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Streszczenie

Choroba von Willebranda (VWD) typu 2N jest to skaza krwotoczna, ktora dziedziczy sie au-
tosomalnie recesywnie 1 jest klinicznie podobna do tagodnej hemofilii A. W typie 2N VWD
zmniejszone powinowactwo czynnika von Willebranda (VWF) do czynnika VIII (FVIII) jest
spowodowane mutacjami w miejscu wigzania FVIII lub zmianami konformacyjnymi czqstecz-
ki VWE uposledzajgcymi interakcje VWE-FVIIIL. Laboratoryinie typ 2N VWD charakteryzuje
sig nieproporcjonalnie obnizonym FVIII do antygenu VWF 1 w efekcie zredukowanym tlorazem
FVIII/VWF:Ag. U wigkszosci pacjentow z 2N VWD stezenie 1 struktura multimetrow VWFE sq
prawidlowe. Rozpoznanie VWD 2N opiera sig glownie na oznaczeniu obnizonego wigzania
FVIII do VWEF lub zidentyfikowaniu mutacji sprawczych w domenie genu VWE' odpowie-
dzialnej za wigzanie FVIIL. Typ 2N VWD powinien byc zawsze brany pod uwage u pacjentow
z niskim stezeniem FVIII.

Stowa kluczowe: choroba von Willebranda typu 2N, patofizjologia,
podfoze genetyczne, diagnostyka fenotypowa i laboratoryjna
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Summary

Type 2N von Willebrand disease (VWD) is an autosomal recessive inherited bleeding disorder;
clinically similar to mild haemophilia A. The affinity of VWEF for FVIII is reduced because of
mutations in the FVIII binding site or conformational changes that impair the VWF-FVIII in-
teraction. The characteristic laboratory feature is disproportionate decrease in the FVIII level to
the VWF level with the resultant reduction in the FVIII/VWF:Ag ratio. The majority of patients
with VWF type 2N have normal level and normal multimer structure of VWE. Definitive diag-
nosis of VWD 2N requires evidence of reduced FVIII binding to VWF or identification of cau-
sative mutations in the FVIII binding region of the VWF gene. Type 2N VWD is an important
consideration in the differential diagnosis in individuals who present with low FVIII levels.
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Wstep

Badania nad chorobg von Willebranda rozpo-
czely sie w 1926 roku, kiedy to finski lekarz, dr Eric
von Willebrand [1], opublikowal prace opisujaca
skaze krwotoczng w rodzinie rybakoéw zamieszku-
jacych malg wyspe Foglo, polozona w archipelagu
Wysp Alandzkich, u wej$cia do Zatoki Botnickiej,
miedzy Szwecja a Finlandia. Jego pierwsza pacjent-
ka byla 5-letnia dziewczynka, Hjordis, przyjeta do
Diakonihospital w Helsinkach z powodu ciezkich
krwotok6w z nosa, dzigsel, warg i po ekstrakcji
zebow. Dziewczynka pochodzita z duzej, 58-osobo-
wej rodziny, w ktorej az u 22 oso6b wykryto skaze
krwotoczna. Sposrdd 12 rodzenstwa tylko dwoje
dzieci byto zdrowych. Cztery siostry zmarly mie-
dzy 2. a 4. rokiem zycia z powodu niekontrolowa-
nych krwawien z nosa, ran, krwawien z przewodu
pokarmowego. Oboje rodzice, Oskar 1 Augusta,
w mlodo$ci cierpieli z powodu ciezkich krwawien
z nosa. U Augusty i jej sidstr wystepowaly obfite
krwawienia miesieczne. W wieku 3 lat Hjordis po
urazie wargi krwawila przez 3 dni. Dziewczyn-
ka zmarta w wieku 14 lat z powodu krwotoku
— w trakcie czwartej miesigczki [2].

Skaze krwotoczng opisang u rodziny z Foglo
nazwano, od nazwiska jej pierwszego badacza,
chorobg von Willebranda (VWD, von Willebrand
disease), a powodujace ja nieprawidlowe biatko
— czynnikiem von Willebranda (VWE, von Wille-
brand factor).

Choroba von Willebranda

Choroba von Willebranda jest to skaza krwo-
toczna dziedziczona autosomalnie dominujaco,
rzadziej recesywnie. Jest ona spowodowana niedo-
borem/brakiem osoczowego biatka — VWF [3-5].
Wystepuje u okoto 1-2% og6lnej populacji i jest
najczeSciej wystepujaca skaza krwotoczng [6].

