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Podejscie diagnostyczne do choroby
von Willebranda typu 2B

Diagnostic approach to type 2B von Willebrand disease

Ksenia Bykowskal, Bernardeta Ceglarek?
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Streszczenie

Typ 2B choroby von Willebranda (VWD) jest to wrodzona skaza krwotoczna. Charakteryzuje
sig zwigkszonym powinowactwem czynnika von Willebranda (VWF) do plytkowego receptora
GPIb-IX-V, spowodowanym mutacjami w eksonie 28 genu VWE kodujgcym domene Al czq-
steczki VWE Fenotypowo i klinicznie VWD 2B przypomina inng skaze krwotoczng — chorobe
von Willebranda typu plytkowego (PT-VWD). Wykonujgc diagnostyke w kierunku VWD 2B,
nalezy zawsze roznicowac VWD 2B z typem PT-VWD. Nalezy takze pamietac, ze VWD 2B
powinna byc zawsze brana pod uwage u chorych z matoplytkowoscigq.

Stowa kluczowe: choroba von Willebranda 2B, patofizjologia, podtoze genetyczne,
diagnostyka kliniczna i laboratoryjna
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Summary

Type 2B Von Willebrand disease (VWD) is an inherited bleeding disorder with enhanced VWF
affinity to platelet glycoprotein Iba receptor. It results from mutation within 28 exon of von
Willebrand factor (VWF) that encodes the VWFE Al protein domain. As far as phenotype and
clinical symptoms are concerned 2B VWD resembles another type of bleeding disorder called
platelet-type von Willebrand disease (PT-VWD). In the course of the diagnostic procedure VWD
2B should always be differentation from PT-VWD. It should always be reckoned with in the
case of patients with thrombocytopenia.

Key words: Von Willebrand disease 2B, pathophysiology, genetic basis,
clinical and laboratory diagnosis
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Wprowadzenie nej, a wywiady rodzinne wskazujg na autosomalny

sposob dziedziczenia” [1]
,»Chorobg von Willebranda nalezy podejrzewac Choroba von Willebranda (VWD, von Wille-
u 0sob ze sklonnoscig do nadmiernych krwawien, brand disease) jest najcze$ciej wystepujaca wrodzo-
jezeli badania przesiewowe z zakresu hemostazy nie na skaza krwotoczng, dziedziczong autosomalnie
naprowadzajq na rozpoznanie innej skazy krwotocz- dominujaco, rzadziej recesywnie. Jest ona spowo-
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dowana niedoborem/defektem wielkoczasteczkowe]
glikoproteiny — czynnika von Willebranda (VWE
von Willebrand factor) [1-4].

Wystepuje stosunkowo czesto, bo u okoto 1-2%
ogoblnej populacji. Na VWD chorujg zaréwno kobiety,
jak 1 mezczyzni. Skaza krwotoczna ma charakter
skoérno-§luzowkowy. Charakterystyczne objawy
VWD to krwawienia z nosa 1 dzigsel, krwawe pod-
biegniecia, przediuzone krwawienia po ekstrakcji
zebow, skaleczeniach i zabiegach chirurgicznych.
U kobiet najczestszym objawem sa przedluzo-
ne, krwotoczne miesiaczki. W typie 3, ciezkim,
moga wystepowaé — podobnie jak w hemofilii
— krwawienia do mie$ni 1 stawow, krwawienia
do centralnego ukladu nerwowego i z przewodu
pokarmowego. Lagodna posta¢ VWD (typ 1) jest
czeSciej rozpoznawana u kobiet niz u mezczyzn, co
powoduje, ze w rejestrach chorych na VWD z reguty
przewazaja kobiety.

Choroba von Willebranda charakteryzuje sie
duza heterogenno$cia — zaro6wno fenotypowa, jak
1 molekularng. Stezenie VWF w osoczu chorych,
a takze nasilenie skazy krwotocznej zaleza od wielu
czynnikow genetycznych i Srodowiskowych. Skaza
krwotoczna wystepujaca w tej samej rodzinie 1 z tg
samg mutacja ma czesto bardzo roézny przebieg.
Rozpoznanie VWD utrudnia dodatkowo fakt, ze
tagodna skaza krwotoczna (przediuzone krwawie-
nia miesieczne u kobiet, krwawienia z nosa) moze
wystepowac rownie czesto u ludzi zdrowych, jak
1 u chorych z VWD.

Klasyfikacja VWD [3] obejmuje trzy glowne
typy VWD (1, 2, 3) i cztery podtypy typu 2 (2A, 2B,
2M, 2N). Typy 11 3 charakteryzuja defekt iloSciowy
czasteczki VWE natomiast typ 2 — defekt jakoScio-
wy (tab. 1). Do roku 2016 w Centralnym Rejestrze
Wrodzonych Skaz Krwotocznych Instytutu Hema-
tologii 1 Transfuzjologii w Warszawie znalazlo sie
1215 chorych z typem 1; 146 z typem 2 (w tym 19
z typem 2B) 1 161 z typem 3.

Czynnik von Willebranda

Czynnik von Willebranda jest osoczowg gliko-
proteing, bioracg udzial w hemostazie w naczyniach
o wysokiej sile Scinania; tetnicach, drobnych naczy-
niach 1 naczyniach patologicznie zwezonych [2, 3].

Synteza VWF przebiega w komorkach srodbton-
ka 1 megakariocytach szpiku kostnego pod kontrolg
genu znajdujacego sie na koncu krotkiego ramienia
chromosomu 12 (12p13.2). Gen VWF (178 kb)
jest zbudowany z 52 eksondow i 51 intronow. Wiek-
sz0$¢ eksonow ma wielko$§¢ 40-342 bp; wyjatek
stanowi ekson 28 (1,4 kb), kodujacy domeny odpo-

wiedzialne za wazne funkcje hemostatyczne VWF
[4, 5]. Delecje, insercje, mutacje w miejscu skladania
typu nonsens 1missence mogg powodowac upos$ledze-
nie syntezy lub produkcje nieprawidlowej czasteczki
VWE, a wtornie — niedobor czynnika VIII [6].
NajczeScie] wykrywane sg mutacje w typie 2
1 3. W typie 1 jedynie w czeSci przypadkow udaje
sie ustali¢ mutacje sprawcza. Mutacje wykrywane
w typie 2 1 3 zwykle koreluja z typem VWD.
Prekursorowa czasteczka VWF (pre-pro-VWF;
2813 aminokwasow) jest zbudowana z peptydu syg-
natlowego (22 aminokwasow), ktory bierze udziat
w translokacji VWF do reticulum endoplazmatycz-
nego, propeptydu (741 aminowasow; domena D1-D2)
bioracego udzial w procesie multimeryzacji i mono-
meru VWF (2050 reszt aminokwasowych). W mo-
nomerze VWF wyr6zniamy cztery powtarzajace sie
domeny (A, B, C, D), odpowiedzialne za funkcje
biologiczne VWE. Sg one ulozone od N-kofica w na-
stepujacym porzadku: D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-
B1-G2-B3-C1-C2-CK [4, 7, 8]. W kolejnych etapach
biosyntezy monomer ulega dimeryzacji, sulfonowa-
niu, glikozylacji i multimeryzacji. Powstawanie di-
meroéw w reticulum endoplazmatycznym rozpoczyna
sie od uwolnienia peptydu sygnalowego. Monomery
tacza sie miedzy sobg wigzaniami dwusiarczkowymi
powstajagcymi pomiedzy C-koncami czasteczki (resz-
ty 1908-2050), tworzac pro-dimery. Pro-dimery sg
transportowane do aparatu Golgiego, gdzie podlegaja
dalszej modyfikacji. Kolejnym etapem jest powsta-
wanie multimetrow. W procesie multimeryzacji biora
udziat domeny D11 D3 (propeptyd [VWFpp]), D’1D3
od N-konca monomeru VWE. W aparacie Golgiego
propeptyd ulega odigczeniu (proteoliza w pozycji
763) przez furyne, zwiazana z blonami endoproteze
zalezna od jonow Ca [4]. Wolny VWFpp tworzy
niekowalencyjny kompleks z VWE, ktory dysocjuje
po uwolnieniu do krazenia. Cze$¢ powstajacych
w komorkach $srédbtonka multimetrow jest stale
uwalniana do krazenia, cze$¢ natomiast zostaje
zmagazynowana w ziarnisto$ciach « ptytek krwi lub
cialkach Weibel-Palade komoérek $rodbionka, skad
moze by¢ uwalniana do krwioobiegu pod wplywem
fizjologicznych i patologicznych bodzcow [3, 7]. Masa
czasteczkowa osoczowego VWF wynosi od 500 KDa
do okoto 10 000 KDa, natomiast zmagazynowanego
w ziarnistoSciach komorek Srédbtonka 1 plytkach
krwi (UVWE, VWF ulitra large) jest znacznie wieksza
1 wynosi powyzej 10 000 kDa. W osoczu wystepuja
trzy glowne frakcje multimetrow: o najwiekszej
masie HMWM (high molecular weight multimers),
o masie poSredniej IMWM, intermediate molecular
weight multimers) 1 o niskim ciezarze czasteczkowym
(LMWM, low molecular weight). Najwazniejsza role
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Tabela 1. Klasyfikacja choroby von Willebranda (VWD)
Table 1. Classification of von Willebrand disease (VWD)

