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Diagnostyka choroby von Willebranda

Diagnostics of von Willebrand disease
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Streszczenie

Choroba von Willebranda, najczestsza wrodzona skaza krwotoczna jest zwigzana z niedobo-
rem lub uposledzeniem funkcji czynnika von Willebranda. Wyroznia sie trzy typy choroby von
Willebranda: typ 1 (tlagodny, ilosciowy), typ 2 (Jjakosciowy) oraz typ 3 (ciezki; catkowity brak
czynnika von Willebranda). Rozpoznanie tej jednostki chorobowej obejmuje badanie kliniczne
pacjenta oraz panel badan laboratoryjnych (testy przesiewowe, badania wstepne ovaz specjali-
styczne badania szczegolowe). Z powodu zmiennosci fizjologicznej stezen czynnika von Wille-
branda oraz czynnika VIII (biatka ostrej fazy) wyniki badan nie zawsze jednoznacznie wska-
zujg na obecnosc choroby (szczegolnie w typie 1) 1 dlatego niekiedy konieczne jest kilkakrotne
powtarzanie oznaczen. Istotne znaczenie ma jednak dostep do wyspecjalizowanego laborato-
rium oferujqcego petny zakres badan diagnostycznych.

Stowa kluczowe: choroba von Willebranda, badania wstepne, badania szczegétowe
J. Transf. Med. 2011; 4: 178-182

Summary

Von Willebrand disease (VWD), the most common inherited bleeding disorder, is caused by
quantitative or qualitative von Willebrand factor (vVWF) deficiency. Three types of are distin-
guished: type 1 (quantitative), type 2 (qualitative) and type 3(severe type; complete absence of
vWE). Diagnostics of VWD 1is based on clinical evaluation and laboratory tests (screening
tests, initial tests and specialist tests). Physiologic variability of vWF and factor VIII levels
(acute phase proteins) can sometimes hamper the diagnosis, especially of type 1 VWD, and
makes repeated testing necessary. Access to specialist laboratory and full range of diagnostic is
of utmost importance.
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Wstep w komorkach Srodbtonka naczyniowego oraz w me-

gakariocytach szpiku kostnego. W osoczu wystepu-

Choroba von Willebranda (VWD, von Willebrand je pod postacig roznej wielkoSci multimetrow: ma-
disease), najczestsza wrodzona skaza krwotoczna, tych (LMW, low molecular weight), Srednich IMW,
jest zwiazana z niedoborem lub upo$ledzeniem intermediate molecular weight) oraz duzych (HMW,
funkcji czynnika von Willebranda (VWF, von Wille- high molecular weight) rozkladanych przez enzym,

brand factor), ktory jest biatkiem produkowanym metaloproteinaze ADAMTS13 [1].

Adres do korespondencji: diagnosta Teresa Iwaniec, II Katedra Chorob Wewnetrznych CMU]J, ul. Skawinska 8,
31-066 Krakow, tel.: (12) 430 52 66, w. 209, e-mail: teresaiwaniec@poczta.fm

178 www.fce.viamedica.pl



Tabela 1. Klasyfikacja choroby von Willebranda

Table 1. Classification of von Willebrand disease

Typ VWD  Charakterystyka
Typ 1 Czesciowy ilosciowy niedobor vWF
Typ 2 Jakosciowe zaburzenie funkcji vVWF

Podtyp 2A  Ostabienie adhezji ptytek krwi zaleznej
od VWF, selektywny niedobér duzych

multimeréw
Podtyp 2B Zwiekszenie powinowactwa vWF
do ptytkowej GP Ib, selektywny niedobér

duzych multimeréw

Podtyp 2M Ostabienie adhezji ptytek zaleznej od vVWF
przy prawidtowym ukfadzie multimetrow