Charakterystycznymi objawami VWD sa krwa-
wienia skorno-§luzoéwkowe, przedtuzone krwawie-
nia po ekstrakcji zebow, krwawienia z nosa 1 dzigset,
po zranieniach, urazach, zabiegach chirurgicznych.
U kobiet najczestszym objawem sa przediuzo-
ne, krwotoczne miesiaczki. W typie 3 (ciezkim)
VWD moga wystepowac, podobnie jak w hemo-
filii, krwawienia do mie$ni, stawow, centralnego
uktadu nerwowego 1 z przewodu pokarmowego.
Objawy skazy krwotocznej sa bardzo heterogenne
1 w obrebie jednej rodziny z ta sama mutacja obraz
Kkliniczny choroby moze by¢ rozny [3-5]. Stezenie
VWF w osoczu chorych, a takze nasilenie skazy
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krwotocznej zaleza od wielu czynnikow — za-
rowno genetycznych, jak i Srodowiskowych. Roz-
poznawanie VWD i réznicowanie jego wariantow
jest skomplikowane i opiera sie na wieloetapowej
diagnostyce laboratoryjnej. Dodatkowa trudno$cia
jest to, ze tagodna skaza krwotoczna (przediuzo-
ne krwawienia miesieczne u kobiet, krwawienia
Z nosa) moze wystepowac réwnie czesto u ludzi
zdrowych, jak 1 u 0s6b chorych z VWD.

Poczatkowo VWD diagnozowano na podstawie
natezenia skazy krwotocznej 1 wynikow badan
biochemicznych oceniajacych iloSciowe, jako$-
ciowe, strukturalne i funkcjonalne defekty VWF
[7]. Wkrotce okazalo sie jednak, ze metodologia
biochemiczna nie jest wystarczajaca do roznico-
wania VWD. Pojawialy sie coraz to nowsze prace
dokumentujgce ré6zne warianty VWD. Rozw0j
technik biologii molekularnej poszerzyt mozliwosci
diagnostyki tej choroby. Od 1985 roku, kiedy to
cztery niezalezne zespoly [8-11] sklonowaly i zba-
daty sekwencje genu VWE, warianty VWD zaczeto
klasyfikowaé na podstawie analizy fenotypowo-
-genetycznej [12-15]. Opisano mutacje sprawcze
odpowiedzialne za dysfunkcje VWEF, prowadzace
do skazy krwotocznej; delecje, insercje, mutacje
miejsc skladania (splice-site), mutacje nonsensowne
oraz typu missense [12, 14-16]. Wykazano, ze mu-
tacje VWF wystepuja na catej diugoSci genu VWF
od promotora do eksonu 52 1 w wiekszoSci (75%)
sg mutacjami typu missense [16]. NajczeSciej mu-
tacje wykrywane sg w typie 2 13 VWD, natomiast
znacznie rzadziej — w typie 1.

W 1994 roku Sadler [17] opublikowala nowa
klasyfikacje VWD. Klasyfikacja ta wyréznia trzy
glowne typy tej choroby: dwa iloSciowe (typ 1
1typ 3) i jeden jakoSciowy (typ 2). W typie 1 VWD
obnizona jest synteza VWF; typ 3 VWD charakte-
ryzuje sie catkowitym brakiem antygenu czynnika
von Willebranda (VWF:Ag, von Willebrand factor
antygen) 1 bardzo niskim stezeniem czynnika VIII
(FVIL, factor VIII). Typ 2 VWD podzielono na
cztery podtypy: 2A VWD, charakteryzujacy sie
uposledzona funkcja VWEF:RCo potaczong z niedo-
borem wysokoczasteczkowych multimetrow VWF;
typ 2B VWD — o zwiekszonym powinowactwie
do ptytkowej glikoproteiny Ib; typ 2M VWD, cha-
rakteryzujacy sie upos§ledzona aktywnoS$cia przy
prawidlowym obrazie multimetréw; oraz typ 2N
VWD — z upo$ledzonym wigzaniem FVIII. Kla-
syfikacja z 1994 roku [17] juz wkrétce okazala sie
takze niewystarczajaca, szczegdlnie jesli chodzi
o typ 1,1 w zwigzku z tym zostala zmodyfikowana
w 2006 roku [18].
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Czynnik von Willebranda

Przyczyng choroby von Willebranda jest
defekt/niedobor VWF — glikoproteiny osoczo-
wej, syntetyzowane] w komorkach srodbtonka
1 megakariocytach. Synteza odbywa sie pod kon-
trolag genu znajdujacego sie na koncu krotkiego
ramienia chromosomu 12. Gen VWF ma wielko$¢
178 kb i zawiera 52 eksony [19, 20]. W osoczu
VWF pojawia sie w formie multimeré6w o masie
czasteczkowej 0,5-10 tys. kDa. Kazdy multimer
jest zbudowany z dimerow polgczonych wigzaniami
dwusiarczkowymi. Podstawowa jednostkg VWF
jest monomer o ciezarze 250 kDa. Dwa monome-
ry polaczone wigzaniem dwusiarczkowym tworzg
dimer. Monomer jest zbudowany z powtarzajacych
sie domen (A,B C,D) zawierajacych sekwencje od-
powiedzialne za funkcje biologiczne VWE. W dome-
nie Al znajduje sie miejsce wigzania z kolagenem
1 glikoproteing GPIb plytek krwi; w domenie A3
— wigzanie z kolagenem; w domenie C1 — wigza-
nie z plytkowa glikoproteing GPIIb-IIla; w domenie
D’D3 — miejsce wiazania z FVIIL.