Typ VWD

Charakterystyka laboratoryjna choroby von Willebranda

Typ 1 Defekt ilosciowy. Dziedziczenie autosomalne dominujace rzadziej recesywnie. Cze$ciowy niedobor aktyw-
nosci i antygenu VWF. Uposledzona agregacja z rystocetyna. lloraz VWF:RCo/VWF:Ag > 0,7. Prawidtowa
struktura multimetréw VWEF. Liczba krwinek ptytkowych krwi prawidtowa.

Typ 2A

Defekt jakosciowy spowodowany defektem uwalniania lub nadmierng proteolizg VWF. Dziedziczenie au-

tosomalne dominujace rzadziej recesywnie. Uposledzona agregacja z rystocetyng. Obnizona aktywnos¢
VWEF:RCo. lloraz VWF:RCo/VWF:Ag < 0,7. Selektywny niedobér HMWM lub HMWM i IMWM VWF. Liczba

krwinek ptytkowych prawidtowa.
Typ 2B

Defekt jakosciowy spowodowany zwiekszonym powinowactwem VWF do ptytkowej glikoproteiny Ibc.

Dziedziczenie autosomalne dominujgce rzadziej recesywne. Obnizona aktywnos¢ VWF:RCo. Zwiekszona
agregacja z rystocetyng (0,5-0,7 mg/ml). lloraz VWF:RCo/VWF:Ag < 0,7. Selektywny niedob6r HMWM
VWE. Liczba krwinek ptytkowych prawidfowa lub obnizona. Prawidtowa dystrybucja multimetréw VWF

w ptytkach krwi.
Typ 2M

Defekt jakosciowy. Dziedziczenie autosomalne dominujace rzadziej recesywne. Obnizona aktywnos¢

VWEF:RCo. Uposledzona agregacja z rystocetyna. Prawidtowa struktura multimeréw. lloraz VWF:RCo/
/VWF:Ag < 0,7. Liczba krwinek ptytkowych prawidiowa.

Typ 2N

Defekt jakosciowy. Uposledzenie wigzania VWF z FVIIl. Dziedziczenie autosomalne dominujace rzadziej

recesywne. lloraz VWF:RCo/VWF:Ag > 0,7. lloraz FVIII/VWF:Ag < 0,7. Zmniejszone wigzanie cz VIIl. Prawid-
towa struktura multimetrow. Liczba krwinek ptytkowych prawidtowa.

Typ 3 Defekt ilosciowy. Dziedziczenie recesywne. Catkowity niedobdr antygenu VWE. Liczba krwinek ptytkowych

prawidfowa.

FVIII (VIIl factor) — czynnik VIIl; HMWM (high molecular weight methacrylate) — multimery wielkoczasteczkowe; IMWM (intermediate molecular weight mul-
tim) — multimery o Sredniej masie czasteczkowej; VWF (Von Willebrand factor) — czynnik von Willebranda; VWF:Ag (Von Willebrand factor antigen) — anty-
gen czynnika von Willebranda; VWF:RCo (Von Willebrand factor istocetin cofactor) — kofaktor rystocetyny

w zapewnieniu prawidlowej hemostazy (adhezji
1 agregacji plytek krwi) w naczyniach o wysokiej
sile $cinania odgrywaja HMWM. WielkoS¢ kraza-
cych we krwi multimetrow jest regulowana przez
syntetyzowana w komorkach watroby metaloprote-
aze ADAMTS13 (A Disintegrin And Metaloprotease
with ThromboSpondin — 1 motif). Proteolizie ulega
wigzanie Tyr1605 —Met1606 w regionie A2 VWE,
przez co powstaja czasteczki VWF o mniejszej
masie 1 mniejszym potencjale hemostatycznym.
Zwiekszona proteoliza VWF przez ADAMTS13
powoduje niedobory HMWM odpowiedzialnych
za adhezje i agregacje plytek krwi (typ 2A VWD),
prowadzac do skazy krwotocznej [3, 4, 6, 7]. Wraz-
liwo$¢ VWF na proteolize przez ADAMTS13 zalezy
od grupy krwi (0 > B < A > AB) i typu defektu
czasteczki VWF (2A > 2B > 2M) [9, 10].

Fakt, ze stezenie VWE, jego wielko$¢ 1 kon-
formacja zaleza od wielu czynnikow genetycz-
nych, fizjopatologicznych oraz srodowiskowych,
znacznie utrudnia diagnostyke VWD. Jak wy-
kazali Gill 1 wsp. [11], stezenie antygenu VWF
(VWF:Ag, Von Willebrand factor antigen) zale-
zy od grupy krwi (0 < A < B < AB) . Najniz-
sze Srednie stezenie VWF:Ag wystepuje u osob
z grupa krwi 0 (74,8%; 35,6-157%), a najwyz-
sze — z grupa krwi AB (123,3%; 63,8-238,2%).

Czynnik von Willebranda wzrasta w stanach za-
palnych, po niektérych lekach, po wysitku fizycz-
nym, a takze w ciazy [12, 13]. U kobiet zdrowych
stezenie VWF wzrasta stopniowo w calym okre-
sie ciazy (najwyzszy wzrost przypada na III try-
mestr), osiagajac w czasie porodu powyzej 100 j./dl.
Kobiety z VWD i VWF powyzej 30 j./dl VWF moga
osigga¢ w 33-37. tygodniu cigzy prawidlowe ste-
zenie VWE. U kobiet z VWF mniejszym niz 20 j./dl
wzrost stezenia VWF jest nieznaczny i najczeScie]
wymagaja one odpowiedniej profilaktyki. W typie 2
VWD (VWF:RCo/VWEF:Ag < 0,7) obnizone stezenie
VWEF (< 50%) utrzymuje sie przez caly okres cigzy.
Po porodzie VWF wraca do warto§ci wyjSciowych
zazwyczaj w ciggu 7-21 dni [12, 13].

Rola choroby von Willebranda
w hemostazie

Fizjologicznie VWF wystepuje w osoczu, na
powierzchni i w ziarnisto$Sciach Weibel-Palade
komorek srodblonka, w megakariocytach 1 w ziar-
nistoSciach « plytek krwi. Zmagazynowany w ziar-
nisto$ciach wewnatrzkomoérkowych VWF jest
uwalniany do osocza po stymulacji epinefryna,
trombing, histaming, fibryng, a takze po podaniu
desmopresyny — 1-deamino-8-D-arginiowazo-
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presyny (DDAVP). Jego stezenie w 0osoczu wynosi
5-10 pg/ml osocza, a czas poitrwania — 8-12 go-
dzin. W procesie hemostazy czynnik VWF odgrywa
dwie wazne role. Z jednej strony bierze udzial
w adhezji plytek do podsrédbtonowego kolagenu
1 wzajemnej interakcji plytek (hemostaza pierwot-
na), a z drugiej — w krzepnieciu krwi (hemostaza
wtorna) [3, 7, 8].