Podtyp 2N
Typ 3 Postac ciezka — brak vWF

Defekt wigzania FVIII przez vWF

VWF (von Willebrand factor) — czynnik von Willebranda

Z uwagi na podwojng role vWF w hemostazie
(udzial w adhezji plytek krwi oraz stabilizacja czyn-
nika VIII) skaza krwotoczna w przebiegu VWD ma
charakter mieszany, plytkowo-osoczowy. Rozpo-
znanie tej skazy nie jest proste, miedzy innymi
z uwagi na fakt, ze w wiekszosSci przypadkow VWD
wyniki podstawowych badan uktadu hemostazy sa
prawidlowe (liczba plytek krwi, czas czeSciowe]
tromboplastyny po aktywacji, czas protrombinowy,
czas trombinowy, stezenie fibrynogenu).

Aktualnie obowigzujaca klasyfikacja VWD opie-
ra sie na zmodyfikowanych w 2006 roku kryteriach
International Society on Thrombosis and Haemostasis
(tab. 1) [2]. Wyrdznia ona trzy typy VWD. Typ pierw-
szy, wystepujacy najczesciej (ok. 60-80% przypad-
kow), jest zwiagzany ze zmniejszeniem aktywnosSci
1 stezenia VWF w osoczu. Typ drugi (jakoSciowy),
najbardziej heterogenny, wigze sie z produkcja dys-
funkcyjnego vWF (ok. 10-30% przypadkow). W ty-
pie 2 wyrdznia sie kilka podtypow (24, 2B, 2M, 2N),
w zaleznoSci od rodzaju zaburzen czynnoSciowych
w obrebie czasteczki vVWF. Najrzadziej wystepuje
typ trzeci (ciezki, ok. 1-5% przypadkow), w ktorym
obserwuje sie calkowity niedobor vWF.

Ponizej przedstawiono dostepne metody dia-
gnostyczne, stosowane w rozpoznawaniu choroby
von Willebranda, w konteks$cie aktualnych zalecen
Swiatowych oraz polskich.

Diagnostyka laboratoryjna

Algorytm postepowania diagnostycznego
w rozpoznawaniu VWD przedstawiono w zalece-
niach Polskiego Towarzystwa Hematologow
1 Transfuzjologdéw z 2008 roku [3]. Obejmuje on, po
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wstepnym badaniu klinicznym pacjenta, laboratoryj-
ne testy przesiewowe, badania wstepne oraz spe-
cjalistyczne badania szczegblowe.

Badania podstawowe (przesiewowe) to
morfologia krwi z liczba plytek, czas protrombino-
wy (PT, prothrombin time), czas czeSciowe] trom-
boplastyny po aktywacji (aPTT, activated partial
thromboplastin time), stezenie fibrynogenu oraz czas
trombinowy (TT, thrombin time). Do badan podsta-
wowych zalicza sie rowniez to dotyczace czasu
krwawienia (BT, bleeding time), ktore jednak z uwa-
gi na mala swoisto$c i niska powtarzalno$c praktycz-
nie nie jest juz wykonywane i bywa w niektorych
o$rodkach zastepowane pomiarem czasu okluzji
(czasu zamkniecia) w aparacie PFA-100. Czas oklu-
zji (CT, closure time) to parametr oceniajacy w wa-
runkach iz vitro tacznie adhezje 1 agregacje plytek
krwi. Jest mierzony do calkowitego zamkniecia
otworu w membranie oplaszczonej kolagenem
1 ADP lub epinefryna [4]. Nieprawidlowy CT (cza-
sy zamKkniecia sa wydluzone) wystepuje u wiekszo-
Sci pacjentow z VWD (ok. 85-90%), z wyjatkiem
podtypu 2N [5]. Parametr ten jest bardzo czuly, jed-
nak malo swoisty. Wystepuje takze u pacjentow
z trombastenig Glanzmanna, matoplytkowoscia oraz
podczas stosowania lekow blokujacych funkcje pty-
tek krwi, na przykiad kwasu acetylosalicylowego
(aspiryny). Trzeba pamietac, ze prawidlowy czas
okluzji nie wyklucza VWD [5].

