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Streszczenie

Choroba von Willebranda (VWD) typu 2M to skaza krwotoczna dziedziczona autosomalnie dominujgco. Jej cecha cha-
rakterystycznag jest zmniejszona interakcja miedzy czynnikiem von Willebranda (VWF) i ptytkami krwi, ktéra nie wynika
z utraty wielkoczasteczkowych multimeréw VWF. Typ 2M VWD wystepuje u 5-10% ogdtu pacjentow z VWD i czesto jest
mylony z typem 1 lub typem 2A VWD. Podtozem skazy krwotocznej sa mutacje zmiany sensu i delecje wystepujace w do-
menie A1 (w migejscu wigzania z glikoproteing Ib i kolagenem) oraz, znacznie rzadziej, w domenie A3 (miejsce wigzania
kolagenu) VWF. Laboratoryjnie typ 2M VWD charakteryzuje sie upo$ledzong agregacja z rystocetyna, prawidtowym/
/uposledzonym wigzaniem z kolagenem, obnizong aktywno$cig VWF:RCo, ilorazem VWF:RCo/VWF:Ag ponizej 0,7 i pra-
widtowa dystrybucjg multimeréw VWF.

Typ 2M VWD jest szczeg6lnie trudny do diagnostyki, poniewaz muszg by¢ w nim uwzglednione nie tylko zaburzenia wigza-
nia VWF z receptorem GPlba ptytek krwi (VWF:RCo), ale takze zaburzenia wigzania VWF z podsrodbtonkowym kolagenem
(VWF:CB). Dodatkowo, koniecznoS¢é wykonania analizy multimerow VWF powoduje, ze typ 2M VWD jest rozpoznawany
najczesciej jedynie w wysokospecjalistycznych laboratoriach.

Rozpoznanie typu 2M moze mie¢ znaczenie w wyborze sposobu leczenia. W piSmiennictwie leczenie DDAVP jest oce-
niane roznie. U czesci chorych moze byé ono mato skuteczne ze wzgledu na szybki klirens VWF z osocza. Leczenie
koncentratami czynnika VIl zawierajgcymi VWF jest natomiast identyczne jak w typie 1 i 2A VWD.

Stowa kluczowe: choroba von Willebranda (VWD), klasyfikacja, choroba von Willebranda 2M, diagnostyka fenotypowa,
leczenie
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Wstep

Choroba von Willebranda (VWD) jest najczesciej wyste-
pujaca skaza krwotoczng, bardzo heterogenng zaréwno
fenotypowo, jak i molekularnie. Czestos¢ jej wystepowania
okresla sie jako 1 na 100 w odniesieniu do catej grupy
chorych z VWD (objawowych i bezobjawowych) i 1 na
10 tys. w przypadku pacjentéw objawowych. Wystepuje we

wszystkich grupach etnicznych, a objawy kliniczne moga
manifestowac sie w kazdym wieku [1].

Podtozem skazy krwotocznej w VWD jest ztozony defekt
syntezy, struktury i funkcji osoczowego biatka — czynnika
von Willebranda (VWF). Czynnik von Willebranda to biatko
o strukturze multimerycznej, ktérego podstawowg podjed-
nostka jest monomer. Monomer jest zbudowany z powta-
rzajgcych sie domen (A, B, C, D), zawierajacych sekwencje
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odpowiedzialne za udziat VWF w procesie hemostazy pier-
wotnej (adhezja i agregacja ptytek krwi; domeny A1, A3, C1)
i hemostazy wtérnej (krzepniecie krwi; domeny D’'D3) [2].

Objawy kliniczne choroby von Willebranda

Charakterystycznymi objawami VWD sg nadmierne
krwawienia skorno-Sluzowkowe, siniaczenie, przedtuzone,
nawracajgce krwawienia z nosa, krwawienia z dzigset,
krwotoczne miesigczki, przedtuzone krwawienia po ura-
zach, po porodzie, krwawienia z przewodu pokarmowego,
po zabiegach chirurgicznych i ekstrakcji zebow [3, 4]. VWD
jest diagnozowana u okoto 5-20% kobiet z krwotocznymi
miesigczkami [4, 5]. Krwawienia i mutacje genu VWF wy-
stepuja najczesciej u pacjentdéw z aktywnoscig VWF:RCo
ponizej 30 j/dL. Uwaza sie, ze przyczyng ciezkich krwa-
wien u chorych z niewielkim niedoborem VWF (30-40%)
moze byé obecnosé dodatkowego defektu hemostazy [6].
Wylewy do mie$ni i stawdw pojawiaja sie zazwyczaj u 0s6b
ze stezeniem czynnika VIII (FVIII:C) nizszym niz 10 1U/dI
(VWD 2N i VWD 3). Objawy kliniczne VWD moga pojawiaé
sie w r6znym wieku, w zaleznosci od typu VWD. W typie
ciezkim (typ 3 VWD) skaza krwotoczna pojawia sie bardzo
wczesnie, natomiast w typie 1 VWD moze nie byé rozpo-
znana az do wieku Sredniego, nawet mimo wystepowania
matych epizodéw krwotocznych.

Cho¢ udowodniono, ze u 0s6b zdrowych i z typem 1 VWD
wraz z wiekiem stopniowo wzrasta stezenie VWF i czynnika
VI (FVIII, VIII:C), dalej nie wiadomo, jaki ma to wptyw na
obraz kliniczny choroby. Dotychczasowe doniesienia na
temat wptywu starzenia sie organizmu na objawy skazy
krwotocznej u chorych z VWD czesto bywaja ze soba
sprzeczne, co wynika w duzej czeSci ze wspbtistnienia
zmian patofizjologicznych niezaleznych od VWD, a towa-
rzyszgcych procesowi starzenia [7-10].