Domeny VWF s3 utozone od N-konca czastecz-
ki w nastepujacym porzadku: D1-D2-D’-D3-A1-A2-
-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK [3, 4, 6]. Syntetyzo-
wane w komorkach Srodblonka i megakariocytach
multimery VWF s3 uwalniane do osocza lub maga-
zynowane w ciatkach Weibel-Palede komorek §rod
blonkaiziarnisto$ciach a-plytek krwi, skad moga by¢
uwalniane do krazenia przez stymulacje czynnikami
fizjopatologicznymi. Znajdujace sie w osoczu multi-
mery maja wielkosS¢ od 0,5 (dimer) do 10 tys. kDa,
natomiast magazynowane w ziarnisto$ciach §rod-
blonka i ptytkach krwi— ponad 10 tys. kDa [sg to tzw.
ultrawielkie multimery (UL-HMWM, wltra large high
molecular weight multimers)]. W osoczu wystepuja
multimery niskoczasteczkowe (LMWM, low mole-
cular weight multimers) o ciezarze 0,5-2,5 tys. kDa,
multimery $rednioczasteczkowe (IMWM, inter-
mediate molecular weight multimers) o ciezarze
3-5 tys. kDa oraz multimery wielkoczasteczkowe
(HMWM, high molecular weight multimers) — 5,5—
-10tys. kDa [21, 22]. W procesie krzepniecia krwi
(funkcja no$nika dla FVIII) biorg udzial wszystkie
multimery (LMWM, IMWM i HMWM), natomiast
w hemostazie pierwotnej (adhezja i agregacja ply-
tek krwi) — gtoéwnie IMWM i HMWM, przy czym
HMWM wykazuje znacznie wieksze powinowactwo
do plytek krwi niz IMWM [21, 22].

Czynnik VIII krzepniecia krwi

W procesie krzepniecia krwi, aktywny FVIII
(FVIIIa) petni funkcje kofaktora czynnika [Xa w ak-

tywacji czynnika X, w obecno$ci fosfolipidow 1 jo-
noéw wapnia [23]. Stezenie FVIII w osoczu wynosi
0,1 mg/l. Synteza FVIII przebiega gtéwnie watrobie
(cho¢ nie tylko) pod kontrola genu znajdujacego
sie na chromosomie X (Xq28). Gen czynnika VIII
ma mase 186 kb i zawiera 26 eksonow. Syntetyzo-
wany w komorkach FVIII ma mase okoto 300 kDa
(2332 reszt) 1 jest jednotancuchowa glikoproteing
zbudowang z pojedynczego tancucha polipep-
tydowego (NH2) Al-al-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2
(COOH). Po proteolizie przez furyne FVIII pojawia
sie w osoczu jako nieaktywny zymogen (heterodi-
mer) o ciezarze okolo 300 kDa, zbudowany z dwoch
tancuchow polipeptydowych: ciezkiego i lekkiego,
polaczonych wigzaniem niekowalencyjnym zalez-
nym od jonéw Cu i Ca. Lancuch ciezki (A1-A2-B)
ma mase okolo 200 kDa, natomiast tancuch lekki
(a3-A3-C1-C2) — 80 kDa [24]. W krazeniu FVIII
tworzy niekowalencyjny kompleks z VWF (Kd
— ok. 0,3 nM), chroniacy FVIII przed proteolitycz-
na degradacja. Czas pottrwania FVIII w kompleksie
z czynnikiem VWF wynosi 12 godzin, natomiast bez
czynnika VWF — ponizej 1 godziny.

Interakcja czynnika VIII z czynnikiem
von Willebranda

Czynnik VWF odgrywa podwojna role w pro-
cesie hemostazy. Z jednej strony wigze sie z re-
ceptorami plytkowymi GPIb-IX-V 1 GPIIb-IIIa,
biorac udzial w adhez;ji i agregacji plytek krwi
w naczyniach o wysokiej sile Scinania (hemostaza
pierwotna); z drugiej za$ tworzy kompleks z FVIII,
chronigc FVIII przed proteolityczna degradacja
pod wptywem aktywnego biatka C [25, 26]. Kazdy
monomer VWF ma jedno miejsce wiazania FVIII
zlokalizowane w domenie D’ (pierwsze 272 ami-
nokwasy), przy czym z FVIII wigze sie jedynie
z 1-2% monomeréow VWF (1-2 czasteczki FVIII:
100 monomerow VWD) [23]. Interakcja VWF z lan-
cuchem lekkim FVIII zwieksza asocjacje fancucha
lekkiego 1 ciezkiego FVIII, powodujac jednoczes-
nie, ze znajdujace sie w tancuchu lekkim wigzania
podatne na proteolize sa niedostepne. Zwiazany
z VWF czynnik VIII jest nieaktywny, nie wiaze
sie z fosfolipidami i nie reaguje z komponentami
kompleksu tenazy.