Wartos$ci PT, TT oraz stezenie fibrynogenu sg
u chorych z VWD prawidiowe, natomiast aPTT
moze ulec przediuzeniu w przypadku, gdy jest ob-
nizona aktywno$¢ czynnika VIII (podtyp 2N, typ 3
VWD oraz cze$¢ chorych na typ 11 typ 2). Liczba
plytek krwi jest prawidlowa poza czeScig przypad-
kéw podtypu 2B, typowo obnizajgca sie w cigzy, pod-
czas infekgji, stresu [6].

Badania wstepne w kierunku vWF to ocena
aktywno$ci czynnika VIII (FVIII:C), aktywno$ci ko-
faktora rystocetyny (vVWF:RCo, aktywno$§¢ vWF)
oraz stezenia czynnika von Willebranda (vWF:Ag,
antygen vWF) [3]. Aktywnos$¢ czynnika VIII ozna-
czana metoda jednostopniowa (czyli jako modyfika-
cja czasu aPTT), rzadziej metodg dwustopniowa
(chromogenna), jest najczeSciej prawidiowa (N: 50—
—-150%). Obnizenie aktywnosci czynnika VIII obser-
wuje sie jedynie w VWD typu 3 (zwykle ponizej
10%) oraz w podtypie 2N, czasem u niektorych cho-
rych z typem 11 2. Stezenie czynnika von Willebran-
da (N: 50-150%) mozna oznacza¢ kilkoma metoda-
mi immunologicznymi, na przyktad ELISA (immu-
noenzymatyczna; enzyme-linked immunosorbent
assay), EIFA (enzymoimmunofluoroscencyjna; en-
zyme immunofluorescent assay) lub LIA (automated
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Tabela 2. Badania szczeg6towe w rozpoznawaniu podtypéw typu 2 choroby von Willebranda

Table 2. The specific diagnostics tests for subtypes of type 2 von Willebrand disease

Badania diagnostyczne

Analiza multimerow

Test LD-RIPA Analiza multimeréw

Analiza multimetréw

Charakterystyka

Podtyp 2A Ostabienie adhezji ptytek krwi zaleznej od vWF,
selektywny niedobdr duzych multimerow

Podtyp 2B Zwiekszenie powinowactwa VWF do ptytkowej GP Ib,
selektywny niedobdér duzych multimeréw

Podtyp 2M Ostabienie adhezji ptytek zaleznej od VWF przy
prawidtowym uktadzie multimetréw

Podtyp 2N Defekt wigzania FVIII przez vWF

Test wigzania FVIII:vVWF

VWF (von Willebrand factor) — czynnik von Willebranda; LD-RIPA (low dose ristocetin induced platelet aggregation) — agregacja ptytek pod wptywem niskiego

stezenia rystocetyny

latex immuno assay). Warto§¢ vWF:Ag w typie 1 jest
obnizona, w typie 2 obnizona lub prawidlowa, nato-
miast w typie 3 nieoznaczalna. Na podstawie aktyw-
no$ci czynnika von Willebranda mierzonej jako ak-
tywno$¢ kofaktora rystocetyny ocenia sie zdolno$¢é
vWF do interakcji z ptytkami krwi w obecno$ci rysto-
cetyny. Rystocetyna to antyhiotyk, ktory w warunkach
n vitro uczestniczy w wigzaniu vVWF z glikoproteing
plytkowa Ib. Warto$¢ vWEF:RCo jest obnizona w ty-
pach 1, 2A, 2B, 2M, obnizona lub prawidlowa w typie
2N oraz nieoznaczalna w typie 3 [3].

Na podstawie wynikow aktywno$ci i stezenia
vWF mozna obliczy¢é wspolczynnik vWF:RCo/
/YWEF:Ag, ktory jest pomocny w roznicowaniu VWD
typu 11 2. WartosSci powyzej 0,5-0,7 wskazuja na
typ 1, a wartoSci ponizej 0,5-0,7 na typ drugi (za
wyjatkiem podtypu 2N, w ktorym wartoSci sg takie,
jak w typie 1) [1].

