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Diagnostyka laboratoryjna choroby von Willebranda
i hemofilii

Diagnostyka laboratoryjna wrodzonych i nabytych skaz krwotocznych poprze-
dzona jest zawsze badaniem klinicznym pacjenta. Zaréwno we wrodzonych jak i w
nabytych postaciach choroby obowigzuja podobne schematy postepowania. Dia-
gnostyke rozpoczyna sie od badan podstawowych (skriningowych), ktéra rozsze-
rza sie nastepnie o badania specjalistyczne. Hemofilia to skaza osoczowa, w ktorej
oprocz charakterystycznych objawoéw klinicznych takze badania podstawowe wy-
raznie wskazuja na te jednostke chorobowa. Znacznie trudniejsza do diagnostyka
jest choroba von Willebranda. Jest to jedna z najczesciej wystepujacych skaz krwo-
tocznych, a mimo to rzadko rozpoznawana. Przyczyng jest fakt, ze testy podstawo-
we zwykle sg prawidtowe. Hemofilia i vWD moga mie¢ takze charakter nabyty. W
przypadku hemofilii przyczyna sa autoprzeciwciata, ktore uposledzaja funkcje czyn-
nika VIIl. Natomiast w nabytej vWD moga by¢ obecne przeciwciata skierowane prze-
ciwko réznym domenom czynnika vWF. W obu przypadkach potwierdzeniem roz-
poznania postaci nabytej jest stwierdzenie obecnosci tychze przeciwciat.

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.

Diagnostyke laboratoryjng wrodzonych i nabytych skaz krwo-
tocznych zawsze poprzedza badanie kliniczne pacjenta. Obraz
kliniczny, a wiec wiek, w ktérym pojawity sie pierwsze krwawie-
nia, wystepowanie podobnych epizodéw u innych cztonkéw ro-
dziny oraz rodzaj krwawien podpowiada dalsze postepowanie dia-
gnostyczne. Bez wzgledu na to, czy podejrzewamy chorobe wro-
dzong czy nabyta, schemat postepowania diagnostycznego jest
podobny.

Diagnostyka obejmuje testy przesiewowe, wykonywane prak-
tycznie w kazdym laboratorium przyszpitalnym, oraz testy spe-
cjalistyczne, wykonywane w wyspecjalizowanych laboratoriach.
Testy przesiewowe (tzw. skriningowe) to: morfologia krwi (z licz-
ba ptytek krwi), czas protrombinowy (PT), czas czesciowej trom-
boplastyny po aktywac;ji (aPTT), czas trombinowy (TT), poziom
fibrynogenu oraz czas krwawienia (BT). Nalezy pamietac, ze pra-
widtowe wyniki testow przesiewowych nie wykluczajg patologii w
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obrebie uktadu krzepniecia, np. choroby von Willebranda (vVWD).
Czas krwawienia, czyli czas uptywajacy od doswiadczalnego
zranienia skory do chwili ustania wyptywu krwi, to metoda bardzo
mato czuta i swoista oraz mato powtarzalna. Dlatego prébuje sie
ja zastgpic urzgdzeniem do automatycznego pomiaru czynnosci
ptytek krwi: PFA-100 (platelet function analyzer). Badanie to, przed-
stawiane w literaturze jako przesiewowe, w Polsce ze wzgledu
na koszt trudno traktowac jako rutynowe. Aparat mierzy tzw. ,czas
zamkniecia/okluzji” (closure time) otworu w membranie przez two-
rzacy sie czop ptytkowy. PFA-100 ocenia hemostaze ptytkowa, w
tym funkcje ptytek zalezng od czynnika von Willebranda (VWF).
Testy specjalistyczne to m. in.: aktywnos¢ poszczegdinych
czynnikow krzepniecia, stezenie i aktywnos¢ vVWF, analiza jego
multimetréw, badanie agregacji ptytek krwi i ocena ich morfologii.

Diagnostyka choroby von Willebranda

Choroba von Willebranda (VWD) jest jedng z najczesciej wy-
stepujacych skaz krwotocznych. Jest to skaza o charakterze mie-
szanym, pltytkowo-osoczowym i dlatego jej rozpoznanie nie jest
proste. Trudnosci diagnostyczne wynikajg rowniez z tego, ze wy-
niki badan podstawowych sa w wiekszosci przypadkow vWD pra-
widtowe. Nalezy takze pamietac o fizjologicznej zmiennosci po-
ziomu czynnika von Willebranda (vVWF), ktéry rosnie np. wraz z
wiekiem i rozni sie w zaleznosci od grupy krwi (u osob z grupg
krwi ,0” jest nizszy o okoto 25-30% w poréwnaniu z grupg krwi A
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i B). Poziom vWF ulega zwigkszeniu miedzy innymi po wysitku
fizycznym, w stanie stresu, w chorobach zapalnych i nowotworo-
wych. Dlatego tez podejrzewajac tagodng posta¢ vWD badania
laboratoryjne nierzadko trzeba wykonywac¢ dwukrotnie lub nawet
trzykrotnie (w odpowiednich odstepach czasu).

