo de secuencias 
de ADN). Esta técnica es la más frecuentemente adoptada 
para la identificación de mutaciones del FvW. No obstante, la 
nueva tecnología de NGS está reduciendo el uso de la secuen-
ciación con el método Sanger. Actualmente, debido al costo 
de la NGS, el uso del método Sanger sigue siendo conveniente 

en casos en los que la búsqueda de la mutación está restrin-
gida a exones específicos del FvW (i. e.: las dos variantes más 
comunes de la EvW tipo 2). Asimismo, esta nueva técnica 
todavía no se encuentra ampliamente disponible y por ende 
su uso se limita a los laboratorios genéticos más avanzados. 
Para la investigación de toda la región codificante del FvW, 
junto con las regiones intrónicas que la flanquean, las regio-
nes 5’ y 3’ no traducidas y una parte del promotor, el uso de 
la secuenciación con el método Sanger toma mucho tiempo, 
principalmente debido al gran tamaño de la región codifi-
cante del gene en sí mismo (8,442 bp). Esto ha dificultado la 
caracterización molecular de pacientes con EvW tipos 1 y 3, 
en comparación con el tipo 2, en el que el análisis de las muta-
ciones a menudo se realiza para regiones específicas del FvW. 
La secuenciación directa está disponible en muchos laborato-
rios y está particularmente indicada para la identificación de 
la mutación genética en las variantes de la EvW tipo 2 (véase 
análisis de las variantes de la EvW tipo 2). No obstante, la 
secuenciación con el método Sanger no permite identificar 
grandes deleciones o duplicaciones heterocigotas. 

Análisis secuencial de nueva generación (NGS)

El precio de métodos genéticos recientemente desarro-
llados, tales como la NGS, está disminuyendo rápida y 

Figura 1. Estructura del precursor del factor von Willebrand (FvW), su gene y pseudogene.

La estructura esquemática del precursor del FvW (pre-pro-FvW) está formada por un péptido señal (1–22 residuos), un propéptido (23–763 resi-
duos) y una subunidad madura (764–2,813 residuos). El pro-FvW está organizado en repeticiones de dominios estructurales homólogos (A, C y D). 
Se muestran los sitios de unión del FvW con el factor VIII, la glicoproteína plaquetaria (GP) Ibα, el colágeno, la glicoproteína plaquetaria GPIIb/IIIa 
(αIIbβ3) y el sitio de escisión de la proteína ADAMTS13. Las flechas muestran las posiciones de las mutaciones que causan la enfermedad de von 
Willebrand (EvW) tipo 2. Las flechas oscuras muestran la ubicación de mutaciones que corresponden a las variantes del tipo 2A de la EvW con patro-
nes multiméricos característicos debido al incremento de la proteólisis (IIA) o al alineamiento defectuoso del multímero causado por mutaciones en el 
propéptido (IIC), el dominio del nudo de cisteína (IID) o el dominio D3 (IIE). Las variantes recesivas de la EvW tipo 2 se señalan con un asterisco (*).



patients. It is currently only available in larger genetic
laboratories, but its adoption is spreading. Use of
dosage analysis algorithms can enable detection of
heterozygous large deletions and duplications and
heterozygous gene conversions can also be detected.
Candidate causative variants found with this technique
require the use of Sanger sequencing to confirm the
identified mutations. Recently, a large VWD cohort
from Spain has been investigated using this approach
[21]. The NGS analysis comprises three main phases:
preparation of the DNA library, clonal amplification
and cyclic array sequencing. Each phase can be done
using more than one method. These authors used a
modified version of the NGS method previously
reported by Corrales et al. [20] and the reliability of
this NGS approach has already been confirmed by
Fidalgo and colleagues [22] on a cohort of Portuguese
VWD patients. In Fig. 2, a schematic representation of
this NGS procedure is summarized.

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA)

Another technique, important in the molecular charac-
terization of VWD variants, is MLPA analysis [23].
Large gene deletions and more rarely, large duplica-
tions may be present in VWF. Large gene deletions
have been reported in all 3 disease types of VWD. If a
deletion affects only one allele, PCR-based techniques
are not able to identify the mutation. The semi-quanti-
tative approach of the MLPA technique (MRC-Hol-
land, The Netherlands) can identify large gene
deletions or duplications even when these defects are
heterozygous [24]. Most large deletions that have been
identified have been seen in VWD type 3 patients, how-
ever, in-frame large deletions have also been identified
in VWD types 1 and 2. This technique which can be
adopted in all laboratories that are able to perform
Sanger sequencing enables the identification of large
gene deletions or duplications of an exon or more.

Online VWF databases

Pathological mutations identified in VWF

An online database on VWF is available through the
Scientific and Standardization Committee on VWF of
the International Society of Thrombosis and Hae-
mostasis at the site of the University of Sheffield
(http://www.vwf.group.shef.ac.uk/; accessed Novem-
ber 2016). The VWF mutation listing for the database
is hosted through the European Association for
Haemophilia and Allied Disorders (EAHAD) Coagula-
tion Factor Variant Databases portal (https://grenada.
lumc.nl/LOVD2/VWF/home.php?select_db=VWF¸ accessed
November 2016). When missense, synonymous or
splice site mutations are found, it is particularly

important to verify whether they have previously been
identified in other VWD patients with a similar pheno-
type, supporting the pathological role of the mutation.
It is possible to contribute to these VWD databases by
sending the new mutations identified along with infor-
mation regarding patients’ phenotype to the following
address: https://grenada.lumc.nl/LOVD2/VWF/submit.php
or http://www.eahad-db.org/index.php.

Sequence variants identified in VWF

There are now a number of databases that list SNV and
their frequency within a number of different population
groups. These include the single nucleotide polymor-
phism database, dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP),
the 1000 Genomes database (www.1000genomes.org),
Exome Aggregation Consortium, ExAC (http://exac.b
roadinstitute.org) and Exome Variant Server, EVS
(http://evs.gs.washington.edu/EVS), accessed Novem-
ber 2016. ExAC is particularly useful as it lists
sequence variants in approximately 60 000 individuals
from several different populations. The position of
VWF SNV should be taken into consideration during
the design of oligonucleotides that will be used in any
of the techniques mentioned above, in order to avoid
mis-amplification. The use of these databases is useful
in order to verify if the same missense, synonymous or
candidate splice site mutation has been already identi-
fied in several healthy individuals, helping to exclude a
pathological role of the identified variant.