W 2008 roku amerykanski Narodowy Instytut Zdrowia
opublikowat dane [11] rekomendujace rozpoznawanie cho-
roby VWD u pacjentéw z VWF:Ag lub VWF:RCo mniejszym
lub réwnym 30 1U/dl oraz zaliczenie oséb z aktywnoScig
VWF:RCo 30-50 IU/dl i tagodna skazg skorno-sluzéwkowa
do grupy pacjentdw z niskim stezeniem VWF (low VWF level)
i niskim ryzykiem krwawief [11-14].

Podtoze molekularne
choroby von Willebranda

Choroba von Willebranda dziedziczy sie autosomalnie
dominujaco lub recesywnie. Synteza VWF przebiega pod
kontrolg genu znajdujgcego sie na koncu krotkiego ra-
mienia chromosomu 12 (12p13.2). Analize molekularng
VWF komplikuje obecno$é pseudogenu zlokalizowanego
na chromosomie 22q11.2. Pseudogen koresponduje do
eksondw 23-34 genu VWF i wykazuje z nim 97-procentowg
homologie [15].

Mutacje odpowiedzialne za VWD wystepujag na prawie
catej dtugosci genu VWF. NajczeSciej sg to mutacje zmia-
ny sensu, nonsensowne, mate delecje, insercje, mutacje
w miejscu sktadania eksonow (splice-site), a takze allele
null (tab. 1). Chorzy sg homozygotami, heterozygotami lub
ztozonymi heterozygotami defektu. Ekspresja i penetracja
mutacji jest bardzo rézna i brak mutacji nie wyklucza
rozpoznania VWD. W typie 1 VWD mutacje punktowe sg
wykrywane u okoto 65% chorych [16-19]. Nie wszyscy
chorzy, u ktérych wykryto mutacje genu VWF, wykazuja
objawy kliniczne (niekompletna penetracja). U chorych
z VWD, wywiadem rodzinnym skazy krwotocznej i obnizonym
poziomem VWF w osoczu objawy skazy krwotocznej mogg
by¢ nasilone w r6znym stopniu [20, 21].

Miejsce wystgpienia mutacji ma zwigzek nie tylko ze
zmiana funkcji biologicznej VWF, ale takze z odpowiedzig
na leczenie, na przyktad iniekcjami desmopresyny (DDAVP,
1-deamino-8-D-arginine vasopressin). Wykazano, ze naj-
wyzsze wzrosty i skrécony czas przezycia VWF po podaniu
DDAVP majg pacjenci z mutacjami w domenie D'D3, nato-
miast pacjenci odpowiadajgcy na DDAVP jedynie czeScio-
wym wzrostem VIII:C i VWF (lub nieodpowiadajacy wcale)
majg zazwyczaj mutacje w domenach A1-A3 [22, 23].

Klasyfikacja choroby von Willebranda

Pierwszg fenotypowa klasyfikacje VWD opracowano
w roku 1994 [24] (tab. 2). Klasyfikacja ta opiera sie gtéwnie
na oznaczeniu aktywnosci prokoagulacyjnej czynnika VIII
(VIII:C), antygenu VWF (VWF:Ag), oznaczenia kofaktora ry-
stocetyny (VWF:RCo), testu RIPA (ristocetin-induced platelet
aggregation) i multimeréw VWF w zelu agarozowym o ni-
skiej rozdzielczosci (low resolution gel). Wydzielono w niej
trzy gtéwne typy VWD: dwa iloSciowe (typ 1 ityp 3)ijeden
jakoSciowy (typ 2, obejmujgcy podtypy: 2A, 2B, 2M i 2N).

Klasyfikacja wedtug Sadler [24] uzyskata rekomendacje
Komitetu do spraw Standaryzacji Czynnika von Willebranda
(VWF-SSC, von Willebrand Factor Scientific Standarization
Committee) Miedzynarodowego Towarzystwa do spraw
Zakrzepic i Hemostazy (ISTH, International Society on
Thrombosis and Haemostasis). Chociaz w 2006 roku kla-
syfikacje te zmodyfikowano [25], to jednak jest ona juz nie-
wystarczajaca do wiasciwego, a jednoczesnie przejrzystego
zréznicowania wszystkich typéw VWD. W dalszym ciagu
pozostato nierozwigzanych wiele probleméw diagnostycz-
nych, na przyktad takich jak prawidtowe zakwalifikowanie
typu 1C (clearance) czy zrdznicowanie typu 2M VWD z ty-
pem 1 lub typem 2A.

W roku 2016 kilka czotowych laboratoriéw europejskich
przygotowato propozycje nowej klasyfikacji VWD — European
Clinical Laboratory and Molecular (ECLM) classification
— wedtug rekomendacji zespotu: Budde, Schneppenheim,
Michiels i Gadisseur [26] (tab. 3). Nowa klasyfikacja jest
bardziej skomplikowana niz ta wedtug Sadler [24, 25].
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Tabela 1. Podtoze molekularne choroby von Willebranda (VWD) [16-19]

Table 1. Molecular background of von Willebrand disease [16-19]

Typ VWD Dziedziczenie

Miejsca najczesciej wystepujacych mutacji

wg Sadler [1]

VWD1 Autosomalne dominujgce

Allele null (15%)

Mutacje zmiany sensu (85%)

Zrdznicowany stopief penetracji genu

VWD2A Autosomalne dominujace
lub autosomalne recesywne

VWD2B Autosomalnie dominujgce
VWD2M Autosomalne dominujace
VWD2N Autosomalne recesywne
VWD3 Autosomalne recesywne

Mutacje zmiany sensu, gtéwnie w domenach A1, A2, D3 i CK

Mutacje zmiany sensu w propeptydzie

Mutacje zmiany sensu w domenach A1 (ekson 28; 86%) i D3 (ekson 28; 14%)
Mutacje zmiany sensu i mate delecje w ramce odczytu w domenie A1