Badania podstawowe (przesiewowe) wykonywane przy po-
dejrzeniu VWD obejmujg: czas krwawienia (praktycznie juz nie
wykonywany), PFA-100, PT, aPTT oraz liczbe ptytek krwi. Bada-
nie czasu okluzji przy pomocy aparatu PFA-100 wydaje sie dosy¢
czutym parametrem (przedtuzony czas okluzji wystepuje u okoto
86% procent chorych z vWD), ale mato swoistym (wydtuzony jest
takze m. in. w trombastenii Glanzmanna, w matoptytkowosci oraz
podczas stosowania aspiryny). Prawidtowy czas okluzji nie wyklu-
cza wiec VWD. Czas aPTT jest najczesciej prawidtowy, cho¢ moze
by¢ przediuzony w przypadku, gdy obnizona jest aktywno$c¢ czyn-
nika VIIl. Czas protrombinowy (PT) jest zawsze prawidtowy. Liczba
ptytek krwi moze by¢ obnizona jedynie w niezwykle rzadkim podty-
pie 2B (w pozostatych przypadkach jest prawidtowa).

Kolejny etap diagnostyki ma na celu okreslenie typu oraz pod-
typu VWD (badania specjalistyczne, tabela I). Aby rozréznié typ
vWD (1, 2 lub 3) oznacza sie: poziom czynnika VWF (VWF:Ag),
aktywnos¢ kofaktora rystocetyny (VWF:RCof), test wigzania vVWF
do kolagenu (VWF:CB) oraz aktywno$¢ czynnika VIII (FVIII:C).
Na okreslenie podtypu typu 2 (2A, 2B, 2N, 2M) pozwala: analiza
multimetréw czynnika vVWF, test RIPA oraz test wigzania vVWF z
czynnikiem VIII.

Aktywnos¢ czynnika VIl jest najczesciej prawidtowa, za wy-
jatkiem typu 2N gdzie ulega obnizeniu, i typu 3, gdzie wynosi po-
nizej 10% (jest to tzw. typ cigzki choroby, ktéry odznacza sie pra-
wie catkowitym brakiem vWF). Poziom czynnika vVWF w typie 1
choroby jest obnizony, w typie drugim obnizony lub prawidtowy,
natomiast w typie 3 nizszy niz 10%. Aktywnos¢ kofaktora rysto-
cetyny i test wigzania VWF do kolagenu pozwalajg na ocene funkgc;ji
czynnika VWF. Rystocetyna to niskoczgsteczkowy glikopeptyd,
ktory wigze sie z VWF i glikoproteing Ib, powodujac aglutynacje
ptytek krwi. Aktywnos$¢ kofaktora rystocetyny (VWF:RCof) jest
obnizona w typach: 1, 2A, 2B, 2M oraz 2N (w ktérym moze by¢
tez prawidiowa). W typie 3 vVWF:RCof wynosi mniej niz 10%. Typy
1i2 vWD najprosciej mozna rozrézni¢ opierajac sie na stosunku
vWF:RCof do vVWF:Ag. Jezeli jest on wyzszy niz 0,7, rozpoznaje-
my typ 1 choroby (charakteryzujacy sie proporcjonalnym zmniej-
szeniem aktywnosci i stezenia VWF). Wynik nizszy niz 0,7 wska-
zuje na zaburzenia czynnosciowe czasteczki VWF (typ 2).

Test wigzania VWF do kolagenu polega na pomiarze adhezji
osoczowego VWF do mikroptytki optaszczonej kolagenem. Jest
przydatny przy réznicowaniu typu 1i 2 oraz podtypéw 2A i 2B, w
ktorych brakuje multimetrow o duzej masie czasteczkowej. Test
RIPA polega na pomiarze agregacji ptytek krwi pod wplywem
dwoch stezen rystocetyny (1,5 oraz 0,5 mg/ml). U oséb zdrowych
prawidlowg agregacje obserwuje przy stezeniu 1,5 mg/ml, pod-
czas gdy przy stezeniu 0,5 mg/ml agregacja nie zachodzi. U oséb
z chorobg von Willebranda agregacja plytek przy wyzszym steze-
niu rystocetyny moze byc¢ ostabiona lub prawidtowa. Natomiast w
typie 2B, w ktérym powinowactwo VWF do glikoproteiny Ib jest
zwiekszone, obecna jest agregacja przy stezeniu 0,5 mg/ml. Me-
toda ta pozwala takze na rozréznienie pomiedzy typem 2B vWD
a rzekoma (ptytkowa) chorobg VWD, w ktorej zwiekszenie powi-
nowactwa VWF do ptytek wynika z defektu receptora ptytkowego,
a nie samego czynnika vVWF. W modyfikacji tej metody wykonuje
sie agregacje ptytek krwi pod wptywem rystocetyny w stezeniu
0,5 mg/ml w dwéch mieszaninach: | — osocze pacjenta i Swieze
ptytki zdrowe, Il — ptytki pacjenta i osocze zdrowe (z prawidtowym
poziomem czynnika VWF). W typie 2B vWD obecna jest agrega-
cja w | mieszaninie, brak w Il. Natomiast w ptytkowej postaci cho-
roby jest na odwro6t .