In silico analysis

Newly developed genetic methods are being used in
many laboratories, allowing wider molecular studies
in many different diseases. Most of these software
tools can be freely accessed online and this has
resulted in a rapid increase in the detection of rare or
novel sequence variations. The use of in silico analysis
represents a valuable tool to determine the predicted
pathogenicity of exonic and intronic sequence variants
within a limited timescale and budget [25, 26].

Splice site prediction software

Several different software tools are available to assess
the likely impact of a mutation on mRNA splicing,
examples are listed in Table 1. Use of at least three of
the recommended prediction tools is reported to reach
a consensus result. Where the tools do not agree, fur-
ther predictions should be undertaken to try and reach
a consensus.

Amino acid prediction software

The potential damaging effect on protein structure or
function of a SNV can be evaluated using the in silico
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progresivamente, lo cual permite un estudio más amplio de 
las mutaciones del FvW a un costo muy razonable [20]. La 
NGS permite la investigación de toda la región codificante del 
FvW en poco tiempo y, por ende, este método es más ade-
cuado para la investigación de las variantes de la EvW tipos 1 
y 3. En la medida de lo posible, el estudio de las variantes del 
tipo 2 también puede realizarse usando esta técnica. No obs-
tante, las muestras de ADN de los pacientes deberían enviarse 
a laboratorios genéticos que ya cuenten con experiencia en 
el uso de esta técnica a fin de controlar el costo del ensayo. El 
análisis puede realizarse usando ya sea amplificación mediante 
PCR o captura de secuencias mediante hibridación, a fin de 
preparar las plantillas para la NGS. Todos los primers (ceba-
dores) deben estar específicamente diseñados para evitar la 
amplificación del FvWP1 y también para prevenir la presen-
cia de variantes de un sólo nucleótido (SNV) comunes en 
las secuencias de los primers para la PCR. Esta técnica per-
mite la investigación del FvW en muchos pacientes, en un 
periodo relativamente corto. Actualmente solo está dispo-
nible en laboratorios genéticos grandes, pero su uso se está 
ampliando. La utilización de algoritmos de análisis de dosi-
ficación puede permitir la detección de grandes deleciones 
y duplicaciones heterocigotas y también pueden detectarse 
conversiones génicas heterocigotas. Las variantes causativas 
candidatas encontradas con esta técnica requieren el uso del 
método Sanger para confirmar las mutaciones identificadas. 
Recientemente se investigó a una cohorte grande de pacien-
tes españoles con EvW usando este método [21]. El análisis 
de NGS comprende tres fases principales: preparación de la 
genoteca de ADN, amplificación clonal, y secuenciación cíclica 
en matrices. Cada fase puede completarse usando más de un 
método. Estos autores utilizaron una versión modificada del 
método NGS anteriormente reportado por Corrales et al. [20] 
y la confiabilidad de este método NGS ya ha sido confirmada 
por Fidalgo y colegas [22] en una cohorte de pacientes portu-
gueses con EvW. En la Figura 2 se resume una representación 
esquemática del procedimiento de NGS.

Amplificación de sondas dependiente de ligandos 
múltiples (MLPA)

Otra técnica, importante en la caracterización molecular de 
las variantes de la EvW, es el análisis mediante amplificación 
de sondas dependiente de ligandos múltiples (MLPA por 
sus siglas en inglés) [23]. En el gene del FvW pueden estar 
presentes grandes deleciones y, más raramente, grandes dupli-
caciones. Se ha informado de grandes deleciones de genes en 
los tres tipos de la EvW. Si una deleción afecta solamente a 
un alelo, las técnicas basadas en la PCR no logran identificar 
la mutación. El método semicuantitativo de la técnica MLPA 
(MRC-Holland, Países Bajos) puede identificar grandes dele-
ciones o duplicaciones de genes aun cuando estos defectos sean 
heterocigotos [24]. La mayoría de las grandes deleciones que 
se han identificado se han presentado en pacientes con EvW 

tipo 3; no obstante, también se han identificado grandes dele-
ciones dentro del marco de lectura en casos de EvW tipos 1 
y 2. Esta técnica, que puede adoptarse en todos los laborato-
rios que utilizan el método Sanger, permite la identificación 
de grandes deleciones o duplicaciones de uno o más exones.

Bases de datos en línea sobre FvW
Mutaciones patológicas identificadas en el FvW

Una base de datos en línea sobre el gene del FvW está dis-
ponible a través del Comité científico y de normalización, 
de la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia 
(ISTH por sus siglas en inglés), en la página Internet de la 
Universidad de Sheffield (http://www.vwf.group.shef.ac.uk/, 
consultada en noviembre de 2016). El listado de la mutación 
del FvW para la base de datos está hospedado en el portal de 
Bases de datos sobre variantes de factor de coagulación, de 
la Asociación Europea para la Hemofilia y Trastornos Afines 
(EAHAD por sus siglas en inglés) (https://grenada.lumc.
nl/LOVD2/VWF/home.php?select_db=VWF, consultado 
en noviembre de 2016). Cuando se descubren mutacio-
nes de cambio de sentido, sinónimas o en el sitio de corte y 
empalme, es particularmente importante verificar si ya han 
sido previamente identificadas en otros pacientes con EvW 
con un fenotipo similar, que apoyen el carácter patológico de 
la mutación. Se puede contribuir a estas bases de datos sobre 
EvW enviando las nuevas mutaciones identificadas junto con 
información sobre el fenotipo del paciente a la siguiente direc-
ción: https://grenada.lumc.nl/LOVD2/VWF/submit.php o 
http://www.eahad-db.org/index.php.

Variantes secuenciales identificadas en el FvW

Ahora existe una serie de bases de datos que enumera las 
SNV y su frecuencia dentro de algunos grupos poblaciona-
les diferentes. Entre éstas se cuentan la base de datos sobre 
polimorfismo de un solo nucleótido dbSNP (www.ncbi.nlm.
nih.gov/SNP); la base de datos de los 1,000 genomas (www.
1000genomes.org); la base de datos de Exome Aggregation 
Consortium, ExAC (http://exac.broadinstitute.org) y el servi-
dor Exome Variant, EVS (http://evs.gs.washington.edu/EVS), 
consultadas en noviembre de 2016. ExAC es particularmente 
útil ya que lista variantes secuenciales en aproximadamente 
60,000 individuos de varias poblaciones diferentes. La posición 
de la SNV del FvW debe tomarse en consideración durante el 
diseño de los oligonucleótidos que se utilizarán en cualquiera 
de las técnicas mencionadas anteriormente a fin de evitar una 
amplificación errónea. Estas bases de datos resultan útiles para 
verificar si la misma mutación de cambio de sentido, sinónima 
o candidata en el sitio de corte y empalme ya ha sido iden-
tificada en varios individuos sanos, lo que ayuda a excluir el 
carácter patológico de la variante identificada.

http://www.vwf.group.shef.ac.uk/
https://grenada.lumc.nl/LOVD2/VWF/home.php?select_db=VWF
https://grenada.lumc.nl/LOVD2/VWF/home.php?select_db=VWF
https://grenada.lumc.nl/LOVD2/VWF/submit.php
http://www.eahad-db.org/index.php


tools listed in Table 2. Tools should be selected that
rely on different types of algorithm to analyse poten-
tial pathogenicity. A minimum of about five tools
should be used to seek a consensus on likelihood of
pathogenicity or neutrality.