W warunkach fizjologicznych czasteczka obec-
nego w osoczu VWF ma postac kulista, a jej powi-
nowactwo do plytkowego receptora GP Ib-IX-V jest
bardzo niskie. W chwili uszkodzenia naczynia VWF
wigze sie z podsrodblonkowym kolagenem przez
domene A3 (910-1111). Wiazanie z kolagenem,
wysokie sily Scinania, a takze i vitro odlgczenie
kwasu sjalowego, rystocetyna i botrocetyna powo-
duja ekspozycje miejsca wiazania plytkowej inte-
gryny GPIba w domenie A1 VWF (Val449-Lys728),
indukuja adhezje plytek i ich aktywacje [4, 7, 8,
14]. Wigzanie dwusiarczkowe miedzy Cys5091 Cys
695 VWE tworzace strukture petli, jest krytyczne
dla tworzenia wigzan VWF-ptytki krwi. Ptytki
zmieniajg ksztalt i uwalniajg zawartoSc¢ ziarnistoSci
a. Na powierzchni plytek pojawiaja sie aktywne
kompleksy glikoprotein GPIIb-IIla, ktore poprzez
sekwencje RGD (Arg-Gly-Asp) wiaza sie poprzez
domene C1 VWF z podsrodblonkowym kolagenem
w miejscu uszkodzenia naczynia, a takze tworzg
wigzania miedzy sgsiadujacymi ptytkami. Wigzanie
VWF z receptorem GPIIb-IIIa jest konieczne dla
agregacji i stabilnej adhezji plytek krwi w naczy-
niach o wysokich sitach Scinania. Inng, malo znang
funkcja VWF jest jego udzial w megakariopoezie
[14, 15]. W naczyniach o wysokiej sile $cinania
(> 1000 s™1) czynnik VWF bierze udzial w trans-
lokacji megakariocytow (MK) 1 koncowej fazie
megakariopoezy, wiazac sie z receptorem GPIb-
-IX-V(MK). Potwierdzil to w swoich badaniach
Dunois-Larde [14], ktory wykazal, ze translokacja
MK, powstawanie proplytek i uwalnianie ptytek sa
catkowicie hamowane przez przeciwciala skiero-
wane do glikokalicyny lub domeny VWF wiazacej
GP Ib-IX-V.

W hemostazie wtornej VWF petlni funkcje
no$nika dla czynnika VIII uktadu krzepniecia krwi,
chronigc go w ten sposob przed proteoliza przez
aktywne biatko C. Wigzanie cz VIII z VWF prze-
biega z udzialem N-konca VWF (D’ VWF; 272 reszt
aminokwasowych) 1 N-konca fancucha lekkiego
czVIII (reszty aminokwasowe Val 670-Glu 684).

W procesie hemostazy S§ladowe ilo§ci trombi-
ny degraduja kompleks VWF-VIII, uwalniajac od
N-konca cz VIII polipeptyd zawierajgcy miejsce
wiazania z VWF; powstaje VIlla, ktory wigze sie

z ujemnie naladowanymi fosfolipidami i bierze
udzial w procesie krzepniecia krwi. U chorych
z VWD niedohor czynnika VIII jest wtorny do nie-
doboru VWF w osoczu. W kompleksie z VWF-VIII
czas poltrwania cz VIII w krazeniu wynosi okolo
8-12 godzin, natomiast poza kompleksem — zale-
dwie 1-3 godzin.

Typ 2B choroby von Willebranda

Choroba von Willebranda typu 2B to skaza
krwotoczna spowodowana mutacjami w eksonie
28 genu czynnika von Willebranda [6, 16]. Po raz
pierwszy zostala opisana przez Ruggeri i wsp.
w 1980 roku [17]. Pacjenci z VWD 2B stanowia
okoto 5-8% wszystkich chorych na wrodzong VWD.
Dziedziczy sie autosomalnie dominujaco, rzadziej
recesywnie. Mutacje zachodzace w domenie Al
VWF powoduja wzrost powinowactwa VWF do re-
ceptora plytkowego GIb-IX-V 1 brak wielkoczastecz-
kowych multimetrow VWF (HMWM-VWE, high
molecular weight multimers Von Willebrand disease)
w osoczu. U wszystkich chorych na VWD 2B wy-
stepuje zwiekszona podatno$¢ (2A > 2B > 2M)
na proteolize przez ADAMTS13 (disintegrin-like
and metaloprotease with thrombospondin type 1
motifs-13) [3, 10]. Powstajace w wyniku proteolizy
produkty charakteryzuja sie upoSledzona aktyw-
noS$cig adhezyjna i nie tylko nie zapewniaja pra-
widiowej hemostazy, ale tez — wiazac sie z GPIb
plytek krwi — hamuja wigzanie plytek do VWF
w miejscu uszkodzenia naczynia [7, 18]. Zwiek-
szona degradacja HMWM VWF przez ADAMTS13
powoduje brak HMWM w osoczu i nasilenia skazy
krwotocznej. Czas pottrwania VWF 2B jest znacz-
nie skrocony: u chorych, u ktérych nie ma HMWM
VWE wynosi 4,47 + 0,41 godz.; u chorych z pra-
widlowg struktura multimetrow VWF — 4,87 +
+ 0,9 godz.; natomiast w krazeniu dawcy — 15,53 =
+ 2,17 godz. [19].

Kliniczny i laboratoryjny obraz VWD 2B jest
bardzo heterogenny [8, 18, 20, 21]. Skaza krwo-
toczna jest fagodna, umiarkowana lub ciezka. Moze
by¢ spowodowana brakiem wielkoczasteczkowych
multimetrow VWF (HMWM), matoptytkowo$cia
i/lub trombocytopatig [22, 23]. Nasilenie skazy
krwotocznej u chorych VWD 2B 1 trombocytopa-
tig nie zawsze koreluje z kofaktorem rystocetyny
(VWF:RCo, Von Willebrand factor istocetin cofactor)
1 ciezkoScig matoptytkowo$ci. Najprawdopodobniej
jest to wynikiem interakcji z czynnikami genetycz-
nymi i Srodowiskowymi niezwigzanymi z VWE

U chorych moga sie pojawiaé krwawienia
skérno-§luzéwkowe, wybroczyny, krwotoczne
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miesigczki, krwawienia z przewodu pokarmowego.
Czynnikami wyzwalajacymi krwawienia sa najczes-
ciej uraz, zabiegi chirurgiczne, usuniecie zeba,
pordd. Wedtug Federicciego 1 wsp. [22] ryzyko
wystapienia krwawien jest okolo 8-krotnie wyzsze
u chorych z liczba ptytek ponizej 140 G/1. W prze-
badanej przez nich grupie 67 chorych z VWD 2B
(WBC < 140 G/L) u 43% wystapil przynajmnie;j je-
den epizod krwotoczny w ciaggu 24 miesiecy. U 53%
byly to krwawienia z nosa; u 32% — krwawienia
z przewodu pokarmowego; u 10% — krwotoczne
miesigczki; u 3% — krwawienia z dzigsel.

U okoto 30-57% chorych na VWD 2B wyste-
puje fagodna lub umiarkowana maloplytkowos¢,
ktora moze sie nasilaé w sytuacjach zwiekszonego
uwalniania zmutowanego VWF przez komorki
Srodbionka. U czeSci chorych matoptytkowosc
oraz brak HMWM obserwuje sie jedynie okre-
sowo: po zabiegach chirurgicznych, w przebiegu
infekcji, stresu, ciazy, po podaniu DDAVP. Istnieje
jednak grupa chorych z prawidiowymi multime-
trami VWE u ktérych matoptytkowos$¢ nigdy nie
wystepuje [20, 22].