Mutacje zmiany sensu w domenach D’ i D3

Gtownie allele null (80-90%,), duze-mate delecje; mutacje nonsensowne,

zmiany sensu, przesuniecie ramki odczytu

Tabela 2. Klasyfikacja choroby von Willebranda (VWD) wedtug Sadler (1994) [24]

Table 2. Von Willebrand disease (VWD) classification according to Sadler (1994) [24]

Charakterystyka defektu

1 Czesciowy, ilosciowy niedobor VWF,
VWF:RCo/VWF:Ag > 0,7

Warianty VWD

I, | z prawidtowymi ptytkami, | z niskg liczbg ptytek, IA,
I-1, -2, I-3

2 Defekt jakoSciowy VWF, VWF:RCo/VWF:Ag < 0,7
2A UpoSledzona adhezja ptytek zalezna od VWF, niedo- IIA, IB, | z nieprawidtowg liczbg ptytek, IIC, D, IIE, IIF,

bor wielkoczagsteczkowych multimeréw VWF

I1G, IH

2B Zwigkszone powinowactwo do ptytkowej glikoproteiny  1IB, 1 New York, 1 Malmo, | Sydney

GPlb

2M UpoSledzona adhezja piytek zalezna od VWF bez

B, IC, ID, Vicenza

selektywnego niedoboru wielkoczgsteczkowych mul-

timeréw VWF

2N Znaczace obnizenie wigzania FVIIl przez VWF

3 Catkowity brak VWF; VWF:Ag ponizej progu
detekcji [17]

Dodatkowo wyréznia ona typ 1 Vicenza i autosomalnie
recesywny typ 1 ciezki, natomiast w typie 2 — podtypy 2C,
2D, 2E i 2M-CBD (z defektem wigzania kolagenu).
Klasyfikacja ECLM [26] wyrdznia zamiast jednego az
dwa podtypy 2M VWD (2M i 2M-CBD), zwracajgc tym sa-
mym uwage na trudno$ci w prawidtowym rozpoznawaniu
tej skazy krwotocznej. Diagnostyka 2M VWD musi bowiem
uwzglednia¢ zaburzenia wigzania VWF nie tylko z recep-
torem GPlba piytek krwi, ale takze z podsrodbtonkowym
kolagenem typu |, lll, IVi VI. Wykonanie tylko jednego z tych
testow nie pozwala na wykluczenie lub potwierdzenie VWD
2M u wszystkich chorych, poniewaz test wigzania kolagenu
VWF:CB nie wykrywa defektu wigzania ptytek, a VWF:RCo
— defektéw wigzania kolagenu. Dodatkowo, konieczno$é

Normandy
Il

wykonania analizy multimeréw VWF powoduje, ze typ 2M
VWD jest prawidtowo rozpoznawany najczesciej jedynie
w wysokospecjalistycznych laboratoriach.

Choroba von Willebranda typu 2M

W fenotypowej klasyfikacji z 1994 roku [24] typ 2M
VWD jest zdefiniowany jako jakoSciowy wariant VWD
charakteryzujacy sie upo$ledzong aglutynacja/agregacja
ptytek krwi pod wptywem rystocetyny przy prawidtowej
dystrybucji multimeréw VWF. Multimery w typie 2M VWD
maja prawidtowg wielkosé lub sg nawet nieco wieksze niz
normalne, natomiast ich linie satelitarne sg najczesciej
nieprawidtowe, co wskazuje na obecnosé nieprawidtowych
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Tabela 3. Choroba von Willebranda (VWD) wedtug klasyfikacji opracowanej przez Kliniczne i Molekularne Laboratoria w roku 2016 [26]

Table 3. Von Willebrand disease (VWD) according to the European Clinical Laboratory and Molecular Classification from 2016 [26]

Typ Charakterystyka
1 VWF:Ag < 35%; prawidtowy VWF:CB/VWF:Ag; VWF:RCo/VWF:Ag > 0,7
Pacjenci z VWF:Ag > 35% z ciezkq skaza krwotoczng
1 Autosomalno-dominujacy defekt klirensu (typ Vicenza)
1 ciezki Autosomalnie recesywny — VWF:Ag i VWF:RCo < 5%; wysoki iloraz FVIII/VWF po DDAVP
2 Autosomalnie dominujacy; VWF:RCo/VWF:Ag < 0,7 dla 2A, 2B, 2E, 2D, 2M
2A Niedobor HMWM w wyniku proteolizy zwigzany z mutacjg w domenie A2;

nieprawidtowe triplety

2B Podwyzszony RIPA (0,8 mg/ml), trombocytopenia, mutacja w domenie A1 VWF

2C Autosomalna recesywna, defekt uwalniania (zwiekszony iloraz FVIII:C/VWF:Ag); brak HMWM w wyniku
defektu multimeryzacji spowodowanego hetero- i homozygotycznymi mutacjami w domenach D1 i D2

2D Niedobér HMWM; nieparzysta liczba monomeréw; nieprawidtowe prazki w analizie multimeréw
spowodowane mutacjami w C-koncowej domenie CK VWF

2E Brak HMWM spowodowany defektem multimeryzacji i wzrostem klirensu; mutacje w domenie D3

2M lloraz VWF:RCo/VWF:Ag < 0,7; prawidtowy VWF:CB/VWF:Ag > 0,7; uposledzony RIPA;

mutacje w domenie A1l

2M-CBD Defekt wigzania kolagenu; VWF:RCo/VWF:Ag > 0,7; VWF:CB/VWF:Ag < 0,7; mutacje w domenie D3
2N Autosomalny recesywny; FVIII:C/VWF:Ag < 0,5; defekt wigzania FVIII przez VWF; mutacje w domenie D’

3 Autosomalny recesywny; nieoznaczalny VWF:Ag i VIII:C

HMWM (high molecular weight multimers) — multimery o wysokiej masie czasteczkowej; RIPA (ristocetin-induced platelet aggregation) — agregacja ptytek indukowanych rystocetyna

podjednostek VWF — tak jak w zaliczanych do typu 2M
wariantach VWD.

