
61Alergologia � Immunologia 2007 tom 4 numer 3-4

PRACE  POGL¥DOWE

Diagnostyka laboratoryjna choroby von Willebranda
i hemofilii

Teresa  IWANIEC
Jacek MUSIA£

II Katedra Chorób Wewnêtrznych
Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagielloñskiego
Kraków
Kierownik:
Prof. dr hab. Andrzej Szczeklik

S³owa kluczowe:
� choroba von Willebranda
� hemofilia
� testy przesiewowe
� testy specjalistyczne

Key words:
� von Willebrand disease
� hemophilia
� screening test
� specific tests

Laboratory diagnostics of von Willebrand disease
and hemophilia

Adres do korespondencji:
Teresa Iwaniec
II Katedra Chorób Wewnêtrznych Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagielloñskiego
31-066 Kraków, ul. Skawiñska 8
Tel.: 012-430-52-66, w. 209
e-mail: teresaiwaniec@poczta.fm

Diagnostyka laboratoryjna wrodzonych i nabytych skaz krwotocznych poprze-
dzona jest zawsze badaniem klinicznym pacjenta. Zarówno we wrodzonych jak i w
nabytych postaciach choroby obowi¹zuj¹ podobne schematy postêpowania. Dia-
gnostykê rozpoczyna siê od badañ podstawowych (skriningowych), któr¹ rozsze-
rza siê nastêpnie o badania specjalistyczne. Hemofilia to skaza osoczowa, w której
oprócz charakterystycznych objawów klinicznych tak¿e badania podstawowe wy-
ra�nie wskazuj¹ na tê jednostkê chorobow¹. Znacznie trudniejsza do diagnostyka
jest choroba von Willebranda. Jest to jedna z najczê�ciej wystêpuj¹cych skaz krwo-
tocznych, a mimo to rzadko rozpoznawana. Przyczyn¹ jest fakt, ¿e testy podstawo-
we zwykle s¹ prawid³owe. Hemofilia i vWD mog¹ mieæ tak¿e charakter nabyty. W
przypadku hemofilii przyczyn¹ s¹ autoprzeciwcia³a, które upo�ledzaj¹ funkcjê czyn-
nika VIII. Natomiast w nabytej vWD mog¹ byæ obecne przeciwcia³a skierowane prze-
ciwko ró¿nym domenom czynnika vWF. W obu przypadkach potwierdzeniem roz-
poznania postaci nabytej jest stwierdzenie obecno�ci tych¿e przeciwcia³.

Laboratory diagnostics of congenital and acquired bleeding disorders is always
preceded by clinical evaluation of the patient. Diagnostic algorithms in congenital
and acquired forms of the disease are similar. The diagnostic process starts with
basic evaluation (screening tests), followed by specialist tests. Hemophilia is a
bleeding disorder caused by deficiency of a plasma clotting factor. The diagnosis
can by suspected on the basis of typical clinical picture and basic laboratory me-
asurements. In contrary, the diagnostics of von Willebrand disease is much more
complicated. Being one of the commonest bleeding disorders, this condition is still
underdiagnosed due to the fact that results of the screening tests most commonly
remain within the normal range. Hemophilia and von Willebrand disease can also
be acquired. Acquired hemophilia is caused by circulating factor VIII autoantibo-
dies; whereas the antibodies present in acquired von Willebrand disease are direc-
ted against different domains of vWF. Detection of these antibodies confirms the
diagnosis.

obrêbie uk³adu krzepniêcia, np. choroby von Willebranda (vWD).
Czas krwawienia, czyli czas up³ywaj¹cy od do�wiadczalnego

zranienia skóry do chwili ustania wyp³ywu krwi, to metoda bardzo
ma³o czu³a i swoista oraz ma³o powtarzalna. Dlatego próbuje siê
j¹ zast¹piæ urz¹dzeniem do automatycznego pomiaru czynno�ci
p³ytek krwi: PFA-100 (platelet function analyzer). Badanie to, przed-
stawiane w literaturze jako przesiewowe, w Polsce ze wzglêdu
na koszt trudno traktowaæ jako rutynowe. Aparat mierzy tzw. �czas
zamkniêcia/okluzji� (closure time) otworu w membranie przez two-
rz¹cy siê czop p³ytkowy. PFA-100 ocenia hemostazê p³ytkow¹, w
tym funkcjê p³ytek zale¿n¹ od czynnika von Willebranda (vWF).