Przyczyna matoptytkowosci u chorych na
VWD 2B moga by¢: agregacja plytek przez zmu-
towany VWE, usuwanie agregatow plytkowych
przez uklad siateczkowo-§rodbionkowy i/lub upo-
Sledzenie megakariopoezy [22-25]. W tworzeniu
agregatow najwiekszy udzial maja multimery
wielkoczasteczkowe z najwiekszg liczbg miejsc
wigzacych receptor plytkowy GPIb/IX/V. Powsta-
wanie agregatow jest sygnalem do zwiekszonego
ich usuwania z krazenia przez makrofagi watroby
1 Sledziony. Udzial makrofagbw w powstawaniu
matoplytkowosci w VWD 2B potwierdzaja wyniki
badan Casari i wsp. [24]. Autorzy ci wykazali na
modelu mysim, ze chemiczne zablokowanie en-
docytozy makrofagéw dwukrotnie wydiuza czas
przezycia plytek w krazeniu.

Defekt megakariopoezy u chorych z VWD 2B
jest wynikiem interakcji zmutowanego VWF z GP
Iba-I1X-V [20, 23]. U tych chorych upo$ledzone
moga by¢ morfologia i translokacja MK, wszystkie
etapy powstawania proplytek w warunkach wyso-
kiej sily $cinania; moze wystepowal zwiekszenie
ich akumulacji i znaczne zmniejszenie produkcji
plytek [14, 15].

Trombocytopatia jest trzecig obok matoplyt-
kowos$ci 1 niedoboru HMWM przyczyna skazy
krwotocznej u chorych z VWD 2B. Piytki krwi
tych chorych charakteryzujg sie upoSledzonym
przekazywaniem sygnaléw wewnatrzkomorkowych
1 co za tym idzie — defektem aktywacji, sekrecji
1 zmiany ksztaltu plytek krwi [26-28].

UpoS$ledzona funkcja ptytkowego receptora
GP IIb/IIIa odpowiedzialnego za stabilizowanie
adhezji 1 reakcji miedzyplytkowych w warunkach
wysokich sit §cinania prowadzi do powstawania
niestabilnego, zredukowanego skrzepu. W roz-
mazie krwi obwodowej moga wystepowac plytki
olbrzymie i zlepy ptytkowe. Stezenie VWF w ptyt-
kach krwi moze by¢ prawidiowe przy rownoczes-
nym obnizeniu w osoczu VWF:RCo 1 wigzania
VWF do kolagenu (VWF:CB, Von Willebrand fac-
tor collagen binding), braku HMWM, prawidlo-
wym/zmniejszonym stezeniu VWF:Ag 1 cz VIII,
ilorazem VWF:RCo/VWF:Ag < 0,7 1 VWF:CB/
/NWF:Ag < 0,7.

U kobiet ciezarnych z typem 2B matoptytko-
woS§¢ moze pojawiac sie lub nasila¢ szczeg6lnie
w ostatnim trymestrze cigzy, a po porodzie wracac
do warto$ci wyjSciowych [29, 30]. Nasilenie ma-
toptytkowosci jest bardzo rozne. W czasie porodu
liczba plytek krwi moze spada¢ nawet do 10-20
G/1. Ciezka trombocytopenie wymagajaca toczenia
koncentratéw plytkowych obserwowano u kobiet
ciezarnych z mutacja VWD 2B R1306W. Drama-
tyczne niekiedy obnizenie liczby plytek krwi jest
wypadkowa zwiekszonej produkcji zmutowanego
VWF prowadzacej do powstawania agregatow
plytkowych, szybkos$ci usuwania ich z krazenia
1 wydajno§ci megakariopoezy.

Obraz laboratoryjny VWD 2B u kobiet
w trzecim trymestrze cigzy, charakteryzuje sie
obnizonym VWF:RCo (cz VIII 1 VWF:Ag moga
by¢ prawidiowe), brakiem, prawidlowym lub
obnizonym stezeniem HMWM, spontaniczng
agregacja plytek krwi. Rozpoznanie VWD 2B
u kobiet w ciazy powinno by¢ poparte analizg
DNA, poniewaz przy bardzo niskiej liczbie ptytek
paradoksalnie stezenie HMWM moze by¢ prawid-
towe [31]. Test agregacji plytek indukowanych
rystocetyna (RIPA, ristocetin induced platelet
aggregation) w wiekszoSci przypadkow u kobiet
W ciazy nie ma zastosowania, poniewaz w tym
okresie fizjologicznie wzrasta aktywno$c¢ i adhe-
zyjno§¢ plytek krwi. Nalezy pamietaé, ze VWD
2B powinna by¢ zawsze brana pod uwage u kobiet
w cigzy z maloplytkowoScia.

Podloze genetyczne choroby
von Willebranda typu 2B

Podlozem skazy krwotocznej, maloptytkowo-
Sci, braku HMWM i trombocytopatii sa mutacje
sprawcze, zlokalizowane w 5’-koncu eksonu 28
genu VWF (tab. 2). Koduja one domene A1 VWF
(najczesciej wystepuja miedzy kodonami 1266-
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Tabela 2. Wybrane mutacje czynnika von Willebranda (VWF) a obraz kliniczny i laboratoryjny choroby von Wille-
branda typu 2B (VWD 2B)

Table 2. Selected Von Willebrand factor (VWF) mutations and their association with clinical and laboratory picture

Mutacja Parametry kliniczne i laboratoryjne PiSmiennictwo
V1316M Silna tendencja do krwawien, matoptytkowosc¢ nasilana przez stres [2, 4,22, 33, 34]
V1308C
S1310F
V1316M Ciezki defekt aktywacji ptytek (zmiany ksztattu, uwalniania) skorelowany z uposle- [2, 22, 28]
dzeniem aktywacji, obecnos¢ matych i duzych agregatéw ptytkowych, matoptytko-
wos¢, ciezka skaza krwotoczna
P1266Q/L Prawidtowy rozmaz krwi obwodowej, bez matoptytkowosci przed i po DDAVP, niska [2, 4,22, 33, 34]
R1308L tendencja do krwawien, prawidtowa struktura multimetréw, prawidtowa morfologia
P1337L plytek
H1268D Matoptytkowos¢, nasilenie w trakcie infekcji [2, 22, 33, 34]
R1306W
R1308C
11309V
V1316M
R1341Q/W
P1266Q Matoptytkowos¢, nie wystepuje lub wystepuje bardzo rzadko, struktura multimerow [2, 22]
R1308L prawidtowa, fagodna tendencja do krwawien
R1308P Nieprawidtowa megakariocytopoeza, ciezka matoptytkowos¢, obecnos¢ agregatow [2, 22, 23]

ptytkowych, spontaniczna aglutynacja in vitro

Tabela 3. Struktura multimetréw czynnika von Wille-
branda (VWF) a wybrane mutacje sprawcze w choro-
bie von Willebranda typu 2B (VWD 2B)

Table 3. Multimer profile and their association with
type 2B Von Willebrand disease (2B VWD) mutations

(VWD 2B)

Tabela 4. Morfologia krwi obwodowej a wybrane
mutacje sprawcze choroby von Willebranda typu 2B

Table 4. Blood morphology and their association with
type 2B Von Willebrand disease (2B VWD) mutations

Struktura multimetréw Mutacja PiSmienni- Parametry Mutacja PiSmienni-
VWF ctwo ctwo
Prawidtowa P1266L/Q [2, 22] Prawidtowa morfologia P1266Q/L [22]
R1308L R1308L
Czesciowy brak HMWM  H1260D P1337L
11309V Obecnos¢ olbrzymich H11268D
P1337L pfytek krwi w rozmazie R1306W
) krwi obwodowej; brak
Catkowity brak HMWM R1306W agregatow plytkowych R1341Q
R1341Q/W Obecnos¢ ptytek olbrzy- R1308C
Catkowity brak HMWM R1308C mich; obecno$¢ matych lub 13099y
i IMWM V1316M svl;chh agregatéw ptytko- V1316M
HMWM (high molecular weight methacrylate) — multimery wielkoczastecz- R1341W

kowe; IMWM (intermediate molecular weight multim) — multimery o $red-
niej masie czasteczkowej

