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Diagnostyka laboratoryjna choroby von Willebranda

Laboratory diagnosis of von Willebrand disease
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Streszczenie

Choroba von Willebranda (vWD) jest najczestszq wrodzong skazq krwotoczng. W pracy przed-
stawiono algorytm postepowania diagnostycznego w vWD.

Ponadto omowiono poszczegolne testy laboratoryjne stosowane w rozpoznawaniu i klasyfiko-

waniu typow 1 podtypow vWD.
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Summary
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Von Willebrand disease (VWD) is the most common inherited bleeding disorder. The paper
presents the diagnostic algorithm of vWD. It also discusses the various laboratory assays used
in the diagnosis and classification of types and subtypes of vWD.
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Choroba von Willebranda (VWD, von Willebrand
disease) jest najczestsza wrodzona skaza krwotoczna,
wystepujaca z czestoScig okolo 0,1% w ogblnej po-
pulacji. Podiozem choroby jest niedobor lub uposle-
dzenie funkcji glikoproteiny osocza zwanej czynni-
kiem von Willebranda (VWF, von Willebrand factor).
Biatko to wystepuje w osoczu w postaci wielkocza-
steczkowych struktur, tak zwanych multimerow,
ktorych masa czasteczkowa zawiera sie w przedzia-
le od 500 (1 dimer) do nawet 20 000 kDa (40 dime-
row). Synteza vWF odbywa sie giownie w megaka-
riocytach 1 komoérkach §rodbtonka. Czes¢ puli po-
wstalego vWF jest uwalniana do osocza, gdzie krazy
w kompleksie z czynnikiem VIII (FVIIL factor VIII),
za$ czeS¢ jest magazynowana w cialkach Weibel-Pa-
lade’a komorek Srodbtonka 1 w ziarnisto$ciach a ply-
tek. Do uwalniania rezerw tkankowych vWF docho-
dzi na przyktad pod wplywem trombiny 1 desmopre-
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syny (DDAVP, deamino-D-arginine-vasopressin). Za-
daniem vWF w procesie hemostazy pierwotnej jest
udziat w adhezji plytek krwi poprzez wigzanie ich
glikoproteiny (GP) Ib do uszkodzonego Srodblonka.
Rola vVWF w hemostazie wtornej polega na wigzaniu
FVIII (1-2 czasteczki FVIII na 50 dimerow vWF),
ktory w kompleksie z vWF jest chroniony przed
przedwczesna proteolityczng degradacja w krwiobie-
gu przez aktywne biatko C.

Gen kodujacy vWF (VWF) jest zmapowany na
krotkim ramieniu chromosomu 12, stanowi 178 kb
genomowego DNA i zawiera 52 eksony oraz 51 ota-
czajacych je sekwencji intronowych [1]. Choroba
von Willebranda jest dziedziczona autosomalnie
dominujaco lub recesywnie (typ 2N, typ 3). W wy-
niku mutacji w genie VWF dochodzi do nieprawi-
dlowej syntezy bialka lub jest syntetyzowane bial-
ko nieprawidlowe.
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Podczas syntezy czasteczki vWF w pierwszym
etapie powstaje prekursor vWF (pre-pro-vWF)
o masie czasteczkowej okolo 300 kDa zawierajacy
2813 reszt aminokwasowych [2]. W sklad czasteczki
pre-pro-vWF wchodzi: 1) peptyd sygnalny (22 ami-
nokwasy), ulatwiajacy transport vWF do siateczki
wewnatrzplazmatycznej; 2) propeptyd (741 amino-
kwasow), ktorego glowna rolg jest sterowanie proce-
sem multimeryzacji oraz 3) monomer — jednostka
podstawowa vWF (2050 aminokwasow). W obrebie
czasteczki vVWF wyroznia sie 4 rodzaje domen: A,
B, C 1D, ktore pelnig wiele funkcji w hemostazie.
Fragment czasteczki vWF w N-koncowej czesci
zawierajacy domeny D1, D2, D’ 1 D3, to odcinek
odpowiedzialny za powstawanie multimerow vWE.
Domena D’ oraz cze§¢ domeny D3 jest miejscem
tworzenia kompleksu z FVIIL. Domena A3 oraz frag-
menty domen Al i A2 to rejony wiazace kolagen.
Ponadto giownym zadaniem domen Al i A2 jest
taczenie czasteczki vWF z receptorem GPIb plytek
krwi. Za§ w domenie C2 znajduje sie miejsce od-
dzialywan z plytkowym receptorem GPIIb/IIa.
W C-koncowej czesci czasteczki vVWF wystepuje re-
jon odpowiedzialny za dimeryzacje jednostek pod-
stawowych, do ktorej dochodzi wskutek tworzenia
na tym odcinku wigzan dwusiarczkowych. Podczas