Typ 2M VWD to skaza krwotoczna spowodowana
jakosciowym defektem czgsteczki VWF uposledzajgcym
wigzanie VWF z ptytkowym receptorem GPIb i/lub pod-
Srodbtonkowym kolagenem. Stanowi on 5-10% pacjentow
z VWD [27] i jest czesto mylony z typem 1 VWD i typem
2A VWD. W przeciwienstwie do typu 2A zmniejszenie in-
terakcji miedzy VWF a ptytkami krwi nie wynika z utraty
wielkoczasteczkowych multimerow VWF.

Obraz kliniczny 2M VWD charakteryzuje sie typowymi
dla VWD tagodnymi/umiarkowanymi krwawieniami skorno-
-Sluzéwkowymi. U chorych stosunkowo czesto wystepuja
krwawienia z nosa, a u kobiet — krwotoczne miesigczki.
Krwawienia sg tagodniejsze niz w typie 2A VWD, lecz ciezsze
niz w typie 1 VWD [28]. Ciezka skaza krwotoczna pojawia sie
gtéwnie u 0s6b z bardzo niskimi stezeniami VWF:RCo [29,
30]. Fenotypowo typ 2M jest czesto trudny do odrdznienia
od typu 1itypu 2A [31, 32] (tab. 4).

Poczatkowo wiekszoS¢ wariantow 2M VWD zaliczano
do typu 1 VWD. W roku 1994 w opracowanej przez Sadler
[24] klasyfikacji VWD (tab. 1) po raz pierwszy do typu 2M
VWD zaliczono nastepujgce warianty VWD:

— Milwaukee [33] — jest spowodowany delecjg R1392-

-Q1402 (Arg629- GIn639); charakteryzuje sie obec-

noscig prawidtowych multimeréw oraz upo$ledzeniem
wigzania z GPIb;

— Vicenza [34, 35] — cechuje sie obnizonym stezeniem
VWF w osoczu, wieksza niz normalnie wielkoScig mul-
timeréw, znacznie zwiekszonym klirensem, skréconym
czasem przezycia VWF i ilorazem VWF:RCo/VWF:Ag
czesto powyzej 0,7 [35];

— B [36, 37] — charakteryzuje sie prawidtowa strukturg
multimerdéw, uposledzonym VWF:RCo oraz mutacja
G1324S (Gly561Ser); identyczny fenotyp spowodowany
mutacjg G1324A(Gly561Ala) opisali Meyer i wsp. [38];

— IC[39]i 1D [40] — warianty te wyrézniano na podstawie
charakterystycznych niewielkich zmian w strukturze
multimeréw réznicowanych na podstawie elektroforezy
w zelach o wysokiej rozdzielczoSci.

Podtoze molekularne

Choroba von Willebranda typu 2M dziedziczy sie auto-
somalnie dominujgco i charakteryzuje sie petng penetra-
cja nieprawidtowego genu. Jest spowodowana mutacjami
wystepujacymi najczesciej w domenie A1l [18, 19, 41],
w ktorej znajduje sie miejsce wiazania glikoproteiny lb
[42] i kolagenu [43, 44]. Sg to gléwnie mutacje zmiany
sensu lub mate delecje w ramce odczytu w eksonie 28,
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Tabela 4. Charakterystyka laboratoryjna choroby von Willebranda (VWD) — typéw 1, 2A VWD i 2M VWD [32, 51, 54-56]

Table 4. Laboratory characteristics of types 1, 2A and 2M von Willebrand disease (VWD) [32, 51, 54-56]

Badania laboratoryjne

Typ 1
Badania PT Prawidtowy
przesiewowe APTT Prawidfowy lub
przedtuzony
w zaleznosci od VIII:C
Ptytki krwi Prawidtowe
Czas okluzji Przedtuzony
lub prawidtowy
Ustalenie FVIIi:C Obnizony
typu VWD lub prawidtowy
VWF:Ag < 50%
VWF:RCo <50%
VWF:CB < 50%
VWF:RCo/VWF:Ag Prawidtowy > 0,7
VWF:CB/VWF:Ag Prawidtowy > 0,7
Ustalenie VWEF:VIIIB Prawidtowy
podtypu VIII/VWF:Ag Prawidtowy
Multimery Prawidtowa dystrybucja
RIPA 0,5 mg/ml Brak agregaciji
1,0 mg/ml Obnizona/prawidtowa
1,5 mg/ml Obnizona/prawidtowa

VWD
Typ 2A Typ 2M
Prawidtowy Prawidtowy
Prawidtowy lub Prawidtowy lub
przedtuzony przedtuzony
w zaleznosci od VIII:C w zaleznosci od VIII:C
Prawidtowe Prawidtowe
Przedtuzony Przedtuzony
lub brak okluzji lub brak okluzji
Obnizony Prawidtowy
lub prawidtowy lub obnizony
Obnizony Prawidtowy
lub prawidtowy lub obnizony
Obnizony < 30% Obnizony
Obnizony < 15% Obnizony

lub prawidtowy
Obnizony < 0,7 Obnizony < 0,7 (< 0,6)
Obnizony < 0,7 Obnizony

lub prawidtowy
Prawidtowy Prawidtowy
Prawidtowy Prawidtowy

Niedobér HMWM lub Prawidtowa dystrybucja,
IMWM, czesto nieprawidto-  sporadycznie multimery
we prazki tripletow wieksze niz normalnie

Brak agregaciji Brak agregaciji
Obnizona Obnizona
Obnizona Obnizona

APTT (activated partial thromboplastin time) — czas czeSciowej tromboplastyny po aktywacji; HMWM (high molecular weight multimers) — multimery o wysokiej masie czasteczkowej; IMWM(intermediate
molecular weight multimers) — multimery o Sredniej masie czasteczkowej; PT (prothrombin time) — czas protrombinowy; RIPA (ristocetin-induced platelet aggregation) — agregacja ptytek indukowanych rysto-

cetyng

w petni penetrujace, uposledzajagce wigzanie z GPlb
i/albo z kolagenem.