Cys1461) bioraca udzial w reakcji z ptytkowym
receptorem GP Iba 1 w adhezji ptytek do kolagenu
[4, 8]. Opisano okoto 25 mutacji odpowiedzialnych
za VWD 2B [6, 16, 32]. W okoto 90% s3 to mutacje
typumissence: R1306W, R1308C, V1316M, R1341Q
[2]. Obecno$¢ mutacji sprawczych w typie 2B

zwieksza powinowactwo VWF do GPIba poprzez
stabilizowanie konformacji wiazah w domenie Al
VWF [3]. Istnieje korelacja pomiedzy obrazem
klinicznym a typem mutacji (tab. 2-4). U chorych
z mutacjami V1316M, V1308C, S1310F, R1306W
wystepuje ciezka skaza krwotoczna; u oso6b
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z mutacja P1266Q/L i R1308L skaza krwotoczna
jest lagodna, rozmaz krwi — prawidiowy, struktura
multimetrow VWF — réwniez prawidiowa, a u wiek-
szoSci chorych matoptytkowo$¢ nie wystepuje nawet
po podaniu DDAVP [4, 22, 31, 33, 34]. Nasilenie
skazy krwotocznej u pacjento6w z mutacja V1216M
moze by¢ zwigzane z upo$ledzong agregacja, uwal-
nianiem i zmiang ksztattu spowodowang zahamowa-
niem receptora plytkowego GPIIb-IIla. U chorych
z obecnoscia plytek olbrzymich, ale bez ptytkowych
agregatow, wystepuja mutacje H1268D, R1306W,
R1341Q z obecnoscig matych lub duzych agregatow
plytkowych: R1308C, 11309V, V1316M, R1341W
[22]. U pacjentoéw z trombocytopenia najczescie]
wystepuja mutacje: H1268D, R1306W, R1308C,
11309V, V1316M 1 R1341Q/W, natomiast u osob
z prawidlowa liczba plytek i prawidiowa struktura
multimetrow: P1266Q/L 1 R1308L [4, 22, 23, 33, 34].

Warianty choroby von Willebranda typu 2B

Oproécz najczeSciej wystepujacego ,,klasycz-
nego” VWD 2B opisano szereg wariantow, ktorych
jedyna niekiedy wspodlng cecha jest zwiekszone po-
winowactwo do GP Iba (upoSledzony test L-RIPA)
1 dziedziczenie autosomalne dominujace. Nurden
1 wsp. [23] opisali 2 chorych na VWD 2B spowo-
dowanym mutacjag R1308P w domenie A1 VWD,
u ktérych wystepowala ciezka trombocytopenia
(< 25G/1), w krazeniu stwierdzano obecno$¢ aglutyna-
tow plytkowych, nie bylo HMWM, a iloraz VWF:RCo/
/VWEF : Ag mial warto§¢ wieksza niz 0,7 (VWF:Ag =
= 75-100% u jednego chorego 1 40-46% u drugiego;
VWEF : RCo — odpowiednio 100-115% 1 46-55%).

Typ Tampa IIB [35] zostat opisany u 4 chorych
z jednej rodziny, z nadmiernymi krwawieniami po
urazach, zabiegach chirurgicznych, skaleczeniach.
U wszystkich wystepowala przewlekta maloplyt-
kowo$¢, w krazeniu byly obecne plytki olbrzymie
1 aglutynaty plytkowe, liczba ptytek u 3 chorych
wynosita 9-46 G/], a u czwartego — 100-108 G/1.
Czasy PT i APTT oraz stezenie fibrynogenu byty
w normie. Stezenie VIII:C w osoczu chorych wy-
nosito 44-60%; VWF:Ag — 30-50%; VWF:RCo
— 24-46%; czas krwawienia — powyzej 30 min.
Analiza multimetréw wykazata brak frakcji HMWM
VWE. Piytki chorych agregowaly prawidiowo
z ADP, kolagenem, epinefryng i kwasem arachido-
nowym; test L-RIPA byt dodatni.

Zesp6! Montreal [36] byl poczatkowo rozpo-
znany jako wrodzona matoplytkowosSc¢, a dopiero
pozniej] — jako VWD 2B. U chorych wystepuje
sktonno$¢ do siniaczenia i krwawienia z nosa, po-
jawiaja sie ciezkie krwawienia pooperacyjne oraz

krwawienia z przewodu pokarmowego spowodowa-
ne angiodysplazjg. Mutacja sprawcza jest substytucja
V1316M w domenie A1 VWF spowodowana tranzycja
G > A w nukleotydzie 3946. Badania laboratoryjne
u chorych z zespotem Montreal wykazaly: makro-
trombocytopenie (liczba ptytek 20-30 G/L); obecnosé
plytek olbrzymich i zlepoéw plytkowych w rozmazie;
zwiekszona agregacje z rystocetyng; wydiuzong
okluzje skrzepu; czas krwawienia — ponad 20 minut,
VWF:Ag — 43-75%; VWF:RCo — 16-29%; brak
HMWM w osoczu (prawidtowe HMWM w ptytkach).

W typie VWD 2B Malmo/New [37, 38] nie
wystepuje matoptytkowosé (réwniez po stresie
1 DDAVP), struktura multimetrow VWF jest pra-
widlowa; agregacja z rystocetyng — 0,5-0,7 mg/ml
z niskimi stezeniami rystocetyny jest podwyz-
szona, cho¢ w niektorych przypadkach moze by¢
prawidiowa. Skaza krwotoczna jest lagodna lub
VWD przehiega bezobjawowo. Poczatkowo defekt
ten byt opisany jako typ 1 VWD. Mutacja sprawcza
jest 3797C > T (P1266L). U czesci chorych z ta
mutacja opisano podwyzszony L-RIPA; u kilku os6b
natomiast — prawidlowy.

W 1999 roku [39] opisano wariant 2B , Hi-
roshima” charakteryzujacy sie przewlekia matlo-
plytkowos$cig 1 prawidiowa liczbg multimetrow.
W 2005 roku Baronciani i wsp. [40] przedstawili
przypadek 2B VWF z mutacjg R1308L (G3923T),
w ktorym iloraz VWF:RCo / VWF:Ag wynosit
0,7/0,6, natomiast VWF:CB/VWF:Ag — 0,47-0,48;
osoczowe multimetry i liczba plytek krwi byty
prawidiowe, a leczenie DDAVP nie powodowalo
maloptytkowoSci.

Kolejny wariant VWD 2B opisali w roku 2007
Casonato 1 wsp. [41]. Mutacja sprawcza okazala sie
substytucja 11372S (T4115G w eksonie 28 VWD).
Obraz laboratoryjny charakteryzowat sie prawidio-
wymi stezeniami czynnika VIII, VWF:Ag; VWF:RCo
1 VWF:CB, 1 plytkowego VWF:Ag; prawidiowa
struktura multimetrow; prawidiowga liczba plytek;
obecnoscia w rozmazie zlepow plytkowych; spon-
taniczng agregacja plytek krwi; i ich zwiekszong
agregacja pod wplywem niskich dawek rystocetyny.