W miejscu uszkodzenia naczynia zwiazany
z VWF FVIII ulega proteolitycznej aktywacji pod
wplywem trombiny, dysocjuje od VWE, wigze
sie z powierzchnia aktywowanych plytek i bie-
rze udzial w krzepnieciu krwi [23, 24, 27-29].
Krytyczna dla aktywacji jest proteoliza wiazan
w obu lancuchach FVIII. Degradacji ulegaja wig-
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zania w lancuchu ciezkim w pozycji Arg (A1-A2)
1 Arg740 (A2-B) oraz w fancuchu lekkim w pozycji
Arg1689 blisko konica NH2. Czas péttrwania FVIII
w kompleksie z VWF wynosi 12 godzin, a przy jego
catkowitym braku — ponizej 1 godziny; w typie 3
VWD — ponizej 3 godzin. Niedobor FVIII jest wiec
zjawiskiem wtornym do defektu/niedoboru VWE.
Jakakolwiek zmiana w stezeniu VWF powoduje
zmiane w stezeniu FVIII.

Choroba von Willebranda typu 2N

Typ 2N VWD dziedziczy sie autosomalnie
recesywnie. Charakteryzuje sie on utrata/
/obnizeniem przez VWF zdolnos$ci wigzania
z FVIII.

U wiekszosci chorych z 2N VWD, podob-
nie jak w hemofilii A, przy obnizonej aktyw-
no$ci FVIII (5-40 1U/dl) stezenie antygenu
VWEF jest prawidlowe lub nieznacznie obnizo-
ne [30], a hemostaza pierwotna (plytkowa),
w przeciwienstwie do innych typow VWD
— prawidlowa.

Pierwsze przypadki defektu wigzania VWF-
-FVIII opisano w latach 1989-1990 u chorych
z obrazem klinicznym lagodnej VWD i tagodne;j
hemofilii A [31-33]. W roku 1990 zidentyfikowano
u tych chorych defekt w strukturze bialkowej
VWEF i zaproponowano zaklasyfikowanie tej ska-
zy krwotocznej jako VWD typ Normandy (2N),
od nazwy regionu Francji, z ktéorego pochodzil
pierwszy pacjent [33]. Od tego czasu opisano
wiele przypadkow 2N VWD na calym $wiecie.
Badania epidemiologiczne pokazuja, ze typ 2N
VWD wystepuje stosunkowo rzadko i stanowi
1-2% wszystkich chorych z VWD [34, 35]. Fe-
notypowo 2N VWD moze przypominaé tagodnag
lub umiarkowang hemofilie A, rozni sie jednak
od niej sposobem dziedziczenia [32, 33, 36].
Dziedziczenie hemofilii A jest sprzezone z plcia,
natomiast 2N VWD — autosomalne recesywne.
Uwaza sie, ze rozpoznanie typu 2N VWD po-
winno by¢ brane pod uwage u kazdego chorego
z niedoborem FVIII, u ktérego dziedziczenie nie
jest zwigzane z chromosomem X. Poniewaz sto-
sunek stechiometryczny FVIII do VWF wynosi
1:50 (1 czasteczka FVIII do 50 monomerow
VWEF), a w zwiazku z tym w multimerze VWF
jest nadmiar miejsc wiazacych FVIII, fenotyp 2N
VWD przejawia sie gtownie u homozygot defektu
wigzania, zlozonych heterozygot defektu wigza-
nia z allelem null lub z dodatkowym defektem
hemostazy [36-38].
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Charakterystyka fenotypowa

Przyczyna skazy krwotocznej u pacjentow
z typem 2N VWD jest wtorny niedobor FVIII
spowodowany upo$ledzeniem/brakiem wigzania
VWEF z FVIIIL Stezenie FVIII u chorych z typem
2N wynosi zazwyczaj 5-40%, choC zdarzaja sie
takze pacjenci ze stezeniem FVIII ponizej 2%
[30, 39-44]. Krwawienia pojawiaja sie glownie po
urazach i zabiegach chirurgicznych i s3 podobne do
objawow skazy krwotocznej w fagodnej/umiarko-
wanej hemofilii A [36, 37, 42-46].

U chorych z 2N VWD moga wystepowac
wybroczyny, krwawienia z nosa, fatwos§¢ sinia-
czenia, krwawienia po usunieciu migdatkow,
po ekstrakcji zebow, po zabiegach chirurgicz-
nychiurazach. U chorych z FVIII ponizej 10%
moga wystapi¢ wylewy do mies$ni, stawow
i krwawienia do przewodu pokarmowego [31,
32]. Krwawienia z blon §luzowych, charakte-
rystyczne dla zaburzen hemostazy plytkowej,
pojawiaja sie zazwyczaj u chorych z niskim
stezeniem VWFEF, defektem multimeryzacji
i przedluzonym czasem krwawienia [47].

