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Von Willebrandova choroba (vVWCH) je najcastejsie vrodené krvacavé ochorenie, spdsobené genetickou anomaliou, ktora vedie ku kvanti-
tativnym a kvalitativnym zmenam von Willebrandovho faktora (vWF). vWF je multimericky glykoprotein syntetizovany v megakaryocytoch
a endotelovych bunkach. vWF sprostredkovava adhéziu trombocytov na subendotel a je nosi¢om FVIII, ¢&im ho chrani pred proteolyzou.
V diagnostike VWCH ma zasadny vyznam analyza multimérov vWF. V ¢lanku uvadzame stru¢ny prehlad klasifikacie a diagnostiky vVWCH,
opis metédy analyzy multimérov vWF a nase skusenosti s ich stanovenim.
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The analysis of vWF multimers in von Willebrand disease

Von Willebrand disease (VWD) is the most common inherited bleeding disorder caused by quantitative or qualitative abnormalities of von Willebrand factor
(VWF). vWF is a glycoprotein synthesized in megakaryocytes and endothelial cells. vVWF is a mediator of platelet adhesion to subendothelium, the FVIII
carrier, which protects it from proteolysis. The analysis of VWF multimers is of fundamental importance in diagnostics of VWD. In the article a brief report
of the vWD dlassification and diagnostics as well as description of the analysis of vVWF multimers and our experiences with their detection are presented.
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Uvod

Von Willebrandov faktor (vWF), multimericky
adhezivny glykoprotein, syntetizovany v mega-
karyocytoch (~ 20 %) a endotelovych bunkach
(~ 80 %), je pritomny v plazme, Weibelovych-
Paladeho telieskach endotelovych buniek
a v agranulach trombocytov (1).

Z endotelovych buniek je uvolfovany konti-
nudlne a aj po stimuldcii alebo poskodeni endo-
telovych buniek. Z trombocytov je uvolfiovany
len po ich aktivacii. Po sekrécii do cievneho
rieciska podlieha proteolyze (metaloprotedazou
ADAMTS-13) (2, 3).

VWEF sprostredkuvéva interakciu medzi dostic-
kami a subendotelom v miestach cievneho posko-
denia, sprostredkuvava interakciu medzi dosticka-
mi navzajom a tvorf komplex s FVIII, &m ho chrani
pred proteolytickym Stiepenim aktivovanym PC.

Struktira multimérov

Multiméry vVWF maju tripletovu Struktu-
ru, ktord je podmienend degrada¢nymi pro-
duktmi multimérov vznikajucich pésobenim
ADAMTS-13 za vzniku jedného intermedidlneho
a dvoch satelitnych pruzkov s Ca N-terminalnymi
fragmentami (7, 8).

Klasifikacia vWCH

V sucasnosti je platna aktualizovana kla-
sifikdcia VWCH z roku 2006, ktord ma zaklad
v klasifikacii vVWCH navrhnutej Subkomisiou

Obrdzok 1. \/o Weibelovych-Paladeho telieskach
dochdadza ku glykozylacii a molekuly vVWF (von
Willebrandov faktor) so svojimi CG-koncami dimeri-
zUju (4, zobrazené elektronovym mikroskopom)
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Obrdzok 2. N-koncové domény bohaté na
cystefn umoznuju asocidciu dimérov do vacsich
jednotiek, tzv. multimérov. Multiméry obsahuju
variabilny pocet podjednotiek (viac ako 40
monomérov VWF), (4, zobrazené elektrénovym
mikroskopom)

Obrdzok 3. Struktira vVWF a vztah jeho domén k funkcidm vWF (5, 6)
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(FVIll - faktor VIIl, GPIb — glykoprotein Ib, GP llb/Illa — glykoprotein IIb/llla)

pre VWF Komisie pre vedu a Standardizaciu
Medzindrodnej spolo¢nosti pre trombdzu a he-
mostazu (Subcommittee on von Willebrand
factor of the Scientific and Standardization
Committee of the International Society on
Thrombosis and Haemostasis) (9).
Podla tejto klasifikacie sa rozliduju 3 zakladné
typy s podtypmi (10):
m typ 1 - parcidlny kvantitativny defekt
VWEF, dedi¢nost AD;
B typ 2 - kvalitativny defekt vVWF, dedi¢nost
prevazne AD;
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B 2A-zniZzend adhézia trombocytov spojena
s chybanim HMW (high molecular weight
multimers), eventuélne aj IMW (intermediate
molecular weight multimers) multimérov;