Wrodzona choroba von Willebranda
typu 2B powiklana obecnoS$cia
przeciwcial anty-2B VWD

We wrodzonej VWD przeciwciata anty-VWF
pojawiaja sie stosunkowo rzadko, bo u 3-6% cho-
rych, gtownie z typem ciezkim (typ 3). Alloprze-
ciwciala wystepuja przede wszystkim u pacjentow
z duzymi delecjami, przesunieciem ramki odczytu
1 mutacjami typu nonsens [42].
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W 2015 roku po raz pierwszy opisano poja-
wienie sie alloprzeciwcial anty-VWF u pacjentki
z wrodzonym VWD 2B [43]. Byt to przypadek
35-letniej kobiety z mutacjg R1308C (3922C > T)
w eksonie 28 kodujacym domene Al VWE. Po-
jawiajace sie u niej krwawienia byly leczone
desmopresyng i kwasem traneksamowym; w dzie-
cinstwie jeden raz otrzymatla krioprecypitat. Po
cieciu cesarskim z powodu atonii macicy z odkle-
jeniem lozyska chora otrzymata koncentrat VIII/
/VWE. Podczas podawania koncentratu wystapita
reakcja alergiczna pod postacia obrzeku i rumienia
wedrujacego. Reakcja alergiczna 1 krwawienia
ustapily po dozylnym, rownoczesnym podaniu
lekdéw antyhistaminowych i koncentratu VIII/VWE
Kiedy w 5 tygodni po6zniej, podczas kolejnego
epizodu krwotocznego, chora otrzymata koncen-
trat VIII/VWF 1 leki antyhistaminowe, reakcja
alergiczna nie wystgpila. Badania laboratoryjne
wykazaty brak wzrostu stezenia cz VIII 1 VWF po
1 godzinie 1 24 godzinach od podania preparatu.
Krwawienia ustapily po leczeniu desmopresyng
1 kwasem traneksamowym w 3 tygodnie od wy-
konania zabiegu lyzeczkowania tozyska. W przeci-
wienstwie do koncentratu VIII/VWF — po podaniu
desmopresyny wzrastala aktywno§¢ VWF:RCo
1 spadata liczba plytek krwi, co zdaniem autorow
sugeruje, ze przeciwciala byly skierowane do
egzogennie podanego VWE

Nabyta choroba von Willebranda typu 2B

Nabyta choroba von Willebranda (AVWS, acqu1-
red von Willebrand syndrome) charakteryzuje sie
obrazem klinicznym i laboratoryjnym podobnym
do wrodzonej VWD, brakiem wywiadu rodzinnego
1 chorobowego skazy krwotocznej oraz skroconym
czasem poltrwania VWF w krazeniu. Dotychczas
opisano okolfo 300 przypadkow AVWS, ale tylko czte-
ry z nich to AVWS typu 2B [44-47]. Pierwszego pa-
cjenta z AVWS 2B opisali Droubin i wsp. w roku 1989
[44]. U wszystkich skaza krwotoczna pojawiala sie
w przebiegu gammapatii monoklonalnej o nieznane;j
etiologii MGUS, monoclonal gammopathy of undeter-
mined significance); jej przebieg byl znacznie ciezszy
niz w wypadku wrodzonej VWD 2B, a leczenie
samymi koncentratami VWF okazalo sie niewystar-
czajace (konieczne bylto toczenie koncentratu VIla
1/lub immunoglobuliny). Przyczyna AVWS u tych
chorych byty najprawdopodobniej przeciwciala po-
liklonalne klasy IgG — wiazace sie z VWE, tworzace
z nim szybko usuwane z krazenia kompleksy. Jednak
w zadnej ze wspomnianych prac [44-47] nie udato
sie ani wyizolowac, ani scharakteryzowac przeciw-

cial anty-VWE Oznaczanie aktywnosci VWF:RCo
W mieszaninie osocza chorych z osoczem dawcy
wykazywalo brak hamowania VWF:RCo, a jedynie
badania immmunoelektroforetyczne potwierdzilty
obecno$¢ kompleksow immunologicznych. Udalo sie
natomiast opracowac laboratoryjny model AVWS 2B
spowodowanej obecno$cia przeciwcial. Otrzymano
dwa przeciwciala monoklonalne indukujace wigzanie
HMWM VWF do GPIb plytek i zwiekszajace powi-
nowactwo VWF do GIba [48, 49].

Choroba von Willebranda
typu plytkowego

Choroba von Willebranda typu plytkowego
(PT-VWD, platelet type von Willebrand disease),
zwana tez rzekomg VWD, to wrodzona trom-
bocytopatia charakteryzujaca sie tagodng skazg
krwotoczng 1 obrazem laboratoryjnym podobnym
do VWD 2B (tab. 5) [50, 51]. Wystepuje 10 razy
rzadziej niz VWD 2B 1 dziedziczy sie autosomalnie
dominujgco. Podiozem skazy krwotocznej jest
mutacja genu glikoproteiny Iba, znajdujacego
sie na chromosomie 17, powodujaca zwiekszenie
powinowactwa plytek do VWE U chorych wyste-
puja krwawienia skorno-§luzowkowe, krwawienia
z nosa, po ekstrakcji zebow, urazach i zabiegach
chirurgicznych. Nasilone krwawienia mogg poja-
wic sie w przebiegu cigzy, na skutek przyjmowa-
niem aspiryny i lekow hamujacych funkcje plytek
krwi. Leczniczo u chorych z PT-VWD stosuje sie
transfuzje plytek krwi. Z tego tez powodu przeciw-
wskazana jest desmopresyna, ktoéra — uwalniajac
VWF ze Srodbtonka naczyn — powoduje nasilenie
maloplytkowosci [51].

Diagnostyka laboratoryjna choroby
von Willebranda typu 2B

Diagnostyka VWD powinna opierac sie o za-
lecenia Polskiego Towarzystwa Hematologow
1 Transfuzjologéw opracowane w 2008 roku [52].
Badania laboratoryjne w VWD zawsze musi poprze-
dza¢ etap kliniczny: badanie przedmiotowe, wywiad
rodzinny 1 wywiad chorobowy. Diagnostyka VWD
powinna by¢ przeprowadzona przy uwzglednieniu
czynnikow, ktore moglyby mie¢ wplyw na stezenie
VWE takich jak grupa krwi (w grupie O jest najniz-
sze stezenie VWF), wiek (noworodki maja podwyz-
szone stezenie VWE, ktore normalizuje sie w ciagu
6 miesiecy, u osob starszych stezenie VWF jest
z reguly wyzsze, wzrasta z wiekiem okoto 10 j./dL-!
na dekade), stany zapalne (VWF jest biatkiem
ostrej fazy), ¢wiczenia fizyczne (przed pobraniem
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Tabela 5. Réznicowanie PT-VWD i VWD 2B
Table 5. Differentiation between PT-VWD and VWD 2B

Oceniane parametry

VWD 2B PT-VWD

Dziedziczenie autosomalne dominujace + +
Zwiegkszone powinowactwo VWF do ptytkowego receptora GPlba + -
Mutacje sprawcze w eksonie 28 genu VWF (International Society on Thrombosis and Haemostasis + -
[VWD] database [39])

Zwiegkszone powinowactwo glikoproteiny ptytkowej Iba do VWF - +
Mutacje sprawcze w genie Gba - +
Obnizone VWF:RCo i VWF:CB, prawidtowy lub obnizony VWF:Ag + +
lloraz VWF:RCo/VWF:Ag i VWF:CB/VWF:Ag < 0,7 + +
Brak lub czesciowy niedobér HMWM VWF +/- +/-
Obecnos¢ w rozmazie agregatéw ptytkowych +/- +/-
Agregacja ptytek w osoczu bogatoptytkowym (PRP) pod wptywem krioprecypitatu - +

Leczenie PT-VWD: 1/ Transfuzja koncentratéw krwinek ptytkowych

Leczenie VWD 2B: 1/ Transfuzja koncentratu VWF

DDAVP u wigkszosci chorych z typem 2B VWD jest przeciwwskazana, gdyz moze powodowad/nasila¢ matoptytkowosc

DDAVP — 1-deamino-8-D-arginiowazopresyna; HMWM (high molecular weight methacrylate) — multimery wielkoczasteczkowe; PRP (platelet rich plasma)

— osocze bogatoptytkowe; PT-VWD (platelet type von Willebrand disease) — choroba von Willebranda typu ptytkowego; VWD 2B (type 2B von Willebrand
disease) — choroba von Willebranda typu 2B; VWF (Von Willebrand factor) — czynnik von Willebranda; VWF:Ag (Von Willebrand factor antigen) — antygen
czynnika von Willebranda; VWF:CB (Von Willebrand factor collagen binding) — czynnik von Willebranda do kolagenu; VWF:RCo (Von Willebrand factor istocetin

cofactor) — kofaktor rystocetyny

krwi zaleca sie 15-30 min odpoczynek), cigza
(u kobhiet w ciazy najwiekszy wzrost VWF jest w 3.
trymestrze), choroby tarczycy (w niedoczynnoSci
tarczycy VWF jest obnizony, natomiast w nadczyn-
no$ci wzrasta) [53].