Molecular characterization of VWD patients

As previously mentioned, the role of molecular char-
acterization in the diagnosis of VWD is not essential if
the patients have been extensively investigated using
phenotype analysis. However, identifying the muta-
tions causing VWD can be useful for patients and
their families in cases where prenatal diagnosis is
required. In the following paragraphs, we report the
strategy that can be used to identify patients’ muta-
tions in subjects who have been fully characterized
using the phenotype assays.

Molecular characterization of types 1 and 3 VWD
patients

Once the patients’ diagnosis as VWD types 1 or 3 has
been undertaken using phenotypic methods, molecular
analysis can be performed. The approach of investi-
gating gene mutations causing types 1 and 3 is similar
since in contrast to VWD type 2, where the large
majority of mutations are located in exon 28 (see
Fig. 1), there is no particular area where mutations
are identified. The whole VWF coding region should
be investigated along with the intronic flanking
regions, the 50 and 30 untranslated regions and the
proximal VWF promoter. For VWD type 3, that seg-
regates as a recessive disease, both alleles may harbour
different mutations (compound heterozygous) or two
copies of the same mutation (homozygous). For VWD
type 1, that mainly segregates as a dominant disease,
only one allele is affected, although there are reports
regarding VWD type 1 due to compound heterozygous
mutations [22, 27]. In addition, the identification of
both mutations in VWD type 3 patients is possible in
almost all cases, whereas in VWD type 1 [27, 28],
mutations are not identified in almost 30% of the
investigated patients (mainly in those where the VWF:
Ag level is above 30 IU dL�1). Moreover, the muta-
tions identified in VWD type 3 are often clearly dis-
ease-causing mutations (nonsense, frame-shift and
large deletions), whereas in VWD type 1, missense
mutations often identified can only be considered can-
didate mutations due to the lack of firm evidence of
their causal effect. Figure 3 shows an algorithm for
molecular characterization in patients affected with
VWD types 1 and 3.

Prenatal diagnosis (PND) of VWD type 3

Compared with haemophilia, most patients with VWD
show relatively mild bleeding symptoms. Therefore,

Table 1. Splice site prediction. Software tools available to assess the likely

impact of a mutation on mRNA splicing.

Program name Web site address

Splicing Prediction

Module

http://www.interactive-biosoftware.com/doc/ala

mut-visual/2.6/splicing.html

MaxEntScan (50) http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxe

ntscan_scoreseq.html

MaxEntScan (30) http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxe

ntscan_scoreseq_acc.html

NNSplice (FruitFly) http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html

GeneSplicer http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplice

r/gene_spl.shtml

Human Splicing

Finder

http://www.umd.be/HSF3/

NetGene 2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/

MIT Splice Predictor http://genes.mit.edu/GENSCAN.html

Alternative Splice Site

Predictor

http://wangcomputing.com/assp/

Use at least three of the reported predictions tools to reach a consensus

result. Three of these prediction programs should agree, with a minimum

reduction of 10% in the efficiency of a splice site being necessary to con-

sider a deleterious effect on splicing.

Table 2. Amino acid prediction. Software tools available to assess the potential damaging effect on protein structure or function of a single nucleotide vari-

ant. The following programs are grouped dependent on type of tool. A minimum of about five tools, that rely on different types of algorithm, should be used.

Program name Type of tool Web site address

Domain Context Evolutionary Conservation http://pfam.xfam.org/

Domain Context Evolutionary Conservation http://www.uniprot.org/

SNPs&GO Machine-learning (SVM) http://snps.biofold.org/snps-and-go/

MutPred Supervised-learning http://mutpred.mutdb.org/

PMut Supervised-learning http://mmb.pcb.ub.es/pmut2017/analyses/new/

HANSA Supervised-learning http://www.cdfd.org.in/HANSA/

SNAP Supervised-learning https://rostlab.org/services/snap/

Align GVGD Sequence/evolutionary conservation http://agvgd.hci.utah.edu/

Panther Classification System Analysis Sequence/evolutionary conservation http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp

PROVEAN Sequence/evolutionary conservation http://provean.jcvi.org/genome_submit_2.php?species=human

SIFT Analysis Sequence/evolutionary conservation http://sift.bii.a-star.edu.sg/

MutationAssessor Sequence/evolutionary conservation http://mutationassessor.org/

PolyPhen2 Analysis Protein sequence and structure based http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

SNPs 3D Analysis Protein sequence and structure based http://www.snps3d.org/

Mutation Taster Protein sequence and structure based http://www.mutationtaster.org/

Effect according to Russell Severity of amino Acid Substitution http://www.russelllab.org/aas/
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Análisis in silico

Métodos genéticos recientemente desarrollados están empe-
zando a utilizarse en muchos laboratorios, lo cual permite 
el estudio molecular más amplio de muchas y diferentes 

enfermedades. La mayoría de estas herramientas de software 
puede utilizarse gratuitamente en línea y esto ha generado 
un rápido crecimiento en la detección de variaciones secuen-
ciales nuevas o poco comunes. El uso del análisis in silico 
representa una valiosa herramienta para determinar la pato-
genicidad pronosticada de variantes secuenciales exónicas e 
intrónicas dentro de un presupuesto y un marco de tiempo 
limitados [25] [26].

Software pronóstico del sitio de corte y empalme

Varias herramientas de software diferentes están disponibles 
para valorar el posible impacto de una mutación en el sitio 
de corte y empalme del ARNm; los ejemplos aparecen en el 
Cuadro 1. Se ha informado del uso de por lo menos tres de 
las herramientas pronósticas recomendadas a fin de lograr un 
resultado de consenso. Cuando los resultados no concuerdan 
deberían realizarse más pronósticos con el propósito de tra-
tar de llegar a un consenso.