B 2B - zvysend afinita VWF k dostickovému
GPlb;

B 2M - zniZzend adhézia trombocytov nie je
sposobend chybanim HMW multimérov

B 2N-2zniZena afinita VWF k FVIII, dedi¢nost AR;

B typ 3 -uplny nedostatok vVWF, dedi¢nost AR
(AD —autozomalne dominantna, AR — auto-

zomalne recesivna)



Laboratdorna diagnostika vWCH
V laboratérnej diagnostike vVWCH rozlisu-

jeme testy:

B skriningové — slUzia na urcenie pacientov
s moznou VWCH: ¢as krvacania, APTT (ak-
tivovany parcidlny tromboplastinovy cas),
kompletny krvny obraz vratane poctu a vel-
kosti trombocytov, vySetrenie primarnej he-
mostéazy — funkcie trombocytov pomocou
$pecializovanych analyzétorov (napriklad
PFA-100). Ani jeden z testov nie je tak senzi-
tivny, aby zachytil vsetky typy vVWCH. Cielom
tychto testov nie je jednoznacne potvrdit
VWCH, ale vymedzit populdciu s vysokou
pravdepodobnostou jej vyskytu.

m 3pecifické — slizia na stanovenie diagnézy
VWCH: vWF: Ag (stanovenie plazmatickej
hladiny von Willebrandovho faktora), FVIII:C
(stanovenie plazmatickej aktivity faktora VIII),
VWF.CB (aktivita vézby VWF na kolagén), vW-
F:RCo (aktivita ristocetinového kofaktora
VWE).

B dopliujtce testy — slUzia na urcenie pod-
typu VWCH: analyza multimérov, RIPA (risto-
cetinom indukovana agregdcia trombocy-
tov), vdzba VWF na FVIIl, geneticka analyza.
Podla molekulovej hmotnosti a velkosti mo-

lekuly delime multiméry na:

B multiméry s nizkou molekulovou hmot-
nostou (low molecular weight multimers;
LMW multiméry),

B multiméry so strednou molekulovou
hmotnostou (intermediate molecular weight
multimers; IMW multiméry),

B multiméry s vysokou molekulovou
hmotnostou (high molecular weight mul-
timers; HMW multiméry),

B multiméry s extrémnou velkostou (ultra
large multimers; UL multiméry).

Analyza multimérov vWF

Principom vysetrenia je separacia jednotli-
vych multimérov pomocou gélovej elektrofo-
rézy na agarézovom alebo polyakrylamidovom
géli s ndslednou vizualizaciou bud priamo v géli,
alebo naimobilizatnej membrane po preneseni
vWF pomocou western blottingu.

Pri vizualizacii sa na oznacenie VWF pou-
Zivaju enzymom znacené protilatky proti fud-
skému VWF, pripadne kombinacia primarnej
znacenej protilatky proti ludskému VWF a se-
kunddrnej znacenej protilatky proti primarnej
protildtke.

Detekcia sa uskutoc¢nuje podla typu znace-
nia protildtok: vyuZiva sa vizudlna, denzitometria,
luminografia, autoradiografia.

Metdda

Na nasom pracovisku pouzivame metodiku
analyzy multimérov vVWF vychadzajucu z prac
Enayata (J. Clin pathol. 1983) a Ruggeriho (Ann
NY Acad Sci. 1981) (12, 13).

Priprava vzorky

Vzorky sme odobrali od pacientov KHaT
v Martine do 3,2 % (0,109 M) citrénanu sodné-
ho v pomere 1 : 10. Centrifugaciou pri 3 000 g
20 minut sme separovanu plazmu priamo ana-
lyzovali, respektive uskladnili pri — 80 °C. Plazmu
zdravého darcu sme pouZili ako kontrolnu vzor-
ku. Vzorky sme riedili vzorkovym pufrom 1 : 2,
1:10(az 1:100) v zavislosti od koncentracie vVWEF.