Do 2017 roku opisano 83 mutacje typu 2M VWD, w tym
78 zmian sensu i pie¢ innych (mutacje w miejscu sktadania
eksonow, delecje lub insercje) [19]. Mutacje zmiany sensu
zachodza gtéwnie w dwusiarczkowej petli domeny A1 (82%)
miedzy C1272 a C1458 (Cys509-Cys695), natomiast
znacznie rzadziej — w domenie A3 (17%). Pozostate to
mutacje w miejscu sktadania eksonow, a takze delecje i in-
sercje w domenach D3, A1iA3. Wedtug badan kanadyjskich
najczesciej udaje sie ustali¢ rodzaj mutacji u pacjentéw,
u ktérych VWF:RCo/VWF:Ag jest mnigjsze niz 0,4 [29].

Mutacje uposledzajace wiagzanie GPlb. Wiekszos¢
mutacji 2M VWD, powodujgcych defekt wigzania GPIb, to
mutacje heterozygotyczne wystepujgce na catej dtugosci
domeny A1 VWF [35]. Mutacje te albo uposledzaja bezpo-
Srednio wigzanie VWF do GP Ib (Ser1285Phe), albo hamuja

odstanianie domeny A1 w warunkach szybkiego przeptywu
krwi (Gly1324Ala i Gly1324Ser) [19, 45-47].

Mutacje powodujgce defekt wigzania kolagenu. Muta-
cje wigzania kolagenu | i lll wystepujg w domenach A1i A3,
aw wypadku kolagenéw IV iVI—w domenie A1 [19, 48-50].

Diagnostyka

Duzym wyzwaniem diagnostycznym jest zroznicowanie
typu 1 VWD z typem 2M VWD i typu 2A z 2M VWD. Trudnosci
diagnostyczne w rozpoznawaniu typdw VWD spowodowaty,
Ze caly czas podejmowane sa proby modyfikacji zaréwno
panelu badan, czego przyktadem moze byé rozszerzony
zestaw badan diagnostycznych Federici [17] (tab. 5), jak
i samej klasyfikacji VWD (26) (tab. 3).

Diagnostyka 2M VWD (tab. 5) wymaga przeprowadzenia
petnego panelu badan laboratoryjnych, w tym oznaczenia
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Tabela 5. Laboratoryjna diagnostyka choroby von Willebranda (VWD) zaproponowana przez Federici (2016) [17]

Table 5. Laboratory diagnostics of von Willebrand disease (VWD) according to Federici (2016) [17]

Parametry Wywiad kliniczny

Pojawianie sie czesto krwawien skorno-sluzowkowych, krwawienia

kliniczne pooperacyjne; na podstawie kwestionariusza oznaczony wspétczynnik krwotoczny (BS,

Bleeding Score)

Wywiad rodzinny Pozytywny w kierunku krwawien charakterystycznych dla VWD

Parametry Poziom pierwszy
laboratoryjne

Badania aktywnosci VWF réznymi metodami:

*  VWF:RCo — pomiar indukowanego rystocetyng wigzania VWF z GPIba

*  VWF:GPIbR — pomiar indukowanego rystocetyng wigzania VWF
z fragmentem rekombinowanego prawidtowego GPlba.

* VWF:GPIbM — spontaniczne wiazanie VWF do zrekombinowanego
fragmentu GPIba (gain of function)

* VWF:Ab — wigzanie przeciwciat monoklonalnych do miejsca wigzania

GPIba w A1 VWD

Pomiar wigzania kolagenu — VWF:CB

Stezenie antygenu — VWF:Ag

Aktywno$é prokoagulacyjna czynnika VIII — VIII:C
VWF:RCo/VWF:Ag; VWF:.CB/VWF:Ag
Poziom drugi Aglutynacja pod wptywem rystocetyny (RIPA)

Analiza multimeréw o wysokiej i niskiej rozdzielczosci
Oznaczenie propeptydu (VWFpp) jako VWFpp/VWF:Ag
Test wigzania czynnika VIIl — VWF:FVIIIB

Badania Obecnosé duzych delecji w typie VWD3

molekularne
— potwierdzenie VWD

Obecno$é mutacji w okreSlonych domenach:

+  D2-D3-C2-A2-CK (VWD2A)
« D3 (VWWD1/VWD2M Vicenza)

« D-D3(2N)

* A1(VWD2iVWD M)

wigzania kolagenu i/lub analizy multimeréw. W okoto 70%
laboratoriow 2M VWD jest rozpoznawany nieprawidtowo.
Najczestsze powody btednego rozpoznania to:

— ograniczony panel badan (41,7%) — w laboratoriach
tych rozpoznanie jest oparte jedynie na oznaczeniu
kofaktora rystocetyny (VWF:RCo), VIII:C i antygenu VWF
(VWF:Ag);

— btedna interpretacja wynikow (10%);

— btedy analityczne (13,3%) [32- 53].