Testy specjalistyczne to m. in.: aktywno�æ poszczególnych
czynników krzepniêcia, stê¿enie i aktywno�æ vWF, analiza jego
multimetrów, badanie agregacji p³ytek krwi i ocena ich morfologii.

Diagnostyka choroby von Willebranda
Choroba von Willebranda (vWD) jest jedn¹ z najczê�ciej wy-

stêpuj¹cych skaz krwotocznych. Jest to skaza o charakterze mie-
szanym, p³ytkowo-osoczowym i dlatego jej rozpoznanie nie jest
proste. Trudno�ci diagnostyczne wynikaj¹ równie¿ z tego, ¿e wy-
niki badañ podstawowych s¹ w wiêkszo�ci przypadków vWD pra-
wid³owe. Nale¿y tak¿e pamiêtaæ o fizjologicznej zmienno�ci po-
ziomu czynnika von Willebranda (vWF), który ro�nie np. wraz z
wiekiem i ró¿ni siê w zale¿no�ci od grupy krwi (u osób z grup¹
krwi �0� jest ni¿szy o oko³o 25-30% w porównaniu z grup¹ krwi A

Diagnostykê laboratoryjn¹ wrodzonych i nabytych skaz krwo-
tocznych zawsze poprzedza badanie kliniczne pacjenta. Obraz
kliniczny, a wiêc wiek, w którym pojawi³y siê pierwsze krwawie-
nia, wystêpowanie podobnych epizodów u innych cz³onków ro-
dziny oraz rodzaj krwawieñ podpowiada dalsze postêpowanie dia-
gnostyczne. Bez wzglêdu na to, czy podejrzewamy chorobê wro-
dzon¹ czy nabyt¹, schemat postêpowania diagnostycznego jest
podobny.

Diagnostyka obejmuje testy przesiewowe, wykonywane prak-
tycznie w ka¿dym laboratorium przyszpitalnym, oraz testy spe-
cjalistyczne, wykonywane w wyspecjalizowanych laboratoriach.
Testy przesiewowe (tzw. skriningowe) to: morfologia krwi (z licz-
b¹ p³ytek krwi), czas protrombinowy (PT), czas czê�ciowej trom-
boplastyny po aktywacji (aPTT), czas trombinowy (TT), poziom
fibrynogenu oraz czas krwawienia (BT). Nale¿y pamiêtaæ, ¿e pra-
wid³owe wyniki testów przesiewowych nie wykluczaj¹ patologii w
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i B). Poziom vWF ulega zwiêkszeniu miêdzy innymi po wysi³ku
fizycznym, w stanie stresu, w chorobach zapalnych i nowotworo-
wych. Dlatego te¿ podejrzewaj¹c ³agodn¹ postaæ vWD badania
laboratoryjne nierzadko trzeba wykonywaæ dwukrotnie lub nawet
trzykrotnie (w odpowiednich odstêpach czasu).

 Badania podstawowe (przesiewowe) wykonywane przy po-
dejrzeniu vWD obejmuj¹: czas krwawienia (praktycznie ju¿ nie
wykonywany), PFA-100, PT, aPTT oraz liczbê p³ytek krwi. Bada-
nie czasu okluzji przy pomocy aparatu PFA-100 wydaje siê dosyæ
czu³ym parametrem (przed³u¿ony czas okluzji wystêpuje u oko³o
86% procent chorych z vWD), ale ma³o swoistym (wyd³u¿ony jest
tak¿e m. in. w trombastenii Glanzmanna, w ma³op³ytkowo�ci oraz
podczas stosowania aspiryny). Prawid³owy czas okluzji nie wyklu-
cza wiêc vWD. Czas aPTT jest najczê�ciej prawid³owy, choæ mo¿e
byæ przed³u¿ony w przypadku, gdy obni¿ona jest aktywno�æ czyn-
nika VIII. Czas protrombinowy (PT) jest zawsze prawid³owy. Liczba
p³ytek krwi mo¿e byæ obni¿ona jedynie w niezwykle rzadkim podty-
pie 2B (w pozosta³ych przypadkach jest prawid³owa).