Priprava agarézového gélu

Separéaciu multimérov sme uskutocnili na
Startovacom géli s koncentraciou agardzy 0,8 %
a separacnom géli s koncentraciou agarézy 1,5 %.

Pre zabezpecenie rovnakej hribky gélu sme
rozpustenu agarézu 1,5 % ochladili na 60 °C a vyliali
na Gelbond film (Sigma) uloZzeny medzi sklenenymi
platrami (130 x 110 mm) s hrdbkou 15 mm medzi
nimi. Gél sme nechali najprv 30 minut pri izbovej
teplote (20 °C — 25 °C) a potom hodinu pri 4 °C.
Oddelili sme sklenené platne od seba a z vrchnej
Casti gélu sme odstranili pasik o $irke 2,5 — 3 cm.
Prilozili a upevnili sme sklenené platne ku gélu a na
miesto odstrdneného pasika sme vyliali na 60 °C
ochladeny $tartovaci gél 0,8 %. Gél sme nechali 30
minut inkubovat pri izbovej teplote a hodinu pri
4°C.Poodstraneni sklenenych platni sme v ¢asti Star-
tovacieho gélu vyrezali jamky pre aplikdciu vzoriek.

Elektroforéza

Elektroforetické zostava pozostavalaz Multiphor |l
Electrophoresis System, EPS 3501XL Power Supply,
Multitemp lll-Termostatic Circulator, Svédsko.

Na chladiacu platru, ktord sme chladili na
15 °C sme polozili gél na gel-bond filme tak, aby
sa vzorky pohybovali v smere katéda-andda. Do
elektroforetickej vane sme do bocnych ¢asti po
oboch stranadch naliali liter elektroforetického
pufru (pH = 8,35). Pripravenymi asi 10 x 12 cm
dlhymi kaskami filtratného papiera — Whatman
sme prekryli obidva konce gélu. Druhé konce
filtra¢ného papiera sme nechali ponorené do
elektroforetického roztoku.

Do zriedenej plazmy sme pridali bromfeno-
lovd modru (1 %, Sigma) pre viditelné putovanie
vzorky. Takto pripravent plazmu v objeme 20 pl
sme davkovali do vyrezanych jamiek gélu. Zapli
sme elektroforézu na 30 mA (230 V) cca 30 - 60
minut. Po vycestovani vzorky z jamky sme zaliali
jamky a redukovali prid na 5 mA. Elektroforézu
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Obrdzok 4. Tripletova Struktira VWF (vlastné udaje)

Obrdzok 5. Elektroforetickd zostava (vlastné Udaje)

sme ukondili cca po 20 — 24 hodinach, ked sme
mali farebny prizok asi 1 cm pod okrajom gélu
prelozeného filtra¢nym papierom. Gél sme opa-
trne vybrali z elektroforetickej chladiacej platne

a premyvali destilovanou vodou hodinu az dve
na rotacnej miesacke a niekolkokrat vymenili vodu.

Enzymoimunoanalyza a vizualizacia

Gél sme vysusili medzi filtra¢nym papierom,
pripadne fénom so strednym stupriom.

Gél sme potom vlozili do nddoby s TBS (Tris
pufer, pH = 74) s 5 % odtu¢nenym susenym
mliekom a inkubovali minimalne 90 minut na
miesacke s malou rychlostou.

Niekolkokrdt sme gél premyli destilovanou
vodou.

Gélsme vloZili do zriedenej primarmej protilatky
(rabbit anti-human VWEF, DAKO), ktord sme pripravili
riedenim 1:2000, 12,5 pl primarnej protilatky a 25 ml
TBS. Nechali sme ho inkubovat v protildtke cez noc
a dbali sme, aby pod gélom neboli bubliny.

Na druhy der rdno sme vybrali gél z rozto-
ku primdrnej protildtky a opatrne niekolkokrat
premyli v destilovanej vode.