potranslacyjnej modyfikacji zsyntetyzowanego biai-
ka od czasteczek pre-pro-vWF jest odszczepiany
peptyd sygnalny. Powstate czasteczki pro-vWF ule-
gaja dimeryzacji w retikulum endoplazmatycznym,
skad sa transportowane do aparatu Golgiego, gdzie
tworza struktury o coraz wiekszej masie czastecz-
kowej — multimery vWF. W hemostazie najwaz-
niejszg role odgrywaja multimery o wysokiej ma-
sie czasteczkowe] (HMWM, high molecular weight
multimers), poniewaz adhezja plytek nastepuje
gléwnie z ich udziatem. W transporcie FVIII biorg
udzial zaré6wno mate, jak i duze multimery.

W diagnostyce laboratoryjnej vVWD wykorzystu-
je sie testy laboratoryjne z 3 paneli: podstawowego
(przesiewowego), rozszerzonego oraz specjalistycz-
nego. O ile panel podstawowy obejmuje testy diagno-
styczne dostepne w wiekszosSci laboratoriow o pro-
filu koagulologicznym, o tyle panel rozszerzony,
a zwlaszcza panel specjalistyczny, obejmuja testy
dostepne wylacznie w specjalistycznych laborato-
riach hemostazy (ryc. 1).

W badaniach przesiewowych vWD w pierwszej
kolejno$ci wykonuje sie nastepujace testy labora-
toryjne: czas krwawienia (BT, bleeding time) lub
czas okluzji (CT, closure time) w analizatorze do
badania funkcji ptytek (PFA-100, platelet function

Panel podstawowy

* Czas krwawienia (BT) lub PFA-100
* APTT

e Aktywnosc¢ czynnika VIII (FVIII:C)
e Antygen VWF (VWF:Ag)

» Aktywnos¢ vWF (vVWF:RCo)

+ Liczba ptytek krwi

-

* RIPA

Panel rozszerzony

 Test wigzania kolagenu (VWF:CB, CBA)
 Test wigzania czynnika VIII (VWF:FVIII)

nikiem VIII

BT (bleeding time) — czas krwawienia; PFA (p/atelet function analyzer) — anali-
zator do badania funkcji ptytek; APTT (activated partial thromboplastin time) —
czas czes$ciowej tromboplastyny po aktywacji; FVIII:C (coagulation activity FVIII)
— aktywno$¢ koagulacyjna czynnika VIII; vVWF:Ag (vVWF antigen assay) — anty-
gen VWF; VWF:RCo (vWF ristocetin cofactor assay) — aktywnos$¢ kofaktora
rystocetyny VWF; RIPA (ristocetin induced platelet agglutination) — aglutynacja
ptytek indukowana rystocetyna; VWF:CB (col/lagen binding assay) — aktywnos$é
wigzania kolagenu vVWF; vVWF:FVIII (FVIIl binding assay) — wiazanie VWF z czyn-

Panel specjalistyczny
* Analiza multimeréw vWF
¢ Analiza genetyczna

Rycina 1. Algorytm postepowania diagnostycznego w chorobie von Willebranda (vWD)