Diagnostyka typu 2M VWD powinna obejmowac¢ ba-
dania uwzgledniajace defekty wigzania VWF nie tylko
z ptytkami krwi (VWF:RCo i VWF:RCo/VWF:Ag), ale takze
z podsrodbtonkowym kolagenem (VWF:CB; VWF:CB/
/VWF:Ag). Wykonanie jedynie jednego z tych testow nie
pozwala na wykluczenie lub potwierdzenie rozpoznania
VWF 2M, poniewaz test wigzania kolagenu VWF:CB nie
wykrywa defektu wigzania ptytek, a VWF:RCo — defektow

wiagzania kolagenu. Typ 2M VWD jest nieprawidtowo roz-
poznawany az w 70,6% przypadkow [53, 54].

NajczeSciej wykrywany jest typ 2M spowodowany de-
fektem wigzania GPIb. Typ 2M zalezny od upoS$ledzenia
funkcji wigzania podsrodbtonkowego kolagenu rozpoznaje
sie znacznie rzadziej.

Typ 2M VWD charakteryzuje sie uposledzong agrega-
cja z rystocetyng, spowodowang mutacjami w miejscu
wigzania GPlba (gtownie domena A1 VWF) i/lub prawid-
towym/uposledzonym wigzaniem z kolagenem [13, 18].
Obnizone sa aktywno$¢ VWF, jak rowniez iloraz VWF:RCo/
/VWF:Ag (< 0,7). U wiekszosci chorych dystrybucja
multimerow jest prawidtowa. U czeSci pacjentow moga
wystepowaé multimery o wyzszej niz normalnie masie,
moze byc¢ tez niewielki niedob6r multimerow lub zwiek-
szone stezenie multimeréow prawidtowych [24, 33-36,
39, 40] (tab. 6).
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Tabela 6. Dystrybucja multimeréw czynnika von Willebranda (VWF) w chorobie von Willebranda (VWD) typu 2M

Table 6. Von Willebrand factor (VWF) multimer distribution in 2M von Willebrand disease (VWD)

Warianty typu 2M VWD

PiSmiennictwo

Milwaukee (delecja R1392-Q1402; Prawidtowa dystrybucja multimeréw, obnizony VWF:RCo,  Mancuso i wsp. [33]

Arg629-GIn639) upo$ledzone wigzanie VWF-GPIb

Vicenza Obecnosé multimeréw wiekszych niz normalnie Mannucci i wsp. [34]
Zieger i wsp. [35]

ICiID Nieprawidtowa struktura tripletow Ciavarella i wsp. [39]

B (G1324S; Gly561Ser)

W kazdym przypadku podejrzenia typu 2M konieczne
jest jego zr6znicowanie z typem 1 itypem 2A, z ktérymi 2M
jest czesto mylony [53-56] (tab. 4).

Panel badan laboratoryjnych konieczny dla rozpozna-
nia 2M VWD i zréznicowania go z typem 1 i 2A obejmuje
(oprécz rutynowych badan stosowanych w diagnostyce
VWD, takich jak oznaczenie VWF:RCo, VWF:Ag i VIII:C)
wykonanie:

— analizy multimeréw VWF;
— testu wigzania kolagenu (VWF:CB) metodg ELISA.

Analiza multimeréw [57 -59]. Wtasciwosci biologiczne
VWF sa zwigzane ze stezeniem i z wielkoScig obecnych
w osoczu multimeréw tego biatka. Obnizenie stezenia
liczacych 5-10 tys. kDa multimeréw o wysokiej masie
czasteczkowej (HMWM, high molecular weight multimers)
lub ich degradacja moga zmienia¢ funkcje VWF, takie jak
agregacja, adhezja lub krzepnigcie krwi w wyniku upo$le-
dzenia zdolnosSci do wigzania z ptytkowym receptorem GP
Ib (VWF:RCo) i/lub wigzania z podSrodbtonkowym kolage-
nem (VWF:CB) albo ostabionego wigzania z czynnikiem VIl
(FVHIB). Ocene dystrybucji multimeréw w osoczu wykonuje
sie metoda rozdziatu multimeréw w zelach agarozowych
lub stosujac test wigzania kolagenu. Ocena struktury mul-
timerycznej VWF jest waznym parametrem w diagnostyce
oraz r6znicowaniu typéw i podtypéw VWD. Nalezy jednak
pamietaé, ze nie jest to badanie przesiewowe; jedynie
w potgczeniu z wynikami badan klinicznych i wstepnych
badan laboratoryjnych — obejmujgcych kofaktor rysto-
cetyny (VWF:RCo), antygen VWF (VWF:Ag) i aktywno$¢
czynnika VIII — umozliwia prawidtowe rozpoznanie typu
VWD. Chociaz nieprawidtowa dystrybucja multimeréw jest
zwigzana najczesciej z obnizong aktywnosciag kofaktora
rystocetyny, to jednak nalezy pamietaé, ze przyktadowo
w nabytej chorobie von Willebranda (AVWS) uposledzenie
lub brak HMWM moze nie przektadac¢ sie na uposledzenie
VWF:RCo, na przykfad przy zwiekszonej proteolizie VWF spo-
wodowanej wysokimi sitami Scinania, powodujacymi (tak

Prawidtowa dystrybucja multimeréw, nieoznaczalny
VWEF:RCo, prawidtowe wigzanie z botrocetyng

Lopez-Fernandez i wsp. [40]
Rabinowicz i wsp. [37]

Howard i wsp. [36]

jak w stenozie aortalnej) zmiany konformacyjne czasteczki

VWF umozliwiajace proteolize.