Charakter krwawien 1 ich nasilenie sg zwig-
zane z rodzajem mutacji oraz z wystapieniem
dodatkowego defektu hemostazy [39, 48-51].
Lagodna skaza krwotoczna wystepuje najczeSciej
u chorych z homozygotyczna mutacjag R854Q [37],
natomiast bardzo ciezka — z mutacjami E787K,
T791M 1 R816W [37].

Rownoczesne wystepowanie defektu wigzania
FVIII z nieprawidiowa struktura multimetrow VWF
jest wynikiem tego, ze wiekszo§¢ mutacji powo-
dujacych fenotyp 2N VWD zachodzi w domenie
D’, w ktorej znajduja sie wigzania dwusiarczkowe
odgrywajace wazna role w N-koncowej multime-
ryzacji VWF [52-54].

Pontara i1 wsp. [55] opisali chorego z mutacja
R854Q 1 trombastenig Glanzmanna, u ktorego
wystepowaly wylewy do stawow 1 artropatia. Ciezki
obraz kliniczny opisano takze u pacjentow z typem
2N VWD, hemofilig A i nosicielstwem hemofilii
A [40, 41, 56].

Bardzo malo jest doniesien dotyczacych prze-
biegu ciazy u kobiet z genotypem 2N [57, 58].
Denis 1 wsp. [58] opisali przebieg cigzy u kobiety
z homozygotyczna mutacjag R854Q (poprzednie
oznaczenie: R91Q), u ktoérej przez caly okres cigzy
FVIII nie przekraczal 48% i ktora w zwigzku z tym
otrzymywala koncentraty FVIII. Z kolei Castaman
1 wsp [57] przedstawili dwa przypadki ciazy: je-
den u homozygoty, drugi u heterozygoty mutacji
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R854Q), u ktorych wzrost aktywnosci VIIIL:C byt wy-
starczajacy do zapewnienia prawidtowej hemostazy.

Podloze genetyczne

Podlozem niedoboru FVIII u pacjentow
z typem 2N sa mutacje typu missense genu
VWF powodujace zmiany aminokwasowe
w domenie D’D3 VWE odpowiedzialnej za
wigzanie VIII:C lub w jej najblizszym sa-
siedztwie, w wyniku czego dochodzi do upo-
§ledzenia tworzenia kompleksow VWF-FVIII
1 wtornego niedoboru FVIII.

Mutacje te sa zlokalizowane w obszarze pierw-
szych 272 aminokwas6w monomeru VWF w domenach
D’D3 [35, 48], przy czym mutacje w eksonach 18-20
kodujacych domene D’ VWF stanowia okoto 85%
wszystkich opisanych mutacji typu 2N, natomiast pozo-
state 15% zachodzi w eksonach 17121-27 [37, 45, 47].

Heterozygotyczna, pojedyncza mutacja w jed-
nym allelu bardzo rzadko powoduje takie obnizenie
FVIII, by powstata skaza krwotoczna. Dopiero
wystgpienie mutacji w obydwu allelach skutkuje
bardzo duzym upoSledzeniem wigzania FVIIL.

Pacjenci z typem 2N VWD s3 zazwyczaj albo
homozygotami defektu, albo heterozygotami z al-
lelem null lub ztozonymi heterozygotami z innymi
mutacjami VWF [52-54] badZ z mutacjami innych
biatek bioracych udzial w hemostazie [40, 41, 55, 56].

Pierwsza opisang mutacja typu 2N VWD byta
mutacja T791M [33]. Od tego czasu zarejestrowano
31 mutacji typu missense odpowiedzialnych za typ
2N VWD (tab. 1). NajczeSciej wystepujaca mutacja
w populacji europejskiej jest R854Q. Wystepuje ona
u 73% wszystkich opisanych dotychczas pacjen-
tow z typem 2N VWD [35, 61]. Badania Casonato
1wsp. [35] wykazaly, ze mutacja R854Q jest jedyna
mutacja typu 2N VWD wystepujacg we Wioszech.
Opisana rowniez we Wioszech mutacja R763C,
kodowana przez ekson 17, dziedziczy sie autoso-
malnie dominujgco [45] i interferuje w miejscu
degradacji propeptydu przez furyne, powodujac je-
dynie posrednio upo$ledzenie wigzania monomeru
VWF z FVIIIL. Casonato 1 wsp. [35] na podstawie
wynikéw badan przeprowadzonych we Wloszech
uwazaja, ze w przypadku R854Q wystepuje tak
zwany efekt zaltozyciela (funder effect). Oznacza
to, ze pacjenci obarczeni tg mutacja pochodza od
wspoblnego przodka zyjacego okolfo 1040 tys. lat
temu, a czesto$¢ jej wystepowania w roznych ob-
szarach geograficznych jest zwiazana z migracja
ludno$ci. Mutacja ta wystepuje bardzo rzadko w po-
pulacji Afroamerykanow (0,1%), natomiast czeSciej
u Amerykanow pochodzenia kaukaskiego (1,2%).