Figure 1. Diagnostic algorithm in von Willebrand disease (VWD)
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analyzer), czas czeSciowej tromboplastyny po akty-
wacji (APTT, activated partial thromboplastin time)
oznaczenie aktywnos$ci FVIII, oznaczenie zawarto-
Sci antygenu 1 aktywnos$ci vWF, ponadto niezbed-
ne jest okreslenie liczby krwinek ptytkowych [3].
Zarowno BT jak i CT w PFA-100, to testy oceniaja-
ce sprawno$§¢ hemostazy pierwotnej. Jedng z po-
wszechnie stosowanych metod pomiaru BT jest me-
toda Ivy, ktora polega na nacieciu skory przedramie-
nia na wystandaryzowanga gteboko$¢ (np. 2,5 mm)
przy stalym ci$nieniu krwi (mankiet sfigmomano-
metru uciska ramie pod ciSnieniem 40 mm Hg). Wy-
plywajace z naciecia krople krwi sa zbierane za po-
moca bibuly filtracyjnej i dokonuje sie pomiaru cza-
su od momentu zranienia do ustania krwawienia.
Przyczynami przediuzenia BT s3: matoplytkowosé,
vWD oraz zaburzenia funkcji piytek, zar6wno wro-
dzone, na przykiad w przebiegu trombastenii Glan-
zmana, jak i nabyte, na przyklad w nastepstwie sto-
sowania lekow, takich jak kwas acetylosalicylowy
lub niesteroidowe leki przeciwzapalne. W ostatniej
dekadzie, w wielu laboratoriach pomiar BT zostat
zastapiony znacznie czulszym testem diagnostycz-
nym — CT w PFA-100 (Siemens, Niemcy). Test ten
jest okreSlany mianem globalnego testu pierwotnej
hemostazy [4]. W urzadzeniu PFA-100 jest imito-
wany proces hemostazy pierwotnej przebiegajacy
w warunkach iz vivo. Po uszkodzeniu naczynia
krwiono$nego dochodzi do odstoniecia wiokien ko-
lagenu, w wyniku czego aktywowane sg plytki krwi,
ktore przy udziale vVWF przylegaja do odsltonietej
warstwy podsrodblonkowej (adhezja). W kolejnej
fazie miedzy plytkami krwi tworza sie mostki fibry-
nogenowe (agregacja) i powstaje pierwotny czop he-
mostatyczny. Bardzo podobny proces zachodzi w te-
Scie PFA-100, gdzie krew peina pod wplywem pod-
ciSnienia jest aspirowana przez kapilare imitujaca
naczynie krwiono$ne o wysokim module $cinania.
Ptytki krwi napotykajg na swej drodze membrane,
w ktorej znajduje sie szczelina powleczona kolage-
nem i epinefryna lub kolagenem 1 adenozynodifosfo-
ranem (ADP). Kontakt plytek krwi z tymi agonista-
mi sprawia, ze dochodzi do ich aktywacji 1 wigzania
za poSrednictwem vWF do kolagenu na blonie, w wy-
niku czego powstaje czop plytkowy, ktory zamyka Swia-
tlo szczeliny (okluzja). Czas potrzebny do zamkniecia
otworu w membranie to czas okluzji (CT, closure time),
ktory stanowi wynik testu. Juz tagodna posta¢ vWD
moze wydtuzyé CT w teScie PFA-100 z epinefryna,
podczas gdy ciezkie defekty vWF powoduja wydluze-
nie CT zar6wno z epinefryna, jak 1 z ADP. Dlatego na
podstawie prawidlowego CT w PFA-100 w tescie z epi-
nefryng mozna wykluczy¢ ciezka posta¢ vWD, ciezka
matoptytkowosc¢ oraz ciezkie dysfunkcje plytek.