Software pronóstico del aminoácido

El posible efecto dañino de una SNV en la estructura o fun-
ción proteica puede valorarse usando las herramientas in silico 
listadas en el Cuadro 2. Se deberían seleccionar herramien-
tas que utilicen diferentes tipos de algoritmos para analizar la 
posible patogenicidad. Debería utilizarse un mínimo de alre-
dedor de cinco herramientas en busca de un consenso sobre 
la posibilidad de patogenicidad o de neutralidad.

Cuadro 1. Pronóstico del sitio de corte y empalme. Herramientas de 
software disponibles para valorar el probable impacto de una mutación 
en el sitio de corte y empalme en el ARNm.

Nombre del programa Dirección de la página Internet

Splice Prediction Module http://www.interactive-biosoftware.com/doc/
alamut-visual/2.6/splicing.html 

MaxEntScan (5’) http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/
Xmaxentscan_scoreseq.html 

MaxEntScan (3’) http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/
Xmaxentscan_scoreseq_acc.html 

NNSplice (FruitFly) http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html 

GeneSplicer http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/
gene_spl.shtml

Human Splicing Finder http://www.umd.be/HSF3/

NetGene 2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/

MIT Splice Predictor http://genes.mit.edu/GENSCAN.html

Alternative Splice Site 
Predictor

http://wangcomputing.com/assp/

Utilice por lo menos tres de las herramientas pronósticas aquí reportadas 
para obtener un resultado de consenso. Tres de estos programas pronósti-
cos deberían concordar, siendo necesaria una reducción mínima de 10% 
en la eficiencia de un sitio de corte y empalme para considerar un efecto 
nocivo en el corte y empalme.

Cuadro 2. Pronóstico de aminoácido. Herramientas de software disponibles para valorar el posible efecto dañino en la estructura o función proteica 
de una variante de un solo nucleótido (SNV). Los siguientes programas están agrupados según el tipo de herramienta. Debería utilizarse un mínimo 
de cinco herramientas basadas en diferentes tipos de algoritmo.

Nombre del programa Tipo de herramienta Dirección de la página Internet

Domain Context Conservación evolutiva http://pfam.xfam.org/

Domain Context Conservación evolutiva http://www.uniprot.org/

SNPs&GO Aprendizaje automático (SVM) http://snps.biofold.org/snps-and-go/

MutPred Aprendizaje supervisado http://mutpred.mutdb.org/ 

PMut Aprendizaje supervisado http://mmb.pcb.ub.es/pmut2017/analyses/new/

HANSA Aprendizaje supervisado http://www.cdfd.org.in/HANSA/

SNAP Aprendizaje supervisado https://rostlab.org/services/snap/

Align GVGD Secuencia/conservación evolutiva http://agvgd.hci.utah.edu/

Panther Classification System Analysis Secuencia/conservación evolutiva http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp

PROVEAN Secuencia/conservación evolutiva http://provean.jcvi.org/genome_submit_2.php?species=human

SIFT Analysis Secuencia/conservación evolutiva http://sift.bii.a-star.edu.sg/

MutationAssessor Secuencia/conservación evolutiva http://mutationassessor.org/

PolyPhen2 Analysis Secuencia proteica y basado en la estructura http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

SNPs 3D Analysis Secuencia proteica y basado en la estructura http://www.snps3d.org/

Mutation Taster Secuencia proteica y basado en la estructura http://www.mutationtaster.org/

Effect according to Russell Gravedad de la sustitución del aminoácido http://www.russelllab.org/aas/

http://www.interactive-biosoftware.com/doc/alamut-visual/2.6/splicing.html
http://www.interactive-biosoftware.com/doc/alamut-visual/2.6/splicing.html
http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html
http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html
http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq_acc.html
http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq_acc.html
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml
http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml
http://snps.biofold.org/snps-and-go/
http://mutpred.mutdb.org/
http://www.cdfd.org.in/HANSA/
http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp
http://provean.jcvi.org/genome_submit_2.php?species=human
http://mutationassessor.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://www.snps3d.org/
http://www.mutationtaster.org/
http://www.russelllab.org/aas/


PND is not usually required, except for occasional type
2 cases and VWD type 3 families with a severe clinical
history. PND is mainly required in cases where both
parents are already known to be carriers of VWD type
3, with gene defects identified in their first affected child
with severe bleeding symptoms. In the past, PND was
performed using PCR of short tandem repeats (STR) in
VWF [29]. To detect the gene mutations, the above
mentioned sequencing and dosage analysis techniques
can be used. For known mutations, sequence analysis is
the first method of choice, whereas if the gene

mutations are not known, NGS and if necessary, MLPA
can be used [21, 24].

Molecular characterization of VWD type 2 patients

Differently to VWD types 1 and 3, the molecular
diagnosis of type 2 variants can be performed in many
laboratories. Characterization of VWD type 2 muta-
tions does not require the study of the whole VWF
gene, but only the evaluation of the exons encoding
the specific functional domain(s) identified using the

Fig. 2. A schematic representation of NGS analysis of the VWF as performed for the von Willebrand disease (VWD) patients by Batlle et al. [21]. Phase I:

Library preparation was achieved using 61 pairs of primers to cover 1300 bp of the promoter region, the 52 VWF exons (including exon/intron boundaries)

and 50 and 30 untranslated regions. The newly synthesized double-stranded DNA obtained from the first polymerase chain reaction (PCR) was used as tem-

plate in a second PCR. A new set of primers containing adapters for the NGS platform and a different index sequence for each sample were used in the second

PCR in order to obtain the DNA library. Phase II: Library DNA is loaded into a flow cell in a MiSeq Desktop Sequencer (Illumina, San Diego, CA, USA) and

clonal amplification is obtained by bridge PCR. DNA single-strand fragments hybridized to linkers, through the sequence adapters, first with one end (a) and

then with both ends and a bridge is formed (b). Isothermal extension is then initiated from the double-stranded ends of the bridge generating a complementary

strand that is covalently attached to the linker (c). Double strand DNA denaturation causes displacement of original library DNA single strand (d). Repetition

of steps (b) to (e) forms a cluster of clonally expanded sequences of single-strand copies with either forward and reverse sequences (f). All reverse (or forward)

single-strand DNA fragments are removed by cleavage so that in each cluster, all the molecules are identical (g) and ready to be sequenced. Phase III: Sequenc-

ing by synthesis. Sequence primers (blue) are added to the flow cell and hybridized to single stranded DNA (a). Primers are washed away and labelled/chemi-

cally modified nucleotides are added. Only a single nucleotide is incorporated in each cluster since the modified nucleotide cannot be extended (b). After

washing of the flow cell and excitation of the incorporated labelled nucleotides, the emitted light is captured as an image identifying which of the four nucleo-

tides have been incorporated in each cluster (c). In order to repeat this process the incorporated nucleotide is chemically unblocked and the labelled group

removed (d). Repetition of steps (b) to (d) allows the progression of the sequencing reaction within each cluster.
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Figura 2. Representación esquemática del análisis NGS del FvW, como lo realizan Batlle et al. [21] para pacientes con EvW.