Czesto$¢ wystepowania mutacji R854Q w popula-
cji VWD wynosi we Wioszech i w Australii okolo
2,5% [37, 62, 63], w Indiach — 3,6%, natomiast
w Meksyku — 10% [64, 65].

Diagnostyka laboratoryjna choroby
von Willebranda typu 2N

Badania przesiewowe 1 badania typu VWD sa
wspolne dla diagnostyki wszystkich typow VWD
1 zostaly opisane we wcze$niejszej pracy [66].

Wstepny etap diagnostyki 2N VWD obejmuje
okreslenie niedoboru VIII:C, stezenia antygenu
VWF:Ag i wyznaczenie ilorazu FVIII/VWF:Ag.
U wiekszosci chorych FVIII wynosi 5-40 1U/d],
chociaz opisano ciezkie przypadki 2N VWD z VIII:C
wynoszacym 1-2 [U/dl. Stezenie VIII:C rzedu 8,4 +
+ 5,2 IU/dI jest skorelowane najczeSciej z calko-
witym brakiem wiazania VWF-FVIII, natomiast
21 + 5,4 1U/dl — z czeSciowym. Stezenie antygenu
VWEF u chorych z typem 2N moze by¢ prawidiowe
lub obnizone w zalezno$ci od grupy krwi czy nosi-
cielstwa allelu null VWE. Iloraz FVIII/VWF ponizej
0,6 moze sugerowac typ 2N VWD [49].

Rozpoznawanie typu 2N VWD opiera
sie glownie na ocenie wigzania VWF-FVIII
(VWF:VIIIB) wykonywanego metoda ELISA
[49, 67-69], a w wysokospecjalistycznych labo-
ratoriach rowniez na okresleniu mutacji spraw-
czych w domenach D’D3 VWF odpowiedzialnych
za wigzanie FVIII. Nalezy jednak pamietaé, ze
brak mutacji w domenach, w ktorych zachodzi
wiazanie VWF-FVIII, nie wyklucza 2N VWD.

Test wigzania (VWF:VIIIB, chromogenny test
ELISA) osoczowego VWF z egzogennym FVIII
jest jak dotychczas jedynym testem pozwalajacym
na zroznicowanie 2N VWD (znacznie upoSledzony)
z hemofilig A (prawidiowy). Sklada sie on z kilku
etapow: 1) zwigzanie osoczowego VWF z oplasz-
czonymi na mikroplytce przeciwciatami anty-VWF;
2) odmycie endogennego FVIII; 3) zwigzanie
oczyszczonego egzogennego FVIIL; 4) okreSlenie
iloSci zwigzanego z VWF egzogennego FVIIL. Wynik
VWEF:VIIIB wyraza sie w procentach prawidlowego
osocza. Wynik wiekszy lub rowny 80% oznacza
prawidiowe wiazanie; 30-65% umiarkowane wig-
zanie; ponizej 15% — glebokie upoSledzenie wia-
zania. U pacjentéw z umiarkowanie obnizonym lub
prawidlowym VWEF:VIIIB powinny by¢ wykonane
badania molekularne w kierunku hemofilii A [49].

Klasyczny typ 2N VWD charakteryzuje sie:
obnizonym stezeniem antygenu i aktywno$ci FVIII
w osoczu spowodowanym defektem wigzania FVIII
z VWF; prawidlowa strukturg multimetrow VWE,
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Tabela 1. Mutacje typu missense w chorobie von Willebranda typu 2N [58]

Table 1. Missense type mutations in von Willebrand Disease type 2N [58]