Prawidtowo wykonana analiza multimeréw jest ba-
daniem stosunkowo czutym i moze by¢ wykonana przy
stezeniu VWF nizszym niz 1 IU/dL. Badanie obejmuje kilka
etapow:

— rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym o wyzszej
rozdzielczoSci (medium resolution gel), liczacej 1,4-
-2,0% agarozy, lub nizszej rozdzielczosci (low resolution
gel) —0,7-1,2% agarozy;

— transfer biatka na membrane;

— detekcje metodg chemiluminescenc;ji.

Zele o niskiej rozdzielczosci sg stosowane przede
wszystkim do réznicowania niedoboréw HMWM, wykrywa-
nia multimeréw o wiekszej niz normalna masie czasteczko-
wej i prawidtowych multimerow VWF. Stosujac zele o niskigj
rozdzielczo$ci, nalezy pamietaé, ze najmniejsze multimery
(prazki 1 i 2) migruja razem i odpowiadajacy im prazek
(protomer) liczy sie jako dwa oligomery. Zele agarozowe
o0 wiekszej rozdzielczosci pozwalaja identyfikowaé nie tylko
wszystkie multimery VWF, ale takze strukture tripletow
(dodatkowe linie powstajgce w wyniku proteolizy). Wedtug
Budde i wsp. [57] rozdziat w zelu o wyzszej rozdzielczoSci
pozwala rozpozna¢ w osoczu prawidtowym nastepujgce
prazki (liczac od czota elektroforezy):

— pieé prazkéw (1-5, liczac od czota rozdziatu) odpowia-
dajgcych multimerom o niskiej masie czgsteczkowej
(LMWM, low molecular weight multimers);

— 6-10, odpowiadajgce multimerom o Sredniej masie
czgsteczkowej (IMWM, intermediate molecular weight
multimers);

— powyzej 10, odpowiadajgce HMWM [57].

Podczas analizy obrazu multimeréw wazne jest nie
tylko wykrycie niedoboru HMW multimeréw, ale rowniez
odr6znienie prawidtowej czasteczki VWF od niewielkiego
niedoboru HMWM, a takze od niewielkich zmian w struktu-
rze linii satelitarnych multimeréw, czemu stuzy wykonanie
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elektroforetycznego rozdziatu multimeréw w Zelu agarozo-

wym o wyzszej rozdzielczosci.

Analiza multimeréow VWF ma szczegblne znaczenie
w diagnostyce typu 2. Jest podstawowym parametrem roz-
nicujgcym 2A i 2M VWD. W typie 2A i u wiekszosSci chorych
z typem 2M VWD uposledzone jest wigzanie VWF z GPlba
(VWF:RCo), natomiast prawidtowe — wigzanie z kolagenem
(VWF:CB). Istotne réznice miedzy typem 2A a 2M widaé
najlepiej w obrazie multimerdw. Typ 2A charakteryzuje sie
utratg wielkoczasteczkowych multimeréw VWF (HMWM
VWF), podczas gdy w typie 2M VWD multimery HMW sg
zreguty obecne, moga byé nieco wigksze niz normalnie lub
z bardzo niewielkimi nieprawidtowoSciami (np. nieprawidto-
we lub rozmazane linie satelitarne) (tab. 6). Chociaz analiza
multimeréw VWF jest badaniem waznym diagnostycznie,
to jednak z uwagi na to, ze jest to badanie wymagajgce
specjalistycznej aparatury, trudne do wykonania i niekie-
dy réwniez trudne do interpretacji, jest ono wykonywane
w niewielu laboratoriach. Wedtug Favaloro i wsp. [53, 54]
analiza multimeréw moze by¢ jednak zastgpiona znacznie
mniej skomplikowanym oznaczeniem wigzania kolagenu.

Test wigzania kolagenu [48-50, 52, 53, 60-64].
Kolejnym, bardzo waznym testem w diagnostyce 2M VWD
jest test wigzania kolagenu (VWF:CB). O ile aktywnos¢
kofaktora rystocetyny (VWF:RCo) informuje nas o muta-
cjach w domenie A1 VWF, odpowiedzialnej za wigzanie
z glikoproteing GPIb, o tyle test wigzania kolagenu (VWF:CB)
dostarcza informacji o uposledzeniu funkcji wigzania do
podsrodbtonkowego kolagenu zwigzanego z mutacjami
w domenach Al i A3.

Test wigzania kolagenu:

— pozwala na wykrywanie typu 2M VWD spowodowanego
uposledzonym wigzaniem do kolagenu;

— ufatwia réznicowanie typu 2A i 2M;

— moze byé badaniem alternatywnym do analizy mul-
timeréw, poniewaz jego wynik zalezy od obecnosci/
/braku wielkoczasteczkowych multimerow.

W procesie naprawy uszkodzonego naczynia multime-
ry VWF wigzg sie z kolagenem typu | i Il przez domene
A3 VWF oraz z kolagenem IV i VI przez domene A1 VWF.
UpoSledzone wigzanie kolagenu w typie 1 i 3 VWD moze
by¢ spowodowane obnizeniem/brakiem VWF:Ag, brakiem
HMW multimeréw w typie 2A i 2B i w typie 2M VWD lub
defektem wigzania kolagenu przy prawidtowej dystrybucji
multimerdw. Test wigzania kolagenu nie tylko pozwala na
ocene wigzania kolagenu, ale takze informuje o dystrybucji
multimeréw VWD. Po raz pierwszy zostat wtgczony do diag-
nostyki VWD przez Favaloro [60], ktory wykazat, ze test ten
moze zastapi¢ w panelu badan VWD trudng do wykonania
i interpretacji analize multimeréw. Wedtug Flood i wsp. [61]
czutosé testu VWF:CB w ocenie dystrybucji multimeréw
VWF wynosi 100% dla os6b zdrowych, dla oséb z typem
2A VWD oraz dla tych z 2B VWD przy VWF:CB/VWF:Ag
mniejszej lub rownej 0,6. Z kolei dla 0s6b z typem 1 VWD

oraz z 2B VWD przy VWF:CB/ VWF:Ag wiekszej lub rownej
0,7 czutos$¢ wynosi 99%.