Fase I) La preparación de la genoteca se obtuvo usando 61 pares de oligonucleótidos primers para cubrir 1,300 bp de la región promotora, los 52 exo-
nes del FvW (incluyendo fronteras exón/intrón) y las regiones no traducidas 5’ y 3’. La nueva síntesis de ADN de doble hebra obtenida a partir de la 
primera reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizó como plantilla en una segunda PCR. En la segunda PCR se utilizó un nuevo conjunto de 
cebadores que contenía adaptadores para la plataforma NGS y un índice secuencial diferente para cada muestra, con el propósito de obtener la geno-
teca de ADN. Fase II) La genoteca de ADN se carga a una célula de flujo en un secuenciador de escritorio MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE.UU.) 
y la amplificación de clones se obtiene mediante una PCR tipo puente. Se forman fragmentos de ADN de una sola hebra hibridizados a acopladores 
(linkers), a través de los adaptadores de secuencia, primero con un extremo (a) y después con ambos extremos y se forma un puente (b). Enseguida 
se inicia la elongación isotérmica a partir de los extremos de doble hebra del puente, con lo que se genera una hebra complementaria que se fija de 
manera covalente al acoplador (c). La desnaturalización del ADN de doble hebra provoca el desplazamiento de la genoteca original de ADN de una 
sola hebra (d). La repetición de los pasos (b) a (e) forma una colonia o conglomerado (cluster) de secuencias clonalmente ampliadas de copias de una 
sola hebra, con secuencias ya sea directas e inversas (f). Todos los fragmentos de ADN de una sola hebra inversos (o directos) se eliminan mediante 
escisión, de manera que en cada conglomerado todas las moléculas sean idénticas (g) y estén listas para la secuenciación. Fase III) Secuenciación por 
síntesis. Se agregan primers de secuencia (azules) a la célula de flujo y se hibridizan a ADN de una sola hebra (a). Se lavan los primers y se agregan 
nucleótidos etiquetados/químicamente modificados. Solamente se incorpora un solo nucleótido a cada conglomerado dado que el nucleótido modi-
ficado no puede alongarse (b). Después del lavado de la célula de flujo y la excitación de los nucleótidos etiquetados incorporados, la luz emitida es 
capturada en una imagen que identifica cuáles de los cuatro nucleótidos han sido incorporados en cada conglomerado (c). Para repetir este proceso, 
el nucleótido incorporado es desbloqueado químicamente y se retira el grupo etiquetado (d). La repetición de los pasos (b) a (d) permite la progre-
sión de la reacción secuenciadora en cada conglomerado.



Fig. 3. The algorithm of molecular characterization of VWD types 1 and 3 patients. VWD, von Willebrand disease; MLPA, Multiplex Ligation-dependent

Probe Amplification; SNV, single nucleotide variant; rVWF, recombinant von Willebrand factor.
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Figura 3. Algoritmo de caracterización molecular de pacientes con enfermedad de von Willebrand tipos 1 y 3.

VWD: Enfermedad de von Willebrand; MLPA: método de amplificación de sondas dependiente de ligandos múltiples; SNV: variante de un solo nucleó-
tido; rVWF, Factor von Willebrand recombinante



phenotypic approach. This strategy can be applied to
all type 2 VWD (2A, 2B, 2M and 2N), although the
evaluation of type 2A can be more complex due to
the involvement of different functional domains impli-
cated in the phenotype of these patients (see Fig. 1).
In VWD type 2B that segregates as dominant dis-

ease, only one mutation is expected. These mutations
lie in the A1 domain, between p.Glu1260 and
p.Gly1479 and are associated with spontaneous bind-
ing of VWF to the platelet GPIba receptor (RIPA
<0.7 mg mL�1). To identify this defect, only the inves-
tigation of the 50 portion of exon 28 is necessary.
Therefore, one simple PCR, followed by sequence
analysis can be used to identify the causative muta-
tion. If no mutation is identified in the VWF A1
domain, in spite of a clearly enhanced RIPA result
obtained from patient’s platelet-rich plasma, direct
sequencing analysis of the GP1BA is necessary.
Pseudo-VWD, also known as platelet-type VWD, is

due to missense mutations or an in-frame deletion in
exon 2 of the GP1BA. Missense variants (between
p.Trp246 and p.Asp265) and an in-frame deletion; a
27-bp in-frame deletion Pro449_Ser457del
(1345_1371del27) [30], cause GPIba to spontaneously
bind to VWF resulting, as for VWD type 2B, in
enhanced RIPA [31].
VWD type 2M also segregates as dominant disease.

The missense mutations are more commonly located in
the A1 domain. These defects are associated with
reduced capacity of VWF to bind GPIba receptor
(VWF:RCo/VWF:Ag <0.6). Therefore, to identify these
defects, only the investigation of the 50 portion of exon
28 is necessary, similarly to VWD type 2B variants.
However, collagen-binding defects are also seen in
VWD type 2M (VWF:CB/VWF:Ag <0.6) [32, 33]. In
this case, the majority of mutations are located in the
A3 domain, and exons 29–32 should be investigated. A
small proportion of A1 domain mutations result from
collagen types IV or VI binding defects [34].
VWD type 2N segregates as a recessive disease;

therefore, both alleles are expected to be mutated (ei-
ther as compound heterozygous or homozygous muta-
tions). Homozygous mutations may be found in
patients from the consanguineous partnerships, but
also in European populations due to the high preva-
lence of the p.Arg854Gln mutation, often found in the
homozygous form. Compound heterozygotes usually