Kolejny etap diagnostyki ma na celu okre�lenie typu oraz pod-
typu vWD (badania specjalistyczne, tabela I). Aby rozró¿niæ typ
vWD (1, 2 lub 3) oznacza siê: poziom czynnika vWF (vWF:Ag),
aktywno�æ kofaktora rystocetyny (vWF:RCof), test wi¹zania vWF
do kolagenu (vWF:CB) oraz aktywno�æ czynnika VIII (FVIII:C).
Na okre�lenie podtypu typu 2 (2A, 2B, 2N, 2M) pozwala: analiza
multimetrów czynnika vWF, test RIPA oraz test wi¹zania vWF z
czynnikiem VIII.

Aktywno�æ czynnika VIII jest najczê�ciej prawid³owa, za wy-
j¹tkiem typu 2N gdzie ulega obni¿eniu, i typu 3, gdzie wynosi po-
ni¿ej 10% (jest to tzw. typ ciê¿ki choroby, który odznacza siê pra-
wie ca³kowitym brakiem vWF). Poziom czynnika vWF w typie 1
choroby jest obni¿ony, w typie drugim obni¿ony lub prawid³owy,
natomiast w typie 3 ni¿szy ni¿ 10%. Aktywno�æ kofaktora rysto-
cetyny i test wi¹zania vWF do kolagenu pozwalaj¹ na ocenê funkcji
czynnika vWF. Rystocetyna to niskocz¹steczkowy glikopeptyd,
który wi¹¿e siê z vWF i glikoprotein¹ Ib, powoduj¹c aglutynacjê
p³ytek krwi. Aktywno�æ kofaktora rystocetyny (vWF:RCof) jest
obni¿ona w typach: 1, 2A, 2B, 2M oraz 2N (w którym mo¿e byæ
te¿ prawid³owa). W typie 3 vWF:RCof wynosi mniej ni¿ 10%. Typy
1 i 2 vWD najpro�ciej mo¿na rozró¿niæ opieraj¹c siê na stosunku
vWF:RCof do vWF:Ag. Je¿eli jest on wy¿szy ni¿ 0,7, rozpoznaje-
my typ 1 choroby (charakteryzuj¹cy siê proporcjonalnym zmniej-
szeniem aktywno�ci i stê¿enia vWF). Wynik ni¿szy ni¿ 0,7 wska-
zuje na zaburzenia czynno�ciowe cz¹steczki vWF (typ 2).

Test wi¹zania vWF do kolagenu polega na pomiarze adhezji
osoczowego vWF do mikrop³ytki op³aszczonej kolagenem. Jest
przydatny przy ró¿nicowaniu typu 1 i 2 oraz podtypów 2A i 2B, w
których brakuje multimetrów o du¿ej masie cz¹steczkowej. Test
RIPA polega na pomiarze agregacji p³ytek krwi pod wp³ywem
dwóch stê¿eñ rystocetyny (1,5 oraz 0,5 mg/ml). U osób zdrowych
prawid³ow¹ agregacjê obserwuje przy stê¿eniu 1,5 mg/ml, pod-
czas gdy przy stê¿eniu 0,5 mg/ml agregacja nie zachodzi. U osób
z chorob¹ von Willebranda agregacja p³ytek przy wy¿szym stê¿e-
niu rystocetyny mo¿e byæ os³abiona lub prawid³owa. Natomiast w
typie 2B, w którym powinowactwo vWF do glikoproteiny Ib jest
zwiêkszone, obecna jest agregacja przy stê¿eniu 0,5 mg/ml. Me-
toda ta pozwala tak¿e na rozró¿nienie pomiêdzy typem 2B vWD
a rzekom¹ (p³ytkow¹) chorob¹ vWD, w której zwiêkszenie powi-
nowactwa vWF do p³ytek wynika z defektu receptora p³ytkowego,
a nie samego czynnika vWF. W modyfikacji tej metody wykonuje
siê agregacjê p³ytek krwi pod wp³ywem rystocetyny w stê¿eniu
0,5 mg/ml w dwóch mieszaninach: I � osocze pacjenta i �wie¿e
p³ytki zdrowe, II � p³ytki pacjenta i osocze zdrowe (z prawid³owym
poziomem czynnika vWF). W typie 2B vWD obecna jest agrega-
cja w I mieszaninie, brak w II. Natomiast w p³ytkowej postaci cho-
roby jest na odwrót .