Test wigzania czynnika VWF z czynnikiem VIII pozwala na
oceng ilosci czynnika VIl zwigzanego z vVWF. Pozwala odroznic
podtyp 2N vWD, w ktérym wystepuje defekt wigzania czynnika
VIII przez vVWF, od tagodnej hemofilii A, w ktérej to wigzanie jest
prawidtowe. Analiza multimeréw polega na rozdzieleniu w zelu
agarozowym multimetréw VWF o réznej wielkosci (multimetry o
duzej masie czasteczkowej wedrujg w zelu wolniej niz multimetry
mate i posrednie). Jest to badanie szczegdlnie przydatne w roz-
poznawaniu typu 2 choroby (2A i 2B), w ktérym wzoér multimetrow
jest zaburzony.
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Tabela |
TYP vWD

Charakterystyka Badania diagnostyczne

| R:Cof , | VWFAg
R:Cof / vIWFAg > 0,7
FVIII:C (poziom zmienny)

Defekt ilosciowy
- prawidiowa budowa
czasteczki vVWF

TYP 1
(60-80% pacjentow)

Analiza multimerow
R:Cof / vVWFAg < 0,7 (poza 2N)
Typ mutacji

Defekt jako$ciowy
— zaburzony wzor
multimeréw vVWF

Brak duzych
i posrednich multimeréw

TYP 2
(10-30% pacjentdw)

Podtyp 2A

| powinowactwo
do GP Ib,
brak duzych multimeréw
Réznicowanie
z rzekomg VWD

RIPA,; Liczba plytek

Podtyp 2B (czasem matoplytkowosc)

| powinowactwo do
plytek, obecne wszystkie
multimetry

Defekt wigzania FVIII
Réznicowanie
z fagodng HA!
TYP 3 Postac cigzka — prawie
(1-56% pacjentow) catkowity brak vWF

Podtyp 2M

Podtyp 2N Test wigzania FVIII:VWF

VWFAg < 10%

Nabyta choroba von Willebranda

Diagnostyka nabytej postaci VWD przebiega analogicznie do
postaci wrodzonej (obowigzuje doktadnie taki sam schemat po-
stepowania). Rozréznienie pomiedzy postacig wrodzong i nabytg
jest bardzo istotne ze wzgledu na konieczno$¢ wdrozenia odpo-
wiedniego leczenia. Nabyta vWD jest najczesciej zwigzana z obec-
noscig przeciwciat przeciw réznym domenom czynnika vVWF, stad
tez stwierdzenie ich obecnosci we krwi chorego jest testem po-
twierdzajgcym nabyty charakter choroby. Wykorzystuje sie w tym
celu tzw. test neutralizacji, w ktérym oznacza sie VWF:Ag i
vWF:RCof w osoczu badanym i mieszaninie osocza badanego z
osoczem zdrowym po 12-godzinnej inkubacji w 4°C. Na podsta-
wie réznicy miedzy warto$ciami uzyskanymi a ,oczekiwanymi” (ta-
kimi, jak przy braku inhibitora) mozna wnioskowaé o obecnosci
lub braku przeciwciat. Ze wzgledu na fakt, iz jest to metoda cza-
sochfonna, prébuije sie jg zastgpi¢ metodami immunoenzymatycz-
nymi (ELISA).

Diagnostyka hemofilii

Hemofilie to wrodzone, osoczowe skazy krwotoczne, ktérych
przyczyna sa niedobory czynnikdw krzepnigcia: czynnika VIII (he-
mofilia A), czynnika IX (hemofilia B) lub czynnika XI (hemofilia C).
Najczestsza z nich jest hemofilia A.