have a combination of a type 2N mutation with types
1 or 3 VWF defect. Mutations affecting binding of
VWF to FVIII (VWF:FVIIIB) have been identified
mainly in the first 272 amino acid residues of the
mature subunit (domain D0 and a portion of D3,
encoded by exons 17–25), although mutations up to
exon 26 have been reported to have mildly reduced
VWF:FVIIIB. Therefore, in this VWD type, identifica-
tion of the mutations responsible for decreased VWF:
FVIIIB can be done by evaluating a relatively short
region of VWF. However, for patients who are
heterozygous for a type 2N missense mutation, identi-
fication of the second defect, requires the same
approach used for VWD types 1 and 3 patients.
VWD type 2A patients have a heterogeneous group

of mutations located in different VWF functional
domains. All these mutations affect to different
extents, the VWF multimer size; therefore, these
patients present a variable loss of high molecular
weight (HMW) multimers.
The most common form of VWD type 2A segre-

gates as dominant disease and the variants are located
in the A2 domain, which contains the ADAMTS13
cleavage site. These variants, identified in the previous
VWD classification as IIA [35], are characterized by
the loss of high and intermediate sized multimers,
associated with enhancement of the triplet bands due
to increased susceptibility to ADAMTS13 proteolysis.
Therefore, to identify these defects, only the investiga-
tion of the 30 portion of exon 28 is necessary.
The second most common form of type 2A VWD

segregates as dominant disease and the variants are
located in the D3 domain, which plays an important
role in VWF multimerization. These variants, identi-
fied in the previous VWD classification as IIE [36], are
characterized by a modest loss of HMW multimers,
associated with the absence of satellite triplet bands
due to reduced susceptibility to ADAMTS13 proteoly-
sis. Therefore, to identify these defects, only the inves-
tigation of exons 22, 25–27 and the 50 end of exon 28
is necessary [37, 38].
A rare form of VWD type 2A that also segregates

as dominant disease is due to variants located in the
CK domain, which plays an important role in VWF
dimerization. These variants, identified in the previ-
ous VWD classification as IID [39], are characterized
by the loss of HMW multimers, associated with the

Table 3. A strategy to identify the molecular defects in biochemically characterized type 2 VWD patients using PCR and Sanger sequencing.

VWD type 2A(IIA) 2A(IIE) 2A*(IIC) 2A(IID) 2B 2M 2M(CB) 2N*

Domain A2 D3 D1-D2 CK A1 A1 A3 D0-D3

Exon 30 portion
of 28

22, 25–27 and 50

portion of 28

2–17 51–52 50 portion
of 28

50 portion
of 28

29–32 17–25

Each VWD type 2 variant results from sequence changes localized in a specific VWF functional domain. Although, some exceptions to this model have

been reported, the large majority of the variants identified fit well with this pattern.

Recessive variants (*) are present in either the homozygous or compound heterozygous form. In the latter, it is likely that only the missense variant is responsi-

ble for patient type 2 phenotype, whereas the second defect may result in a null allele. Only the missense variant may be identified using this approach and the

recognition of the second variant will require evaluation of the entire VWF coding sequence.
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Caracterización molecular de pacientes con 
EvW

Como se mencionó anteriormente, el papel de la carac-
terización molecular en el diagnóstico de la EvW no es 
indispensable si los pacientes han sido ampliamente inves-
tigados mediante el análisis de fenotipo. No obstante, la 
identificación de las mutaciones causantes de la EvW puede 
ser útil para pacientes y sus familiares en casos en los que se 
requiere un diagnóstico prenatal. En los siguientes párrafos 
informamos sobre la estrategia que puede utilizarse a fin de 
identificar las mutaciones en los pacientes que han sido total-
mente caracterizados mediante los ensayos de fenotipo.

Caracterización molecular de pacientes con EvW tipos 
1 y 3

El análisis molecular puede realizarse después de que los 
pacientes hayan sido diagnosticados con EvW tipos 1 ó 3 
usando métodos fenotípicos. El método para investigar las 
mutaciones genéticas causantes de los tipos 1 y 3 es similar 
dado que –en comparación con el tipo 2, en el que la gran 
mayoría de las mutaciones se ubica en el exón 28 (véase la 
Figura 1)– no existe una zona particular donde se hayan iden-
tificado las mutaciones. Debería investigarse toda la región 
codificante del FvW junto con las regiones intrónicas que la 
flanquean, las regiones 5’ y 3’ no traducidas y el promotor 
proximal del FvW. En el caso de la EvW tipo 3, que se segrega 
como trastorno recesivo, ambos alelos podrían albergar muta-
ciones diferentes (heterocigotas compuestas) o dos copias de 
la misma mutación (homocigota). En el caso de la EvW tipo 
1, que principalmente se segrega como trastorno dominante, 
solamente un alelo está afectado, a pesar de que hay informes 
de EvW tipo 1 debida a mutaciones heterocigotas compuestas 
[22,27]. Asimismo, la identificación de ambas mutaciones en 
pacientes con EvW tipo 3 es posible en casi todos los casos, 
mientras que en la EvW tipo 1 [27,28] no se identifican las 
mutaciones en cerca del 30% de los pacientes investigados 
(principalmente en aquellos en los que el nivel de FvW:Ag 
es mayor a 30 IU/dL). Además, las mutaciones identificadas 
en casos de EvW tipo 3 con frecuencia son mutaciones (de 
cambio de sentido, de cambio de marco de lectura y grandes 

deleciones) que evidentemente provocan trastornos, mientras 
que en la EvW tipo 1, las mutaciones de cambio de sentido a 
menudo identificadas solo pueden ser consideradas mutacio-
nes candidatas debido a la falta de pruebas sólidas de su efecto 
causal. La Figura 3 muestra un algoritmo para la caracteriza-
ción molecular en pacientes con EvW tipos 1 y 3.

Diagnóstico prenatal (DPN) de la EvW tipo 3

En comparación con la hemofilia, la mayoría de los pacientes 
con EvW presentan síntomas hemorrágicos relativamente leves. 
Por lo tanto, el DPN generalmente no es necesario, excepto 
para los casos ocasionales de tipo 2, y de familias con EvW 
tipo 3 con un historial clínico grave. El DPN se requiere prin-
cipalmente en casos en los que ambos padres ya saben que 
son portadores del tipo 3 de la EvW, con defectos genéticos 
identificados en su primer hijo afectado con síntomas hemo-
rrágicos graves. Anteriormente, el DPN se realizaba usando 
PCR de repeticiones cortas en tándem en el FvW [29]. Para 
detectar las mutaciones genéticas pueden usarse las técnicas 
de secuenciación y análisis de dosificación arriba menciona-
das. Para las mutaciones conocidas, el análisis secuencial es 
el método predilecto; mientras que si no se conocieran las 
mutaciones genéticas pueden usarse los métodos NGS y, en 
caso necesario, MLPA [21] [24].