 Test wi¹zania czynnika vWF z czynnikiem VIII pozwala na
ocenê ilo�ci czynnika VIII zwi¹zanego z vWF. Pozwala odró¿niæ
podtyp 2N vWD, w którym wystêpuje defekt wi¹zania czynnika
VIII przez vWF, od ³agodnej hemofilii A, w której to wi¹zanie jest
prawid³owe. Analiza multimerów polega na rozdzieleniu w ¿elu
agarozowym multimetrów vWF o ró¿nej wielko�ci (multimetry o
du¿ej masie cz¹steczkowej wêdruj¹ w ¿elu wolniej ni¿ multimetry
ma³e i po�rednie). Jest to badanie szczególnie przydatne w roz-
poznawaniu typu 2 choroby (2A i 2B), w którym wzór multimetrów
jest zaburzony.

Nabyta choroba von Willebranda
Diagnostyka nabytej postaci vWD przebiega analogicznie do

postaci wrodzonej (obowi¹zuje dok³adnie taki sam schemat po-
stêpowania). Rozró¿nienie pomiêdzy postaci¹ wrodzon¹ i nabyt¹
jest bardzo istotne ze wzglêdu na konieczno�æ wdro¿enia odpo-
wiedniego leczenia. Nabyta vWD jest najczê�ciej zwi¹zana z obec-
no�ci¹ przeciwcia³ przeciw ró¿nym domenom czynnika vWF, st¹d
te¿ stwierdzenie ich obecno�ci we krwi chorego jest testem po-
twierdzaj¹cym nabyty charakter choroby. Wykorzystuje siê w tym
celu tzw. test neutralizacji, w którym oznacza siê vWF:Ag i
vWF:RCof w osoczu badanym i mieszaninie osocza badanego z
osoczem zdrowym po 12-godzinnej inkubacji w 4°C. Na podsta-
wie ró¿nicy miêdzy warto�ciami uzyskanymi a �oczekiwanymi� (ta-
kimi, jak przy braku inhibitora) mo¿na wnioskowaæ o obecno�ci
lub braku przeciwcia³. Ze wzglêdu na fakt, i¿ jest to metoda cza-
soch³onna, próbuje siê j¹ zast¹piæ metodami immunoenzymatycz-
nymi (ELISA).

Diagnostyka hemofilii
Hemofilie to wrodzone, osoczowe skazy krwotoczne, których

przyczyn¹ s¹ niedobory czynników krzepniêcia: czynnika VIII (he-
mofilia A), czynnika IX (hemofilia B) lub czynnika XI (hemofilia C).
Najczêstsza z nich jest hemofilia A.

Badania wykonywane przy diagnozowaniu hemofilii A to:
� liczba p³ytek krwi (prawid³owa);
� czas krwawienia i / lub czas okluzji PFA-100 (prawid³owe)
� PT / INR (prawid³owy);
� aPTT � przed³u¿ony!;
� aktywno�æ FVIII � obni¿ona; zakres uzyskiwanych

warto�ci zale¿y od typu hemofilii
(typ ciê¿ki < 1%, typ umiarkowany 1-5%,
typ ³agodny 5-40%);

� stê¿enie czynnika VIII � obni¿one;

Obni¿enie aktywno�ci czynnika VIII obserwuje siê tak¿e w
czê�ci przypadków vWD, dlatego pomimo istotnych ró¿nic w ob-
razie klinicznym tych dwóch chorób nale¿y przeprowadziæ dia-
gnostykê ró¿nicow¹ (oznaczyæ vWF:Ag, vWF:RCof oraz wi¹za-
nie czynnika vWF do FVIII). Bazuj¹c wy³¹cznie na oznaczeniu
aktywno�ci FVIII mo¿na b³êdnie rozpoznaæ np. umiarkowan¹ po-
staæ hemofilii A u pacjenta z typem 3 vWD. Podobnie stwierdza-
j¹c obni¿enie aktywno�ci czynnika IX w osoczu pacjenta, nale¿y
wykluczyæ niedobór pozosta³ych czynników kompleksu protrom-
biny (czynnika II, VII oraz X).