Badania wykonywane przy diagnozowaniu hemofilii A to:
* liczba ptytek krwi (prawidtowa);
* czas krwawienia i/ lub czas okluzji PFA-100 (prawidtowe)
*  PT/INR (prawidtowy);
* aPTT — przedtuzony!,
« aktywnos¢ FVIII — obnizona; zakres uzyskiwanych
wartosci zalezy od typu hemofilii
(typ ciezki < 1%, typ umiarkowany 1-5%,
typ tagodny 5-40%);
« stezenie czynnika VIII — obnizone;

Obnizenie aktywnosci czynnika VIII obserwuje sie takze w
czesci przypadkow vWD, dlatego pomimo istotnych réznic w ob-
razie klinicznym tych dwoch chordb nalezy przeprowadzi¢ dia-
gnostyke réznicowg (oznaczy¢ vVWF:Ag, VWF:RCof oraz wigza-
nie czynnika VWF do FVIIl). Bazujac wytacznie na oznaczeniu
aktywnosci FVIII mozna btednie rozpoznaé np. umiarkowang po-
sta¢ hemofilii A u pacjenta z typem 3 vWD. Podobnie stwierdza-
jac obnizenie aktywnosci czynnika IX w osoczu pacjenta, nalezy
wykluczy¢ niedobdr pozostatych czynnikéw kompleksu protrom-
biny (czynnika I, VIl oraz X).

W przypadku podejrzenia obecnosci inhibitora u pacjenta z
hemofilig A (rzadziej B) nalezy wykona¢ test korekcji w celu zréz-
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nicowania pomiedzy ,prostym” niedoborem czynnika krzepniecia
a obecnoscig kragzacego antykoagulantu, czyli inhibitora FVIII lub
FIX. Potwierdzeniem obecnosci antykoagulantu jest przedtuze-
nie aPTT mieszaniny rownych objetosci osocza badanego i oso-
cza prawidtowego po 1 h inkubacji w 37°C. Jesli test korekgc;ji jest
dodatni, oznacza sie miano inhibitora czynnika VIII (lub IX) w te-
Scie Bethesda (w modyfikacji Nijmegen). Jedna jednostka Bethes-
da (1 j.B./ml) to taka ilo$¢ inhibitora obecna w osoczu pacjenta,
ktéra po 2 h inkubacji w 37°C inaktywuje 50% czynnika VIII w
osoczu zdrowym.

Oznaczajgc aPTT oraz aktywnosc czynnikéw VIl i IX nalezy
pamietac, ze wyniki uzyskiwane w poszczegolnych laboratoriach
mogag sie roznic. Zwigzane jest to z faktem, ze oznaczenia wyko-
nuje sie z uzyciem réznych zestawéw odczynnikowych (rézniag-
cych sie sktadem i pochodzeniem poszczegdinych sktadnikow)
oraz na roznych analizatorach koagulometrycznych. Istotne jest,
aby odczynniki stosowane do oznaczania aPTT i aktywnosci czyn-
nika VIl byly na tyle czute, aby mozna byto wykry¢ wszystkie typy
hemofilii (od postaci ciezkiej po fagodna).

Hemofilia nabyta

U pacjentéw z hemofilig nabytg charakterystyczne jest izolo-
wane przedtuzenie aPTT (2-3-krotne) przy prawidtowych warto-
Sciach PT, TT, poziomu fibrynogenu, czasu krwawienia oraz pty-
tek krwi. Aktywnos¢ czynnika VIl jest znacznie obnizona i wynosi
0-15%. Izolowane przedtuzenie aPTT wystepuje takze w przy-
padku niedoboréw czynnikéw krzepniecia drogi wewnatrzpochod-
nej (czynniki: VIII, IX, XI, XIl) oraz w obecnosci antykoagulantu
toczniowego (LA). Nalezy przy tym zwrdci¢ uwage na fakt, ze
obecnos¢ LA predysponuje do zakrzepicy, a nie do krwawien,
natomiast niedobor czynnika Xll jest anomalig bezobjawowa, ktéra
nie wigze sig ze zwigkszeniem tendencji do krwawien i nie wyma-
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ga leczenia. W celu potwierdzenia obecnosci antykoagulantu (in-
hibitora czynnika VIII / IX lub LA) wykonuije sig test korekcji. Jesli
jest on dodatni (obecny jest antykoagulant), nalezy wykluczy¢
obecnos¢ LA oraz oznaczy¢ miano inhibitora czynnika VIII w te-
Scie Bethesda. Stwierdzenie obecnosci inhibitora FVIII oraz typo-
wy obraz kliniczny (skaza nabyta, prawidtowy aPTT w przeszio-
$ci) potwierdza rozpoznania nabytej hemofilii. Przy pomocy mia-
na inhibitora monitoruje sie takze leczenie, ktorego celem jest
wyeliminowanie krgzacych we krwi przeciwciat, zaburzajgcych
prawidtowe dziatanie czynnika VIII.
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