Badaniem, ktore takze moze by¢ przydatne
w roznicowaniu typu 11 2, szczegodlnie typu 2A od
2M oraz 2A od 2B, jest test wiazania vWF do kola-
genu (VWF:CB, vWF collagen binding), w ktorym
ocenia sie zdolno$¢ przytaczania vWF do kolagenu
przy wspoltudziale przede wszystkim domeny A3
czasteczki vWF. Badanie to zalicza sie juz do spe-
cjalistycznych. U niewielkiego procenta pacjen-
tow obecny jest defekt wigzania kolagenu, ktory jest
zwigzany z nieprawidiowoS$ciami w obrebie dome-
ny A3 vWF inie zalezy od obecnosci duzych multi-
metrow. Poniewaz warto§¢ vWEF:RCo jest u nich
prawidlowa, test vYWF:CB wydaje sie mieé podsta-
wowe znaczenie dla rozpoznania VWD. Z uwagi jed-
nak na fakt, ze wynik testu w duzej mierze zalezy
od pochodzenia kolagenu, testu nie powinno sie
wykonywac zamiast testu vVWF:RCo [1, 7].

Aby rozpoznac konkretny podtyp w typie 2 (ja-
kosciowym), niezbedne jest wykonanie dalszych
badan specjalistycznych, takich jak: agregacja
plytek krwi pod wplywem standardowego stezenia
rystocetyny, agregacja plytek pod wptywem niskie-

go stezenia rystocetyny (LD-RIPA, low dose risto-
cetin induced platelet aggregation), test wigzania
FVIII przez vWF (WWF:FVIIB, vWEF:FVIII binding)
oraz analiza multimerow vWF w osoczu (tab. 2) [8].
Niestety, nadal te badania sa bardzo trudno dostep-
ne w polskich oSrodkach diagnostycznych.

Badanie agregacji pod wplywem standardowego
stezenia rystocetyny (RIPA), tj. 1,1-1,5 mg/ml, ma za-
stosowanie praktycznie wyltacznie dla rozpoznawania
vWD typu 3, w ktorym jest ona oslabiona. Dla pozo-
statych typow choroby test jest zbyt malo czuty [1].

Test LD-RIPA, czyli ocena agregacji plytek
krwi w osoczu bogatoplytkowym pod wplywem
malego stezenia rystocetyny (0,5-0,6 mg/ml), to
badanie wykorzystywane w diagnostyce podtypu 2B
vWE. U os6b zdrowych plytki krwi obecne w oso-
czu bogatoplytkowym nie agreguja pod wplywem
tak niskiego stezenia rystocetyny. U pacjentoéw
z typem 2B obserwuje sie natomiast agregacje, naj-
czesciej = 30% (wynik dodatni) [3]. Niestety, do-
datni wynik tego testu obserwuje sie takze w plyt-
kowym typie VWD (rzekomej chorobie von Wille-
branda). Aby rozrézni¢ te dwie jednostki choro-
bowe, mozna wykonaé tak zwany mieszany test
LD-RIPA (stosuje sie mieszanine osocza pacjenta
1 plytki od zdrowego dawcy — prawidlowe warto-
Sci testu wskazuja na typ plytkowy). Przydatny jest
takze test wigzania vWF do plytek (vWF:PB, vWF
platelet binding) oceniajacy przyltaczanie vVWF do
utrwalonych w paraformaldehydzie prawidiowych
plytek krwi pod wplywem rystocetyny w stezeniu
0,3-0,6 mg/ml (w typie 2B wigzanie jest wzmozo-
ne, a w typie plytkowym — prawidiowe) [3].