Mutacja Domena Ekson Dziedziczenie Defekt
Arg854GIn D’ 20 Homozygota/ztozona heterozygota  Prawidtowy rozktad multimetréw
(c.2430 delC; C.2546 + 3G > C;
Arg760Cys; Arg763Gly;
Cys788Tyr; Thr791Met; Tyr795Cys;
Cys804Phe; Arg816Trp; Arg858Phe;
Asp879Glu; GIn895His; Cys1060Arg;
Glu1078Lys; Val842*; Asn900*; null)
Arg854Glu D’ 20 Homozygotz/ztozona heterozygota
(Valg842%*)
Arg854Trp D’ 20 Homozygota Brak HMWM i IMWM; brak tripletow; uposle-
dzone uwalnianie
Cys858Phe D’ 20 Ztozona heterozygota (Arg854GIn)  Brak HMWM i IMWM; uposledzone uwalnia-
nie
Asp879Glu D3 20 Ztozona heterozygota (Arg854GIn)
Asp879Asn D3 20 Ztozona heterozygota (Arg1659%) Niedob6r HMWM; uposledzone uwalnianie
Cys887Arg D3 20
Arg924GIn D3 21 Homozygota/ztozona heterozygota  Prawidtowe multimery; pacjent heterozygo-
(Cys1060AArg) tyczny opisany jako typ 1
GIn1053His D3 24 Hetrozygota Prawidtowe multimery; umiarkowanie obni-
zone wigzanie FVIII; heterozygota i nosiciel
hemofilii A
Cys1060Arg D3 24 Homozygota/ztozona heterozygota  Niedob6r HMWM multimeréw
(Tyr757*; Arg854GIn; Arg924GlIn;
null)
Cys1060Tyr D3 24 Homozygota Brak HMW VWF; pacjent heterozygotyczny
opisany jako hemofilia A
Glu1078Lys D3 25 Ztozona heterozygota (Arg854GIn)  Prawidiowe multimery, degradacja wigzania
dwusiarczkowego w pozycji Cys1060
C1225Gly D3 28 Homozygota Brak HMWM; mutacja opisana jako typ 2A
VWD; uposledzone uwalnianie VWF
Arg760Cys D2 17 Heterozygota/heterozygota podwoj- Brak HMWM i IMWM, uposledzone uwal-
na (Arg854GlIn) nianie VWEF, defekt degradacji przez furyne,
uposledzone wigzanie FVIII
Arg763Gly D2 18 Heterozygota/podwojna heterozy- Multimery wedrujgce wolniej. uposledzone
gota (Arg854GlIn) uwalnianie VWF, defekt degradacji przez fu-
ryne, uposledzone wigzanie FVIII
Arg763Ser D2 18 Heterozygota Ztozony fenotyp 2A/2M i umiarkowany 2N
Arg768GIn D’ 18 — Heterozygotyczni chorzy opisani jako typ 1
Gly785Glu D’ 18 Ztozona heterozygota (druga muta- Prawidfowe multimery, prawidtowe uwal-
cja nieokreslona) nianie
Glu787Lys D’ 18 Ztozona heterozygota (c.2430del C;  Prawidiowe multimetry
c.2435del Q)
Cys788Arg D’ 18 Homozygota Brak HMWM i IMWM; uposledzone uwalnia-
nie. Opisywana takze jako 2A VWD
Cys788Tyr D’ 18 Ztozona heterozygota (Arg854GIn;  Niedobdr HMWM i IMWM, wzér rozmyty;
Asp93*) uposledzone uwalnianie, mutacja niszczy
wigzanie Cys799-Cys788
Thr789Pro D’ 18 Homozygota
Thr791Met D’ 18 Homozygota/ztozona heterozygota  Prawidtowa struktura multimeréw

(c.2430 delC; Arg854GlIn; null; splice
site)
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Tabela 1 cd. Mutacje typu missense w chorobie von Willebranda typu 2N [58]

Table 1 cont. Missense type mutations in von Willebrand Disease type 2N [58]

Mutacja Domena Ekson Dziedziczenie Defekt

Tyr795Cys D’ 18 Ztozona heterozygota (Arg854GIn;  Ultra duze multimery, wzér multimetrow
Arg1566*) rozmyty

Met800Val D’ 18 —

Cys804Phe D’ 18 Ztozona heterozygota (Arg854GIn)  Brak HMWM

Leu809Pro D’ 18

Pro812Leu D’ 18 Heterozygota

Arg816GIn D’ 19 Prawidtowe multimetry

Arg816Trp D’ 19 Homozygota; ztozona heterozygota Prawidtowa struktura multimetrow

(c1911 delC; Arg34Asp)
His 817GIn D’ 19 Homozygota

Zwiekszony klirens po DDAVP

Objasnienie skrétéw: DDAVP — desmopresyna, 1-deamino-8D-argininowazopresyna; FVIII (VI factor) — czynnik VIII; HMWM (high molecular weight multim)
— multimery wielkoczasteczkowe; IMWM (intermediate molecular weight multim) — multimery o $redniej masie czasteczkowej; VWD (von Willebrand disease)
— choroba von Willebranda; VWF (von Willebrand factor) — czynnik von Willebranda.

Tabela 2. Charakterystyka laboratoryjna klasycznego podtypu 2N choroby von Willebranda (VWD) [70, 71]

Table 2. Laboratory characteristics of classic 2N von Willebrand disease (VWD) type [70, 71]

Rodzaj badania

Wynik badania

Diedziczenie

Autosomalne recesywne

Testy przesiewowe

Czas protrombinowy (PT)

Czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT)
Liczba ptytek

Czas okluzji skrzepu (CT) (PFA-100) N

Czas krwawienia

Prawidtowy
Prawidtowy/wydtuzony
Prawidtowy
Prawidtowy

Prawidtowy

Rozpoznawanie typu 2n vwd

Czynnik VIII (FVIII)

Antygen VWF (VWF:Ag)
Kofaktor rystocetyny (VWF:RCo)
Wiazanie kolagenu (VWF:CB)
Multimery VWF

lloraz VWF:RCo/VWF:Ag

lloraz VWF:CB/VWF:Ag

lloraz FVIII/VWF:Ag

VWE:VIIB

Test RIPA Rystocetyna 0,5 mg/ml
Rystocetyna 1,0 mg/ml
Rystocetyna 1,5 mg/ml

Najczesciej 5-40 1U/dl
Prawidtowy/nieznacznie obnizony
Prawidtowy/nieznacznie obnizony
Prawidtowy/nieznacznie obnizony
Prawidtowe

>0,7

> 0,7

< 0,6/0,5

< 80%

Brak agregacji

Prawidfowa

Prawidfowa

prawidiowym ilorazem VWF:RCo/VWF:Ag, obnizo-
nym ilorazem FVII/VWF:Ag, obnizonym wigzaniem
VWE-FVIII (VWE:FVIIIB), prawidlowym czasem
krwawienia oraz prawidlowa agregacja pod wply-
wem rystocetyny 1,01 1,5 mg/ml (tab. 2) [70, 71].