Czas czeSciowej tromboplastyny po aktywacji
(APTT) jest rutynowo wykonywanym przesiewo-
wym testem hemostazy. W badaniu tym po doda-
niu do osocza badanego odczynnika zawierajacego
aktywator i fosfolipidy, aktywowany jest wewnatrz-
pochodny tor krzepniecia. Czas czeSciowe] trombo-
plastyny po aktywacji to test oceniajacy sprawnos$é
hemostazy wtoérnej. Wynik tego czasu krzepniecia
zalezy w réznym stopniu od aktywno$ci czynnikow
krzepniecia toru wewnatrzpochodnego, w tym czyn-
nikoéw kontaktu (XTI, XI, wielkoczasteczkowego ki-
ninogenu i prekalikreiny), czynnika IX i czynnika
VIII, natomiast nie zalezy od zawarto$ci i aktywno-
$ci vWF, w zwiazku z tym prawidlowy wynik APTT
nie wyklucza defektu vVWF. NajczeSciej stosowang
metoda do oznaczania aktywno$ci FVIII w osoczu
(FVIIL:C, coagulation activity FVIII) jest metoda ko-
agulacyjna jednostopniowa, ktora jest oparta na
pomiarze APTT mieszaniny osocza badanego i 0so-
cza substratowego pozbawionego FVIII. Uzyskany
czas krzepniecia jest odnoszony do krzywej kalibra-
cyjnej 1 odwrotnie proporcjonalny do aktywno$ci
FVIII w badanej probce osocza. Zawarto$¢ antyge-
nu vWF (VWF:Ag; vWF antigen assay) w osoczu
mozna okresli¢ metoda immunoelektroforetyczna
badz immunofluorescencyjng (ELFA, enzyme linked
immunofluorescent assay). W metodzie immuno-
elektroforetycznej zwanej rakietkowa wedtug Lau-
rella, w wyniku przeprowadzenia rozdziatu elektro-
foretycznego w zelu agarozowym zawierajagcym mo-
nospecyficzne przeciwciala skierowane przeciwko
vWF, powstaja kompleksy immunologiczne majace
postac pikéw (,rakietek”), ktorych wysokosS¢ jest
wprost proporcjonalna do zawarto§ci antygenu
w badanej probce osocza. W metodzie ELFA anty-
gen vWF zawarty w osoczu tworzy immunologicz-
ne kompleksy z przeciwcialami skierowanymi prze-
ciwko vWF, a powstale kompleksy sa wykrywane
z uzyciem przeciwcial wyznakowanych fluorescen-
cyjnie. Intensywno$¢ emitowanego Swiecenia jest
rownowazna zawarto$ci antygenu badanego biatka
w probce osocza. Oznaczenie aktywnoSci kofakto-
ra rystocetyny VWF (VWF:RCo, vWF ristocetin co-
factor assay) pozwala na zroéznicowanie defektu ilo-
Sciowego od jakoSciowego vWEF. Ten istotny diagno-
stycznie test ocenia zdolno$¢ wigzania vVWF do GPIb
plytek krwi [5]. Badanie polega na dodaniu do ba-
danego osocza odczynnika zawierajacego stabilizo-
wane plytki krwi oraz rystocetyne. Rystocetyna jest
antybiotykiem uzyskiwanym z Nocardia lurida, kto-
ry indukuje wigzanie vVWF do plytek przez recep-
tor GPIb, co w efekcie powoduje ich aglutynacje.
W wyniku tych interakcji zmienia sie przepuszczal-
no$¢ $wiatta badanej mieszaniny, co jest rejestro-

www.jtm.viamedica.pl 105



Journal of Transfusion Medicine 2011, tom 4, nr 4

wane 1 odnoszone do krzywej kalibracyjnej przez
analizator. Aktywno$¢ kofaktora rystocetyny vWF
odzwierciedla zdolno§¢é vWF do aglutynacji stabili-
zowanych plytek krwi. Wynik testu jest wyrazony
jako j./dl lub procent normy. Ponadto waznym kry-
terium diagnostycznym w klasyfikacji vWD jest
wspoliczynnik vVWF:RCo/vWF:Ag, ktory umozliwia
odro6znienie typu 1 od typu 2 vWD. WartoS¢ wspol-
czynnika mniejsza niz 0,6-0,7 wskazuje na defekt
jakoSciowy vWF (typ 2 vWD), za$§ wspolczynnik
vWF:RCo/vWF:Ag wiekszy niz 0,6-0,7 Swiadczy ra-
czej o defekcie iloSciowym (typ 1 vWD).