Dwa pierwsze etapy diagnostyki laboratoryjnej
VWD 2B sa wspolne dla wszystkich typow VWD
[54]. Etap pierwszy obejmuje badania przesiewo-
we (tab. 61 7): czas czeSciowej tromboplastyny po
aktywacji (APTT, activated partial thromboplastin
time), czas protrombinowy (PT, prothrombin time),
czas trombinowy (TT, thrombin time), liczbe 1 wiel-
kos¢ plytek krwi, czas okluzji w aparacie PFA-100
(CT, closure time) [54]. Etap drugi charakteryzuje
typ VWD (tab. 6 1 8). Identyfikacja VWD 2B i roz-
nicowanie z innymi defektami o podobnym obrazie
klinicznym 1 laboratoryjnym jest wykonywane
dopiero w etapie trzecim, przy uzyciu wysokospe-
cjalistycznych metod (tab. 6 1 9). Podstawowym,
najwazniejszym parametrem diagnostycznym roz-
nicujacym VWD 2B z innymi typami VWD (1, 2A,
2N, 2M), matoptytkowoscig 1 PT-VWD jest ocena
powinowactwa VWF do glikoproteiny plytkowej
Iba oraz obecno$¢ mutacji w eksonie 28 genu
VWE. Wszystkie pozostate parametry: VWF:RCo,
VWEF:Ag czy VWF:CB, anawet VWF:RCo/VWF:Ag
moga by¢ upoSledzone (w klasycznej formie) lub
prawidlowe (warianty).

Test L-RIPA (Low ristocetin induced
platelet aggregation)

W wykrywaniu i r6znicowaniu VWD 2B bardzo
przydatna okazata sie rystocetyna — antybiotyk
otrzymywany ze szczepu bakterii Nocardia Luri-
da [55-57]. W diagnostyce zaburzen hemostazy
zostala ona zastosowana po raz pierwszy w latach
70. XX wieku. Ristocetyna powoduje allosteryczne
zmiany w czasteczce VWF indukujace interakcje
VWEF z receptorem plytkowym GPIb-IX-V z VWF
w nieobecnosci aktywatorow fizjologicznych VWE,
takich jak sily Scinania czy zwigzanie z kolage-
nem. W obrebie domeny A1 VWF znajduja sie
dwa miejsca wigzania rystocetyny — Cys1237-
-Pro1251 1 Glul463-Aspl1472. Obecnie agregacja
plytek krwi pod wplywem rystocetyny jest wy-
konywana rutynowo u chorych z podejrzeniem
VWD 2B, PT-VWD, a takze w trombocytopatii
Bernarda-Souliera. U os6b zdrowych agregacja
pod wplywem rystocetyny o stezeniu 1,25 mg/
/ml wynosi od 60-80%; u chorych na typ 1, 2A, 2B,
2M 12N moze by¢ prawidiowa lub obnizona. W celu
zidentyfikowania typu 2B VWD wykonujemy agre-
gacje (tzw. test L-RIPA) przy stezeniu rystocetyny
0,5-0,7 mg/ml, pamietajac, ze na przyklad agregacja
w obecnos$ci VWF (P1266L) zachodzi przy wyzszych
stezeniach rystocetyny (> 0,5), natomiast z VWF
(V1316M) — przy nizszych (nawet 0,3 mg/ml).
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Tabela 6. Diagnostyka laboratoryjna choroby von Willebranda (VWD)

Table 6. Laboratory diagnostics of Von Willebrand disease (VWD)

Badania przesiewowe Typ VWD Podtyp VWD
Czas protrombinowy (PT) Kofaktor rystocetyny (VWF:RCo) L-RIPA (agregacja przy niskich stezeniach
Czas cze$ciowej tromboplastyny Antygen VWF (VWF:Ag) rystocetyny)

po aktywacji (APTT)
Liczba krwinek ptytkowych Czynnik VIII (VIII:C)
Obecnos¢ ptytek olbrzymich

Czas okluzji (CT, PFA-100)

Wigzanie kolagenu (VWF:CB)

lloraz VWF:RCo/VWF:Ag

Test wigzania VIII:.C*
Multimery czynnika von Willebranda (VWF)
L-RIPA ,, mieszany”

Agregacja w obecnosci krioprecypitatu/
/koncentratu VWF

Badania genetyczne

*Badanie jest wykonywane, jezeli VIIl:C/VWF:Ag < 0,6; VIII:C < 20%

Tabela 7. Wyniki badan przesiewowych w diagnostyce choroby von Willebranda (VWD)

Table 7. Laboratory screening pattern in Von Willebrand disease (VWD) diagnosis

Badanie Typ VWD

1 2A 2B 2N 2M
Czas protrombinowy (PT) N N N N N N
Czas czesSciowej trombopla-  1/N 1N TN TN TN "
styny po aktywacji (APTT)*
Czas trombinowy (TT) N N
Liczba krwinek ptytkowych N N N N N N
Obecnos¢ ptytek olbrzymich

— — +/- — — —
PFA-100
CT/EPI** /N 1 ) N ) ”m
CT/ADP*** "1

*Wydtuzenie czasu APTT jest wynikiem wtérnego niedoboru czynnika VIII:C

**Prawidtowy test CT/EPI wyklucza ciezki typ VWD, a takze ciezkqa matoptytkowos¢ i ciezkie zaburzenia funkcji ptytek krwi

*** Cigzkie defekty VWF powodujg wydtuzenie zaréwno CT/EPI, jak i CT/ADP

Wynik testu uznajemy za pozytywny, jezeli w 3 mi-
nuty po dodaniu rystocetyny 0,5-0,6 mg/ml uzysku-
jemy co najmniej 30-procentowa amplitude agre-
gacji [16]. Agregacja pod wplywem 0,5-0,6 mg/ml
rystocetyny nie zachodzi u 0s6b zdrowych 1 cho-
rych z VWD — z wyjatkiem typu 2B 1 PT-VWD.
U chorych z typem 2B VWD i PT-VWD agregacja
pod wplywem 0,5-0,6 mg/ml jest podwyzszona
1 zachodzi w podobnym stopniu jak z rystocetyng
1,25 mg/ml. Dodatni wynik testu L-RIPA (zwiek-
szona agregacja) moze Swiadczy¢ zardwno o typie
2B VWD, charakteryzujacym sie zwiekszonym po-
winowactwem VWF do plytek krwi spowodowanym
mutacjami genu VWF w eksonie 28, jak i PT-VWD,
w ktorym zwiekszone powinowactwo plytek krwi
do VWF jest spowodowane mutacjami genu plytko-
wego receptora Glba. Brak podwyzszonej agregacji
w teScie L-RIPA nie wyklucza jednak catkowicie
VWD 2B. W piSmiennictwie sg opisane warianty

typu 2B VWD potwierdzone badaniami genetycz-
nymi z ujemnym testem L-RIPA, z podwyzszonym
L-RIPA dopiero po podaniu DDAVP lub przy wyz-
szych niz standardowe stezeniach rystocetyny [2].
Réznicowanie VWD 2B 1 PT-VWD jest mozliwe na
podstawie testu ,, mieszanego” RIPA lub w badaniu
agregacji, w ktorym rystocetyna jest zastgpiona
przez krioprecypitat.