Caracterización molecular de pacientes con EvW tipo 2

A diferencia de los tipos 1 y 3 de la EvW, el diagnóstico mole-
cular de las variantes del tipo 2 puede realizarse en muchos 
laboratorios. La caracterización de las mutaciones de la EvW 
tipo 2 no requiere el estudio de todo el gene del FvW, sino 
solamente la valoración de los exones que codifican el(los) 
dominio(s) funcional(es) específico(s) identificado(s) usando 
el método fenotípico. Esta estrategia puede aplicarse a todas 
las variantes del tipo 2 de la EvW (2A, 2B, 2M y 2N), si bien 
la valoración del tipo 2A puede resultar más compleja debido 
a la participación de diferentes dominios funcionales impli-
cados en el fenotipo de estos pacientes (véase la Figura 1).

En la EvW tipo 2B, que se segrega como trastorno domi-
nante, solo se espera una mutación. Estas mutaciones se 
encuentran en el dominio A1, entre p.Glu1260 y p.Gly1479, 

Cuadro 3. Una estrategia para identificar los defectos moleculares en pacientes con EvW tipo 2 caracterizados bioquímicamente, utilizando métodos 
de secuenciación de RCP y de Sanger.

Tipo de EvW 2A(IIA) 2A(IIE) 2A*(IIC) 2A(IID) 2B 2M 2M(CB) 2N*

Dominio A2 D3 D1-D2 CK A1 A1 A3 D’-D3

Exón(es) extremo  
3’ del 28

22, 25-27 y 
extremo 5’ del 28

2-17 51-52 extremo  
5’ del 28

extremo  
5’ del 28

29-32 17-25

Cada variante de la EvW tipo 2 surge de cambios secuenciales ubicados en un dominio funcional específico del FvW. Aunque se han reportado algu-
nas excepciones a este modelo, la gran mayoría de las variantes identificadas encaja bien en este patrón. Las variantes recesivas (*) están presentes ya 
sea en forma homocigota o heterocigota compuesta. En este último caso es probable que solamente la variante de cambio de sentido sea la responsable 
del fenotipo de tipo 2 del paciente, mientras que el segundo defecto podría dar lugar a un alelo nulo. Solamente la variante de cambio de sentido puede 
identificarse usando este método, y el reconocimiento de la segunda variante requerirá la evaluación de toda la secuencia de codificación del FvW.



presence of ‘odd’ band sizes in the intermediate reso-
lution multimer analysis. Therefore, to identify these
defects, investigation of only exons 51–52 is neces-
sary [39].
A further rare form of VWD type 2A that segregates

as a recessive disease, is due to variants located in the
D1-D2 domains (propeptide) which play an important
role in VWF multimerization. The patients can be
homozygous for a mutation in the D1 or D2 domains
or compound heterozygous with a second defect else-
where in VWF. These variants, identified in the previ-
ous VWD classification as IIC [36], are characterized
by the loss of high and intermediate molecular size mul-
timers associated with the absence of the satellite triplet
bands due to reduced susceptibility to ADAMTS13 pro-
teolysis. Therefore, to identify these defects, the investi-
gation of exons 2–17 should be performed, although to
date, mutations have been identified in the D1 domain,
exons 6–7 and in exons 11–15 [40].
The above strategy to molecularly characterize the

type 2 VWF variants is summarized in Table 3.

Conclusion

VWD diagnosis can be achieved through both genetic
analysis and phenotypic characterization of VWF.

Sanger sequence analysis or NGS can identify muta-
tions in most type 3 and 2 patients, but other aetiol-
ogy than VWF defects may contribute to reduced
VWF levels in one-third of type 1 VWD patients, since
30% of patients remain without mutations in the
VWF protein coding sequence. Increasing use of NGS
combined with dosage analysis derived from the NGS
data will facilitate more complete analysis of VWF for
mutations.
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y están relacionadas con la unión espontánea del FvW al recep-
tor plaquetario GPIbα (RIPA <0.7 mg/ml). Para identificar este 
defecto solo se necesita la investigación del extremo 5’ del exón 
28. Por lo tanto, para identificar la mutación causante puede 
utilizarse un análisis de PCR simple, seguido de un análisis 
secuencial. Si no se identificara mutación alguna en el domi-
nio A1 del FvW, a pesar de un claro aumento del ensayo RIPA 
obtenido del plasma rico en plaquetas del paciente, será nece-
sario el análisis de secuenciación directa del GP1BA.

La pseudo-EvW, también conocida como EvW tipo pla-
quetario, se debe a mutaciones de cambio de sentido o a una 
deleción de marco de lectura en el exón 2 del GP1BA. Variantes 
de cambio de sentido (entre p.Trp246 y p.Asp265) y una dele-
ción dentro del marco; una deleción de marco de lectura de 
27-bp Pro449_Ser457del (1345_1371del27) [30] ocasiona que 
el GPIbα se una espontáneamente al FvW generando, como en 
el caso de la EvW tipo 2B, un ensayo RIPA aumentado [31].

La EvW tipo 2M también se segrega como trastorno domi-
nante. Las mutaciones de cambio de sentido se localizan más 
comúnmente en el dominio A1. Estos defectos están relacio-
nados con una disminución de la capacidad del FvW para 
unirse al receptor GPIbα (FvW:RCo/FvW:Ag <0.6). Por ende, 
para identificar estos defectos solo es necesaria la investigación 
del extremo 5’ del exón 28, de manera similar al caso de las 
variantes de la EvW tipo 2B. No obstante, en la EvW tipo 2M 
también se observan defectos de unión al colágeno (FvW:CB/
FvW:Ag <0.6) [32,33]. En este caso, la mayoría de las muta-
ciones se ubica en el domino A3, y deberían investigarse los 
exones 29-32. Una pequeña proporción de las mutaciones en 
el dominio A1 es causada por defectos de unión al colágeno 
tipos IV o VI [34].