Test wigzania FVIII przez vWF (vWF:FVIIIB;
FVIII binding capacity of vWF) jest niezbedny do
rozpoznania typu 2N VWD i zréznicowania tego
podtypu od tagodnej hemofilii A. W teScie okresla
sie zdolno$¢ vWF do przylaczania egzogennego
czynnika VIII (metoda immunoenzymatyczng lub
chromogenng mierzy sie ilo$§¢ zwigzanego FVIII).
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Rycina 1. Prawidtowy wzér multimetréw czynnika von Willebranda (VWF) w zdrowym osoczu kontrolnym (rozdziat
wykonano metodg elektroforezy na 1,5-procentowym zelu agarozowym; materiat wiasny)

Figure 1. The pattern of von Willebrand factor (vWF) multimers in normal plasma (multimers were analyzed using

medium resolution gel, 1,5% agarose)

Zaleca sie takze, aby w przypadku podejrzenia VWD
typu 2N dla okreslenia aktywnoSci czynnika VIII
stosowa¢ metode dwustopniowa (chromogenna)
zamiast metody jednostopniowej [9].

Analiza multimetrow jest testem jakoSciowym
oceniajacym rozdzial multimetrow vWF. Metoda ma
podstawowe znaczenie dla rozpoznania podtypow
typu 2 VWD. Jak juz wspomniano, czasteczka vVWF
jest zbudowana z roznej wielko$ci multimetrow:
malych, §rednich 1 duzych, ktére wedruja w zelu
agarozowym z r6zng predkos$cia (najwolniej wedrujg
multimetry o duzej masie czasteczkowej). Najczes-
ciej stosowane techniki rozdzialu multimetréw to
elektroforeza w zelu agarozowym (1,4% lub 3%; ho-
rizontal SDS-gel electrophoresis) lub poliakrylamido-
wym (5%; vertical SDS-poliacrylamide gel electropho-
resis) [10]. Po rozdziale wykonuje sie immunoblot-
ting, a nastepnie uwidocznienie bialek. Do procesu
wizualizacji wykorzystuje sie techniki: radioaktywna
(z wykorzystaniem mono- lub poliklonalnych przeciw-
cial sprzezonych z izotopem jodu *’I), chemilumine-
scencyjna, fluoroscencyjna lub kolorymetryczng [11].

Poniewaz uzyskany wzor multimeréw pozwa-
la tylko na ocene jakoSciowa (przez poroéwnanie
z osoczem prawidlowym [ryc. 1]) dla pelnej wizu-
alizacjiioceny iloSciowe] prazkow po rozdziale elek-
troforetycznym mozna wykorzystac¢ przeksztalce-
nie (skanowanie) densytometryczne.

W poszczegolnych typach choroby von Wille-
branda, szczegolnie w typie 2, wzory multimetrow
rbznig sie, co pozwala na wykorzystanie tej techni-
ki w ich roznicowaniu. W podtypie 2A i 2B obser-
wuje sie selektywny niedobor duzych multimetrow,
natomiast w podtypie 2M rozklad multimeréw jest
prawidiowy, podobnie jak w typie 1. Takze typ plyt-
kowy VWD charakteryzuje sie redukcjg duzych
multimetréow w osoczu. W typie Vincenza (klasyfi-

kowanym obecnie jako typ 1 lub podtyp 2M) wyste-
puja w osoczu multimetry, ktore sa zblizone wiel-
ko$cia do tak zwanych olbrzymich (ULMW, ultra-
large) obecnych w plytkach krwi [12]. Multimetry
olbrzymie pojawiaja sie takze w osoczu pacjentow
z zakrzepowa plamicg matoptytkowa (TTP, throm-
botic thrombocytopenic purpura), w ktorych to przy-
padkach nie wykonuje sie rutynowo tego testu.

Analiza multimerow jest badaniem bardzo przy-
datnym, szczegolnie w sytuacjach, w ktorych wy-
niki badan podstawowych 1 wstepnych nie wskazuja
jednoznacznie na typ lub podtyp choroby von Wil-
lebranda. Badanie jest niestety kosztowne 1 wyma-
ga standaryzacji. Osrodki, ktore je wykonuja, korzy-
staja z wiasnych modyfikacji metod juz wczes$niej
opisanych, co moze byé powodem rozbieznoSci
W ocenie uzyskanych wynikow.