Testy laboratoryjne panelu rozszerzonego
1 specjalistycznego umozliwiaja odpowiednie skla-
syfikowanie podtypoéw vWD badz, w przypadku ana-
lizy genetycznej, zidentyfikowanie mutacji spraw-
czej w genie VIWWF. Badaniem ukierunkowanym na
wykrycie typu 2B vWD lub typu plytkowego vWD
(PT-vWD; platelet type vWD; pseudo-vWD) jest test
aglutynacji plytek indukowanych rystocetyng
(RIPA, ristocetin induced platelet agglutination) [6].
Badanie to jest przeprowadzane w osoczu bogato-
plytkowym 1 umozliwia ocene zdolnoSci piytek do
aglutynacji pod wplywem niskiego stezenia rysto-
cetyny (np. 0,5 mg/ml). U zdrowej osoby dodanie
rystocetyny w niskim stezeniu nie powoduje aglu-
tynacji ptytek krwi, podczas gdy u chorych z typem
2B vWD lub z typem PT-vWD obserwuje sie ich
wzmozong aglutynacje. Roznica polega na tym, ze
w typie 2B vWD defekt wystepuje w domenie Al
czasteczki vWF, natomiast w postaci plytkowej
vWD defekt jest zlokalizowany w plytkowym recep-
torze GPIb. Poniewaz przyczyng wzmozonej aglu-
tynacji plytek u tych chorych jest zwiekszone po-
winowactwo vVWF lub GPIb plytek, niezbedne jest
zroznicowanie pseudo-vWD z zaburzeniem vWF.
W praktyce laboratoryjnej umozliwia to na przyktad
wykonanie testu z krioprecypitatem, bogatym
w prawidlowy vWF. Jezeli dodanie do badanego oso-
cza bogatoplytkowego krioprecypitatu nie powoduje
nadmiernej aglutynacji plytek — rzekoma postaé
vWD moze zostac¢ wykluczona. Test zdolnoS§ci wia-
zania kolagenu (VWF:CB; collagen binding assay) ma
charakter uzupelniajacy w diagnostyce vWD, jego
rola w procesie diagnostycznym vWD nie jest do-
ktadnie okreslona [7]. NajczeScie] wykorzystywang
metoda oznaczania VWF:CB jest metoda immuno-
enzymatyczna, jednak czuloS¢ tego testu zalezy
w duzym stopniu od pochodzenia i1 typu zastosowa-
nego kolagenu. Zdolno§¢ wigzania kolagenu przez
domene A3 vWF zalezy od wielkoSci multimerow
obecnych w osoczu, przy czym najlatwiej wigza sie
multimery o duzej masie czasteczkowej. Test
vWF:CB wykazuje duza czuloS§¢ w wykrywaniu ty-

pow 1, 3, 2A 1 2B vWD. Zdolno§¢ wiazania FVIII
przez vVWF (VWF:FVIIL; FVIII binding assay) jest
testem stosowanym przede wszystkim w diagnosty-
ce typu 2N vWD w celu zr6znicowania typu 2N vWD
z fagodna lub umiarkowang hemofilig A. W typie 2N
uposledzone jest wigzanie FVIII (defekt domeny D’
lub D3 vWF), co powoduje, ze FVIII nie jest chro-
niony przed proteoliza i jego okres biologicznego
poéltrwania jest znacznie skrocony. Zatem w typie
2N vWD, tak jak w hemofilii A, wystepuje jedynie
zmniejszona aktywnos$¢ FVIIIL. Wiazanie FVIII przez
vWF oznacza sie metoda immunoenzymatyczng
z zastosowaniem egzogennego FVIIL.

Analiza multimeréw vWF jest badaniem wyso-
kospecjalistycznym, ktore dostarcza informacji
o0 zawartoSci oraz proporcji poszczeg6lnych frakcji
multimer6w. Badanie to polega na elektroforetycz-
nym rozdziale frakcji multimerow vWF w zalezno-
§ci od ich masy czasteczkowej w zelu agarozowym
lub poliakrylamidowym w obecno$ci czynnika de-
naturujacego [8]. Uzyskane frakcje biatkowe sg na-
stepnie wykrywane technika Western Blotting, aich
detekcja odbywa sie na przyktad z uzyciem chemi-
luminescencji. U zdrowej osoby sg obecne wszyst-
kie frakcje multimerow, wsrod ktorych frakcja wy-
sokoczasteczkowych multimerow (HMWM, high
molecular weight multimers) wedruje najwolniej,
frakcja Srednioczasteczkowych multimerow (IMWM,
intermediate molecular weight multimers) nieco szyb-
ciej, a najszyhciej migruje frakcja niskoczasteczko-
wych multimerow (LMWM, low molecular weight
multimers). W typie 1 vWD wystepuja wszystkie
frakcje multimeréw, jednak w zmniejszonym steze-
niu. W typie 3 vWD stwierdza sie zwykle catkowity
brak multimeréw. Niedobor wielkoczasteczkowych
1 $rednioczasteczkowych multimeréw jest charakte-
rystyczny dla typu 2A vWD, u ktérego podloza lezy
albo zaburzona sekrecja HMWM z komorek Srod-
blonka, albo ich wzmozona proteoliza przez trzyna-
stego przedstawiciela rodziny metaloproteinaz
(ADAMTS13, disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin 1 repeats, 13). Zarowno w typie 2B
vWD, jak i w rzekomej postaci vWD obserwuje sie
zmniejszong zawartoS§¢ HMWM, co wynika z ich
zwiekszonej zdolno$ci do wiazania receptora GPIb
plytek krwi. W typach 2M 1 2N vWD stwierdza sie
prawidiowy rozktad multimeréw vWF.