U zlozonych heterozygot obraz laboratoryjny
(a takze obraz kliniczny) moze sie r6zni¢ od Kla-
sycznej postaci 2N VWD [37, 46, 59]. Cze§¢ mutacji
sprawczych moze by¢ skorelowana z nieprawidiowa
strukturg multimetrow VWE, brakiem HMWM,
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obecnoscig UL-HMWM, nieprawidlowa struktura
tripletéw. U homozygot lub heterozygot mutacji
C788, C1225G,czy D879N wystepuje nie tylko
dramatycznie uposledzone wigzanie FVIII-VWE ale
takze nieprawidlowa multimeryzacja i uwalnianie
VWE, obnizona HMWM, brak tripletéw, a czas
krwawienia jest przediuzony podobnie jak w ciez-
kiej postaci VWD 2E/N. U pacjentéw z mutacjami
Y795C 1 R763G wystepuje natomiast nie tylko
defekt wigzania FVIII; obecne sg takze UL-VWE
obraz elektroforetyczny jest za$ rozmyty (tab. 1).

Poniewaz VWD 2N fenotypowo przypomi-
na hemofilie A, a rézni sie od niej sposobem
dziedziczenia, w kazdym przypadku podej-
rzenia VWD 2N konieczne jest okreSlenie
sposobu dziedziczenia choroby.

Prawidlowe rozpoznanie typu 2N i wy-
kluczenie hemofilii A jest konieczne dla za-
pewnienia prawidlowego leczenia. Typ 2N
powinien by¢ rozwazany u wszystkich cho-
rych z wrodzonym niedoborem FVIII niezwia-
zanym z chromosomem X.

Leczenie

U chorych z 2N VWD stosuje sie koncen-
traty VWEF/FVIII badZ DDAVP (desmopresyna,
1-deamino-8D-argininowazopresyna) — synte-
tyczng pochodng hormonu antydiuretycznego, tj.
wazopresyny [72-75]. Federici 1 wsp. [75] wyka-
zali, ze reakcja na DDAVP zalezy od typu mutacji
sprawczej 1 wyjSciowego stezenia FVIIL. U chorych
z 2N VWD po iniekcji DDAVP — FVIII moze
wzrasta¢ 3-20 razy. Zazwyczaj dobra odpowiedz
na DDAVP nastepuje u chorych z mutacjg R854Q
1 aktywno§cig FVIII wieksza lub rownag 30 IU/dI.
U o0s6b z aktywno$cia ponizej 10 IU/d]l odpowiedz
na DDAVP jest niewystarczajaca dla zapewnienia
prawidiowej hemostazy; najczeSciej jest bardzo
staba lub jej nie ma.

U chorych z typem 2N VWD wzrost FVIII po
podaniu DDAVP jest krotkotrwaly, a czas przezy-
cia FVIII znacznie skrocony (2,4-4,4 godz.) [49].

U pacjentow, ktorzy nie reaguja na DDAVP lub
u ktorych istniejg przeciwwskazania do stosowania
tego leku, stosuje sie koncentraty VWF zawie-
rajace FVIII. Koncentraty FVIII niezawierajace
VWF moga by¢ niewystarczajace, poniewaz czas
poltrwania przetaczanego FVIII jest skrocony [49].

Podsumowanie

Choroba von Willebranda typu 2N wystepuje
stosunkowo rzadko. Jest dziedziczona autosomalnie

Ksenia Bykowska, Bernadeta Ceglarek, Choroba von Willebranda typu 2N — epidemiologia, diagnostyka fenotypowo-molekularna

recesywnie. Skaza krwotoczna wystepuje glownie
u homozygot, natomiast wiekszoS¢ heterozygot jest
bezobjawowa. Fenotypowo VWD 2N przypomina
hemofilie A, lecz r6zni sie od niej sposobem dzie-
dziczenia. Rozpoznawanie laboratoryjne VWD 2N
opiera sie gléwnie na stwierdzeniu obnizenia ak-
tywno$ci VIII:C nieproporcjonalnie do stezenia an-
tygenu VWF (VIII:C/VWEF:Ag < 0,6), upo$ledzeniu
wigzania VWF-FVIII (VWF:VIIIB) 1 autosomalnie
recesywnym sposobie dziedziczenia defektu. Obec-
no$¢ mutacji w domenach D’D3 VWF potwierdza
2N VWD, ale brak mutacji jej nie wyklucza.
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