Ograniczeniem dostepnych obecnie handlowych te-
stow VWF:CB jest to, ze z reguty wykrywaja one jedynie
defekty w wigzaniu kolagenu | i lll natomiast nie wykrywajg
defektéw wigzania z kolagenem IV i VI spowodowanych
mutacjami w domenie A1 VWF.

Jak podaje Flood [61], defekt wigzania kolagenu IV
wystepuje w okoto 2% populacji kaukaskiej, najczesciej
u heterozygot mutacji R1399H, u ktérych jest obnizony
iloraz VWF:CB/VWF:Ag.

Dotychczas VWF:CB byto oznaczane najczesciej immu-
nochromogenng metodg ELISA, przy uzyciu kolagenu typu |
i lll. Oceny wigzania kolagenu wykonywano takze metodg
cytometrii przeptywowej, choé¢ badanie to nie byto nigdy
szerzej stosowane. W latach 2016-2018 opracowano
testy dajace mozliwosS¢ wykonywania oznaczenia VWF:CB
metoda automatyczng w analizatorach diagnostycznych
[62-64]. W systemie HemoslIL AcuStar oznaczenie wigzania
kolagenu wykonuje sie dwuetapowa metodg immunoche-
miluminescencyjng (HemosIL AcuStar VWF:CB). Ta nowa
metoda jest znacznie szybsza niz stosowana dotychczas
ELISA, wykazuje dobrg z nig korelacje i, co takze bardzo
wazne, moze byé wykonywana na tej samej platformie
analitycznej co VWF:RCo i VWF:Ag.

Leczenie

U chorych z 2M VWD stosuje sie koncentraty zawie-
rajgce VWF lub przy niewielkich krwawieniach — iniekcje
DDAVP. Poniewaz poszczegblne koncentraty VIII/VWF réznig
sie zawartoscig VWF oraz strukturg multimeréw VWF, ich
dawkowanie moze by¢ rézne. Najskuteczniejsze sa prepara-
ty, w ktérych stosunek VWF:Ag/FVIII jest wyzszy niz 1 [10].

U pacjentéw z typem 2M VWD, podobnie jak z ty-
pem 1 czy 2A, leczenie desmopresyng moze by¢ stosowane
jedynie po wykonaniu testu odpowiedzi na ten lek, poniewaz
u duzej czesci chorych klirens VWF jest przySpieszony,
wzrost stezenia VWF — szybki i krotkotrwaty, niewystarcza-
jacy dla uzyskania prawidtowej hemostazy.

Podsumowanie

Choroba von Willebranda — zaréwno wrodzona, jak
i nabyta — stanowi nadal duze wyzwanie dla naukowcow,
klinicystow i diagnostéw laboratoryjnych. Mimo ze od
pierwszej publikacji Erica von Willebranda (1926 r.) upty-
neto ponad 90 lat, wiele pytan dotyczacych tej choroby
pozostaje nadal bez odpowiedzi. Kliniczna i molekularna
heterogennosé VWD sprawia, ze uproszczona klasyfikacja
VWD z lat 1994-2006 staje sie juz niewystarczajgca dla
prawidtowego zréznicowania typow i podtypow tej choroby.

Réznicowanie typow i podtypdw VWD,w tym typu 2M z ty-
pem 1i2A, nie jest mozliwe bez wykonania wieloetapowej
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diagnostyki dostepnej jedynie w wysokospecjalistycznych
laboratoriach. Prawidtowe rozpoznanie typu 2M WD moze
mie¢ znaczenie w wyborze sposobu leczenia. W pi$mien-
nictwie leczenie DDAVP jest oceniane roznie. U wiekszoSci

Summary

chorych moze by¢ ono mato skuteczne ze wzgledu na szybki
klirens VWF z osocza. Zasady leczenia koncentratami
czynnika VIII zawierajacymi VWF sa natomiast identyczne
jak w typie 11 2A VWD.

Type 2M von Willebrand disease (type 2M VWD) is an autosomaly dominant inherited bleeding disorder characterized
by a decrease in the affinity of the Willebrand factor (VWF) for platelets in the absence of any deficiency of high mole-
cular weight (HMW) VWF multimers. Type 2M VWD accounts for 5-10% of the general population of patients with von
Willebrand disease and is frequently misdiagnosed with type 1 and type 2A VWD. The underlying causes of this bleeding
disorder are missence mutations and deletions in WVD-A1 domain (binding site for glycoprotein Ib and collagen) and
much rarely in WVD-A3 domain (binding site for collagen). Laboratory characteristics of type 2M VWD include: lower
ristocetin cofactor activity (VWF:RCo), normal/decreased collagen binding, discrepancy between VWF antigen and risto-
cetin activity (VWF:RCo/VWF:Ag rate < 0,7) and normal multimer distribution.

Diagnosis of type 2M VWD is particularily difficult as it should take into account not only defects in VWF binding with
platelet receptor GPlba (VWF:RCo) but also with epithelial collagen (VWF:CB). Furthermore, 2M VWD requires multimer
analysis so it is predominantly recognized in high-tech laboratories.

Correct recognition of 2M VWD may have impact on the choice of therapy. Literature reports present disparity in the eva-
luation of 2M VWD treatment. In some 2M VWD patients treatment with desmopressin (DDAVP) is often ineffective due
to increased VWF clearance from plasma. However, replacement therapy with concentrates containing FVIIl and VWF

has proved as effective as in type 1 and 2A VWD.

Key words: von Willebrand disease (VWD), classification, von Willebrand disease 2M, phenotypic diagnosis, treatment
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