Test ,,mieszany” RIPA [55, 57]

Jezeli agregacja plytek krwi pacjenta zachodzi
pod wplywem niskich stezen rystocetyny, wowczas
mamy dwie mozliwo$ci: albo jest to VWD 2B, albo
PT-VWD. Kolejnym etapem diagnostyki musi by¢
zatem zroznicowanie tych typow. Réznicowania
VWD typu 2B i PT-VWD mozna wykona¢ meto-
dami molekularnymi, badajac aglutynacje ptytek
w obecnoSci krioprecypitatu, lub w testach mie-
szanych RIPA.
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Tabela 8. Charakterystyka laboratoryjna typéw i podtypow choroby von Willebranda (VWD)

Table 8. Laboratory evaluation of Von Willebrand disease (VWD) types and subtypes

Badanie Typ VWD
1 2A 2B 2N 2M 3
vii:c* N/) N/} N/} W N/} A
(< 20%)
VWF:Ag W IIN N 7 N W
(< 50%) (< 5%)
VWF:RCo W W H N ! W
(< 30%) (< 5%)
VWF:CB ! ! ! N/| N/| W
(< 15%) (< 40%) (< 5%)
VWF:RCO/VWF:Ag (>0,7) (<0,7) (<0,7) (>0,7) (<0,7) nie dotyczy
VWEF:CB/VWF:Ag (>0,7) (<0,7) (<0,7) (>0,7) (<0,7) nie dotyczy
VIII:C/VWF.Ag (>0,7) (>0,7) (>0,7) (<0,7) (>0,7) nie dotyczy

*Jezeli VIII:C wynosi < 20% (zestaw Diagnostica Stago), konieczne jest okreslenie zdolnosci VWF do wigzania egzogennego VIII:C w celu wykluczenia hemofilii

A i potwierdzenia typu 2N VWD

Test ,,mieszany” RIPA polega na pomiarze
agregacji plytek krwi pod wplywem rystocetyny
0,5-0,6 mg/ml w dwoch mieszaninach:

— zawiesiny plytek krwi [osocza bogatoplytkowe-
go (PRP, platelet rich plasma)] chorego (250-
-300 G/1) z osoczem ubogoplytkowym (PPP,
platelet-poor plasma) dawcy — w stosunku 1:1;

— PRP dawcy z PPP chorego — w stosunku 1:1.
W wypadku PT-VWD ptytki PRP — w prze-

ciwienstwie do VWD 2B — agreguja w obecnosci

osocza dawcy 1 niskiego stezenia rystocetyny. Test
ten nie daje, co prawda, falszywych wynikéw, ale
ze wzgledu na stopien trudno$ci jest stosowany

w niewielu laboratoriach.

Agregacja w obecnoS$ci
krioprecypitatu [55, 57]

Wykonuje sie agregacje plytek krwi (osocze
bogatoplytkowe lub myte plytki) pacjenta pod
wplywem Kkrioprecypitatu (stezenie koncowe cz VIII
200 j/ml) lub koncentratu VWE. Obecno$¢ agregacji
wskazuje na PT-VWD, natomiast jej brak —na VWD
2B. Nalezy jednak podkresli¢, ze test ten moze
dawac okoto 10% wynikow falszywie pozytywnych.

Analiza multimetrow czynnika
von Willebranda [53, 57]

Jest to badanie stuzace do réznicowania ty-
pow 1 podtypéw VWD na podstawie struktury
multimetrow VWE. Badanie jest wieloetapowe
1 obejmuje elektroforeze w nieredukujacym zelu

agarozowym w obecno$ci siarczanu sodowego do-
decylu, immunobloting, detekcje rozdzialu metoda
chemiluminescencji, analize densytometryczna.
U ludzi zdrowych obecne sg trzy frakcje multime-
trow: wysokoczasteczkowa (HMWM, high mole-
cular weight methacrylate), Srednioczasteczkowa
(AIMWM, intermediate molecular weight multim)
1 niskoczasteczkowa (LMWM, low molecular wei-
ght methacrylate). Charakterystyczny dla typu 2B
jest brak HMWM, odpowiedzialnej za prawidtowa
pierwotng hemostaze.

Diagnostyka molekularna [2, 4, 6, 34, 55]

Badania genetyczne pozwalaja na zroznico-
wanie VWD 2B z PT-VWD. Wykrycie mutacji
w eksonie 28 genu kodujacego domene A1 VWF
potwierdza rozpoznanie VWD 2B i takze moze
by¢ czynnikiem predykcyjnym obrazu klinicznego/
/laboratoryjnego choroby (tab. 2—-4). Nalezy jednak
pamietaé, ze brak mutacji nie wyklucza rozpozna-
nia VWD 2B. Wykrycie mutacji w genie plytkowe]
glikoproteiny GPPIba potwierdza rozpoznanie
PT-VWD.

Spontaniczna agregacja

W badaniu okresla sie procent spontanicznej
agregacji zachodzace] w mieszanym w agrego-
metrze PRP, bez dodania rystocetyny. Czas wy-
konania badania wynosi okoto 20 minut w 37°C.
Spontaniczna agregacja zachodzi u czeSci chorych
na VWD 2B.
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Tabela 9. Laboratoryjne kryteria rozpoznania choroby von Willebranda typu 2B (VWD 2B)

Table 9. Laboratory pattern of type 2B Von Willebrand disease (2B VWD) evaluation

Badanie Ocena laboratoryjna

Liczba krwinek

tagodna matoptytkowos¢ lub prawidtowa liczba ptytek

ptytkowych Nasilanie sie matoptytkowosci w cigzy (szczegdlnie w 3. trymestrze)
Matoptytkowos¢ nie wystepuje — VWF P1266Q/L, VWF R1308L, VWF P1337L
Nasilenie sie matoptytkowosci po podaniu DDAVP

Agregacja Agregacja ptytek krwi przy stezeniu rystocetyny 0,5-0,7 mg/ml

(L-RIPA > 30%)

Brak agregacji w obecnosci krioprecypitatu
Agregacja w tescie ,mieszanym” RIPA wskazujgca na typ 2B
U czesci chorych — spontaniczna agregacja

Analiza multimerow
struktura multimeréw)
VWEF:1bCo ELISA Metoda nowa, w trakcie badan

Brak/obnizona warto$¢ HMWM

Brak frakcji HMWM (Malmo/New York, Hiroshima — prawidtowa

Wynik [j/dl] jest znacznie wyzszy dla 2B VWD niz dla VWD 1, 2A,

2M, PT-VWD

Badanie genetyczne

Mutacja w eksonie 28 powodujgca zamiane aminokwaséw w

domenie A1 VWF (brak mutacji nie wyklucza 2B VWD)
Brak mutacji w genie ptytkowej glikoproteiny GPIb wyklucza

PT-VWD

DDAVP — 1-deamino-8-D-arginiowazopresyna; HMWM (high molecular weight methacrylate) — multimery wielkoczasteczkowe; RIPA (ristocetin-induced plate-
let agregatio) — agregacja ptytek indukowanych rystocetyna; VWF (Von Willebrand factor) — czynnik von Willebranda

Test VWF:IbCo ELISA [58]

W 2011 roku opisano nowy test immunoenzy-
matyczny VWF:IbCo ELISA, ktorego zasada jest
ocena wigzania VWF badanego osocza ze zwigzana
na powierzchni mikroptytki, odpowiednio zmuto-
wang glikoproteing GPIb (gain-of-function) przy
braku rystocetyny. Jak wykazaty badania Flood
1 wsp [58], przeprowadzone na duzych grupach
chorych, test ten umozliwia réznicowanie VWF
2B zarowno z typem 24, jak i PT-VWD. Niestety,
test ten znajduje sie wcigz na etapie badan i nie ma
jego handlowych odpowiednikow.

Podsumowanie

Diagnostyka VWD 2B stanowi duze wyzwanie
dla kazdego laboratorium. Znacznym utrudnie-
niem jest zmienno§¢ stezenia VWF w zalezno$ci
od czynnikow patofizjologicznych, genetycznych,
Srodowiskowych, a takze kliniczne i laboratoryjne
podobienstwo do PT-VWD. U kazdego chorego
z podejrzeniem VWD 2B konieczne jest wykona-
nie dodatkowych badan réznicujacych VWD 2B
1 PT-VWD. Jest to bardzo wazny etap diagnostyki,
poniewaz postepowanie lecznicze w tych dwoch
jednostkach chorobowych jest rozne.

W leczeniu krwawien wystepujacych u cho-
rych z VWD 2B z dobrym efektem stosuje sie
koncentraty cz VIII/VWE. Mato skuteczne sa
transfuzje koncentratow krwinek plytkowych,
gdyz pod wplywem zmutowanego VWF plytki
agreguja. Rozpoznanie typu 2B jest w wiekszoSci
przypadkow przeciwwskazaniem do stosowania
DDAVP, poniewaz moze ona powodowac okreso-
wy spadek liczby krwinek plytkowych i nasilenie
krwawienia.
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