Ponadto badania genetyczne (sekwencjonowa-
nie DNA) czasami sg wykorzystywane w diagnosty-
ce choroby von Willebranda, szczeg6lnie w diagno-
zowaniu podtypow typu 2. Wiekszo$¢ opisanych
mutacji jest zwigzana z okreSlonymi podtypami
2 typu choroby. Sg to jednak badania kosztowne
1 trudno dostepne [1].

Trudnosci diagnostyczne

O ile rozpoznanie typu 3 1 ogo6lnie typu 2 VWD
nie jest zwykle trudne, o tyle w przypadku typu 1
(fagodnego) wyniki badan nie zawsze daja jedno-
znaczng odpowiedz. Badania przesiewowe w tym
typie sa najczeSciej prawidiowe. Badania wstepne
w lagodnej postaci VWD moga takze okresowo wy-
padac prawidlowo. Nalezy pamietac, ze czynnik VIII
1 czynnik von Willebranda to biatka ostrej fazy, tak
wiec ich stezenie we krwi ro$nie miedzy innymi
podczas stresu, wysitku fizycznego, stanu zapalne-
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go, zabiegow operacyjnych. Stezenie tych biatek
zwieksza sie takze z wiekiem oraz podczas ciazy
(W trzecim trymestrze moga osiaga¢ wartosci 2-5
razy wyzsze od wyjSciowych), co powoduje, ze ba-
dania laboratoryjne u niektérych pacjentéw trzeba
wykonywac kilkakrotnie. Z kolei u oséb z grupa krwi
0 stezenie vWF jest fizjologicznie o okoto 25-30%
nizsze niz u oséb z grupg krwi A 1 B.

Badania laboratoryjne o podstawowym znacze-
niu w rozpoznaniu VWD sg nadal stabo wystanda-
ryzowane i cechujg sie duza zmienno$cia, na przy-
ktad wspoltczynnik zmiennoSci (CV, coefficient of va-
riation) dla vVWF:RCo moze sie waha¢ w granicach
20—30% lub nawet wiecej (szczegdlnie przy war-
toSciach ponizej 10%), a dla vWF:Ag — 10-20% [1].
Tak duza zmienno§¢ powoduje, ze wyniki uzyska-
ne w roznych laboratoriach moga utrudnia¢ posta-
wienie wlaSciwego rozpoznania [13].

W takiej sytuacji sugeruje sie przede wszyst-
kim oznaczenia z tej samej probki krwi oraz dba-
fo$¢ o wlasciwy sposob transportowania materiatu
do badania.

Podsumowanie

Zalecenia Polskiego Towarzystwa Hematolo-
gow 1 Transfuzjologow, opublikowane w 2008 roku,
precyzuja sposob postepowania przy rozpoznawa-
niu choroby von Willebranda. Aby postawi¢ osta-
teczne rozpoznanie, po badaniu klinicznym pacjen-
ta nalezy wykona¢ badania laboratoryjne w odpo-
wiedniej kolejno$ci. Badania podstawowe (PT,
aPTT, fibrynogen, morfologia), chociaz powszechnie
dostepne, w wiekszos$ci przypadkow VWD wypadaja
prawidiowo. U chorego z objawami skazy krwotocz-
nej zaniechanie dalszej diagnostyki w tym momen-
cie jest bledem. Niekiedy (np. w przypadku typu 1
VWD) konieczne bywa kilkukrotne powtorzenie
oznaczen. Kluczowe znaczenie ma jednak dostep do
wyspecjalizowanego laboratorium, wykonujacego
pelny panel oznaczen laboratoryjnych. Istotnymi
utrudnienieniami w diagnostyce VWD jest nadal mata

dostepno$¢ wyzej wymienionych badan, zwlaszcza
specjalistycznych (np. LD-RIPA, analiza multime-
row, vWE:FVIIIB) oraz ich wysoki koszt.
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