La EvW tipo 2N se segrega como trastorno recesivo, por 
lo que es de esperarse que ambos alelos presenten mutaciones 
(ya sean heterocigotas compuestas u homocigotas). Las muta-
ciones homocigotas pueden encontrarse en pacientes nacidos 
de relaciones consanguíneas, pero también en poblaciones 
europeas debido a la elevada prevalencia de la mutación p.Ar-
g854Gln, que con frecuencia se presenta en forma homocigota. 
Las mutaciones heterocigotas compuestas generalmente pre-
sentan una combinación de mutación tipo 2N con un defecto 
tipo 1 ó 3 en el FvW. Las mutaciones que afectan la unión del 
FvW al FVIII (FvW:FVIIIB) se han identificado principalmente 
en los primeros 272 residuos aminoácidos de la subunidad 
madura (dominio D’ y una parte del D3, codificados por los 
exones 17-25), aunque se ha informado que mutaciones hasta 
el exón 26 presentan una unión FvW:FVIIIB ligeramente 
reducida. Por ende, en este tipo de EvW, la identificación de 
las mutaciones responsables del decremento en la unión del 
FvW:FVIIIB puede realizarse evaluando una región relativa-
mente pequeña del FvW. No obstante, en el caso de pacientes 
que son heterocigotas para una mutación de cambio de sen-
tido tipo 2N, la identificación del segundo defecto requiere 
el mismo método usado en pacientes con EvW tipos 1 y 3.

Los pacientes con EvW tipo 2A presentan un grupo hete-
rogéneo de mutaciones ubicadas en diferentes dominios 
funcionales del FvW. Todas estas mutaciones afectan en dife-
rente medida el tamaño del multímero del FvW, por lo que 
estos pacientes presentan una pérdida variable de multíme-
ros de alto peso molecular (APM). 

La forma más común de EvW tipo 2A se segrega como tras-
torno dominante y las variantes se ubican en el dominio A2, 
en el que se encuentra el sitio de escisión para ADAMTS13. 
Estas variantes, identificadas en la anterior clasificación de la 
EvW como IIA [35], se caracterizan por la pérdida de mul-
tímeros de tamaños grande y mediano, relacionada con el 
aumento de bandas de tripletes debido a una mayor suscep-
tibilidad a la acción proteolítica de ADAMTS13. Por lo tanto, 
para identificar estos defectos solo se necesita investigar el 
extremo 3’ del exón 28.

La segunda forma más común del tipo 2A de la EvW se 
segrega como trastorno dominante, y las variantes se ubican 
en el dominio D3, el cual desempeña un papel importante en 
la mutimerización del FvW. Esta variantes, identificadas en 
la anterior clasificación de la EvW como IIE [36], se carac-
terizan por una modesta pérdida de multímeros de APM, 
relacionada con la ausencia de bandas de tripletes satélites 
debido a una menor susceptibilidad a la acción proteolítica 
de ADAMTS13. Por lo tanto, para identificar estos defectos 
solo se necesita investigar los exones 22, 25-27 y el extremo 
5’ del exón 28 [37,38].

Una forma poco común de la EvW tipo 2A que también se 
segrega como trastorno dominante se debe a variantes ubica-
das en el dominio CK, que desempeña un papel importante 
en la dimerización del FvW. Estas variantes, identificadas en 
la anterior clasificación de la EvW como IID [39], se caracte-
rizan por la pérdida de multímeros de APM, relacionada con 
la presencia de bandas de tamaños “impares” en el análisis de 
multímeros de resolución intermedia. Por lo tanto, para iden-
tificar estos defectos solo se requiere la investigación de los 
exones 51-52 [39].

Una forma todavía menos común de la EvW tipo 2A, que 
se segrega como trastorno recesivo, se debe a variantes ubica-
das en los dominios D1-D2 (propéptidos) que desempeñan un 
papel importante en la multimerización del FvW. Las mutacio-
nes de los pacientes pueden ser homocigotas en los dominios 
D1 o D2, o heterocigotas compuestas con un segundo defecto 
en alguna otra parte del FvW. Estas variantes, identificadas en 
la anterior clasificación de la EvW como IIC [36], se carac-
terizan por la pérdida de multímeros de tamaños grande y 
mediano, relacionada con la ausencia de bandas de triple-
tes satélites debida a una menor susceptibilidad a la acción 
proteolítica de ADAMTS13. Por ende, para identificar estos 
defectos deberían investigarse los exones 2-17, si bien hasta 
la fecha se han identificado mutaciones en el dominio D1, en 
los exones 6-7 y en los exones 11-15 [40].

La anterior estrategia para caracterizar molecularmente 
las variantes del tipo 2 de la EvW se resume en el Cuadro 3.
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Conclusión

El diagnóstico de la EvW puede lograrse tanto mediante aná-
lisis genético como por caracterización fenotípica del FvW. El 
método Sanger de análisis secuencial o la NGS pueden identifi-
car mutaciones en la mayoría de los pacientes con enfermedad 
de tipos 3 y 2, pero etiologías diferentes a los defectos del FvW 
pueden contribuir a niveles reducidos de FvW en un tercio 
de los pacientes con EvW tipo 1, dado que 30% de los pacien-
tes permanece sin mutaciones en la secuencia de codificación 
de la proteína de FvW. El incremento en el uso de la NGS, en 
combinación con el análisis de dosificación derivado de los 
datos de la NGS facilitará un análisis más completo del FvW 
para detectar mutaciones.
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presence of ‘odd’ band sizes in the intermediate reso-
lution multimer analysis. Therefore, to identify these
defects, investigation of only exons 51–52 is neces-
sary [39].
A further rare form of VWD type 2A that segregates

as a recessive disease, is due to variants located in the
D1-D2 domains (propeptide) which play an important
role in VWF multimerization. The patients can be
homozygous for a mutation in the D1 or D2 domains
or compound heterozygous with a second defect else-
where in VWF. These variants, identified in the previ-
ous VWD classification as IIC [36], are characterized
by the loss of high and intermediate molecular size mul-
timers associated with the absence of the satellite triplet
bands due to reduced susceptibility to ADAMTS13 pro-
teolysis. Therefore, to identify these defects, the investi-
gation of exons 2–17 should be performed, although to
date, mutations have been identified in the D1 domain,
exons 6–7 and in exons 11–15 [40].
The above strategy to molecularly characterize the

type 2 VWF variants is summarized in Table 3.

Conclusion

VWD diagnosis can be achieved through both genetic
analysis and phenotypic characterization of VWF.

Sanger sequence analysis or NGS can identify muta-
tions in most type 3 and 2 patients, but other aetiol-
ogy than VWF defects may contribute to reduced
VWF levels in one-third of type 1 VWD patients, since
30% of patients remain without mutations in the
VWF protein coding sequence. Increasing use of NGS
combined with dosage analysis derived from the NGS
data will facilitate more complete analysis of VWF for
mutations.
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