W przypadku podejrzenia obecno�ci inhibitora u pacjenta z
hemofili¹ A (rzadziej B) nale¿y wykonaæ test korekcji w celu zró¿-
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nicowania pomiêdzy �prostym� niedoborem czynnika krzepniêcia
a obecno�ci¹ kr¹¿¹cego antykoagulantu, czyli inhibitora FVIII lub
FIX. Potwierdzeniem obecno�ci antykoagulantu jest przed³u¿e-
nie aPTT mieszaniny równych objêto�ci osocza badanego i oso-
cza prawid³owego po 1 h inkubacji w 37°C. Je�li test korekcji jest
dodatni, oznacza siê miano inhibitora czynnika VIII (lub IX) w te-
�cie Bethesda (w modyfikacji Nijmegen). Jedna jednostka Bethes-
da (1 j.B./ml) to taka ilo�æ inhibitora obecna w osoczu pacjenta,
która po 2 h inkubacji w 37°C inaktywuje 50% czynnika VIII w
osoczu zdrowym.

Oznaczaj¹c aPTT oraz aktywno�æ czynników VIII i IX nale¿y
pamiêtaæ, ¿e wyniki uzyskiwane w poszczególnych laboratoriach
mog¹ siê ró¿niæ. Zwi¹zane jest to z faktem, ¿e oznaczenia wyko-
nuje siê z u¿yciem ró¿nych zestawów odczynnikowych (ró¿ni¹-
cych siê sk³adem i pochodzeniem poszczególnych sk³adników)
oraz na ró¿nych analizatorach koagulometrycznych. Istotne jest,
aby odczynniki stosowane do oznaczania aPTT i aktywno�ci czyn-
nika VIII by³y na tyle czu³e, aby mo¿na by³o wykryæ wszystkie typy
hemofilii (od postaci ciê¿kiej po ³agodn¹).

Hemofilia nabyta
U pacjentów z hemofili¹ nabyt¹ charakterystyczne jest izolo-

wane przed³u¿enie aPTT (2-3-krotne) przy prawid³owych warto-
�ciach PT, TT, poziomu fibrynogenu, czasu krwawienia oraz p³y-
tek krwi. Aktywno�æ czynnika VIII jest znacznie obni¿ona i wynosi
0-15%. Izolowane przed³u¿enie aPTT wystêpuje tak¿e w przy-
padku niedoborów czynników krzepniêcia drogi wewn¹trzpochod-
nej (czynniki: VIII, IX, XI, XII) oraz w obecno�ci antykoagulantu
toczniowego (LA). Nale¿y przy tym zwróciæ uwagê na fakt, ¿e
obecno�æ LA predysponuje do zakrzepicy, a nie do krwawieñ,
natomiast niedobór czynnika XII jest anomali¹ bezobjawow¹, która
nie wi¹¿e siê ze zwiêkszeniem tendencji do krwawieñ i nie wyma-

ga leczenia. W celu potwierdzenia obecno�ci antykoagulantu (in-
hibitora czynnika VIII / IX lub LA) wykonuje siê test korekcji. Je�li
jest on dodatni (obecny jest antykoagulant), nale¿y wykluczyæ
obecno�æ LA oraz oznaczyæ miano inhibitora czynnika VIII w te-
�cie Bethesda. Stwierdzenie obecno�ci inhibitora FVIII oraz typo-
wy obraz kliniczny (skaza nabyta, prawid³owy aPTT w przesz³o-
�ci) potwierdza rozpoznania nabytej hemofilii. Przy pomocy mia-
na inhibitora monitoruje siê tak¿e leczenie, którego celem jest
wyeliminowanie kr¹¿¹cych we krwi przeciwcia³, zaburzaj¹cych
prawid³owe dzia³anie czynnika VIII.
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