Wyniki wybranych parametréw laboratoryj-
nych w poszczeg6lnych typach 1 podtypach vWD
zebrano w tabeli 1.

Analiza genetyczna vWD sprawia trudnosci,
gdyz gen VIWF jest duzy 1 polimorficzny [9, 10]. Ba-
dania genetyczne w vWD utrudnia takze obecnos$c
czeSciowego pseudogenu na chromosomie 22p.11-13,
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Tabela 1. Parametry laboratoryjne w chorobie von Willebranda (vWD)

Table 1. Laboratory parameters in von Willebrand disease (vWD)

Typ 1 Typ 3 Typ 2A Typ 2B Typ 2N Typ 2M PT-vWD
PLT N N N N lub | N N 1
PFA 100 t lub N T 0 1 N i 1
VWF:Ag il Brak ) ) Nlub | | lub N i
VWF:RCo ! Brak Vil Il N lub | Loy |
FVIII } lub N Vi N lub | N lub | Vi N N
Agregacja N brak | N lub | N | N
z rystocetyng
1,25 mg/ml
RIPA brak brak brak 11 brak brak (S
Multimery N Brak Brak Zmniejszony N N Zmniejszony
HMWM udziat udziat
oraz IMWM HMWM HMWM

N — w granicach normy; PLT (platelet count) — liczba ptytek krwi; HMWM (high molecular weight multimers) — wysokoczgsteczkowe multimery; IMWM
(intermediate molecular weight multimers) — $rednioczasteczkowe multimery; LMWM (low molecular weight multimers) — niskoczasteczkowe multimery;
PT-vWD (platelet type vWD) — typ ptytkowy vWD; RIPA (ristocertin induced plateled agglutination) — agutynacja ptytek indukowana rystocetyng; pozostate

skréty rozwinieto pod rycing 1

wysoce homologicznego z sekwencja eksonow
23-34 VWF. W diagnostyce molekularnej vWD wy-
korzystuje sie rozne techniki analizy genetycznej,
jednak metoda sekwencjowania DNA jest uznana za
,,zloty standard”[11]. Do tej pory wykryto ponad 300
réznych mutacji w genie VIWF. Mutacje powoduja-
ce typ 2 vWD sg zlokalizowane najczesciej w ekso-
nach 18-24 (typ 2N) oraz w eksonie 28 (typ 24, 2B,
2M), podczas gdy mutacje odpowiedzialne za typ 1
1 3 moga wystepowaC w obrebie calego genu. W
przeciwienstwie do typu 2 1 3 vWD, podloze mole-
kularne najczesciej wystepujacego typu 1 jest sla-
bo poznane. Typ 1 vWD charakteryzuje sie duza
heterogenno$cia, zarowno kliniczna, jak 1 gene-
tyczna, co odzwierciedla fakt, ze tylko w okoto 70%
przypadkow typu 1 vWD wykrywane sg mutacje
sprawcze w genie VIWF [12].

Odpowiednie sklasyfikowanie vWD pozwala
optymalnie leczy¢ te skaze krwotoczna [13]. Dla-
tego przedstawione w obecnej pracy zasady diagno-
styki laboratoryjnej vWD stanowig niezbedna wie-
dze w pracy diagnostow laboratoryjnych oraz leka-
rzy hematologow zajmujacych sie leczeniem
pacjentow z wrodzonymi skazami krwotocznymi.
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