V priebehu 6 — 8 hodin sme ho premyvali
v 100 - 150 mI TBS + 0,05 % Tween, ktory sme
menili osemkrat.

Vlozili sme gél do zriedenej sekundarmnej pro-
tildtky (swine anti-rabbit/AP, DAKQO), ktorti sme pri-
praviliriedenim 1:2000, 12,5 pl primarnej protilatky
a 25 mI TBS. Nechali sme ho inkubovat v protilatke
cez noc a dbali sme, aby pod gélom neboli bubliny.

Na druhy deri rdno sme gél vybrali z roztoku
sekundarnej protildtky a opatrne niekolkokrat
premyli v destilovanej vode.

V priebehu 6 -8 hodin sme ho premyvaliv 100 -
150 mI TBS 40,05 % Tween, ktory sme menili osemkrét.
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Obrdzok 6. Analyza multimérov vVWF u zdravého darcu (kontrola), u pacienta s VWCH (typu I. a typu
Il.), Haemate P (koagulacny faktor VIII fudsky s von Willebrandovym faktorom) (vlastné vysledky)
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Pripravili sme 20 ml roztoku z kitu ,25 x
Alkaline Phosphatase colour” (Alkaline phos-
phatase conjugate kit-Biorad). 800 ul 25 x AP
pufru sme pridali do 20 ml destilovanej vody
a do tohto roztoku sme postupne pridali 200 pl
roztoku A a 200 ul roztoku B a premiesali sme.

Gél sme vlozili do pripraveného roztoku,
jemne sme miesali do vytvorenia relevantného
zobrazenia multimérov, ¢o trvalo az do 45 minut.

Po ukoncenf reakcie sme z roztoku vybrali
géla premyvali sme ho 30 - 60 minut v destilo-
vanej vode s dvoma vymenami.

Vysledky analyzy
Vysledky analyzy zndzornuje obrazok 6.

Diskusia

Pre spravnu funkciu VWF sU nevyhnutné
HMW multiméry. Identifikovanie multimérov pri
ich analyze je arbitrdrne. Najcastejsie sa pouziva
klasifikacia, podla ktorej sa prvych 5 najrychlejsie
migrujucich multimérov na anddovom konci gélu
povazuje za LMW multiméry, dalSich 5 za IMW
multiméry a vietky ostatné za HMW multiméry (11).

Pri in vitro analyze pomocou gélovej imu-
noelektroforézy je mozné vizualizovat zo vzorky
plazmy jednotlivé multiméry vo forme jasne odde-
lenych pruzkov. V zavislosti od pouzitej metodiky
avzorky je mozné vizualizovat 10 — 20 multimérov.

Struktdra multimérov VWF v plazme je komplex-
nym vysledkom metabolizmu vWF a jeho jednotli-
vych procesov — syntézy, posttranslacnych Uprav,
sekrécie, proteolyzy, konzumpcie a klirensu. Zmena
jedného, pripadne viacerych procesov vedie k cha-
rakteristickym zmenam multimérov VWF. Aj napriek
tomu, Ze analyza multimérov vVWF je ¢asovo a financ-
ne naro¢nda nema v si¢asnosti rovnocennd nahradu,
je dolezitym vysetrenim v diagnostike VWCH.

Nase doterajsie vysledky analyzy multimérov
vWF metddou podla Enayat et al. a Ruggeri et al. (12,
13) dokédzali, Ze uvedenou metédou je mozné po-
tvrdit pritomnost multimérov vVWF vo vzorkach kon-

centrdtov koagula¢ného faktora VIl s VWWF (Haemate
P Fanhdi), vo vzorkach koncentratu vWF (Willfact)
vo vzorkach kontrolnych jedincov (darcov krvi) a vo
vzorkach pacientov s VWCH. Na vysledok analyzy vo
vyraznej miere vplyva aj preanalyticka féza, nutné je
minimalizovat aktivaciu trombocytov minimalnym
traumatickym odberom, pouzit 3,2 % citrénan sodny
ako antikoagula¢né cinidlo a spravne manipulovat
so vzorkou. HMW multiméry st menej odolné voci
teplotnym vykyvom a dlke skladovania, ¢o méze
viest k falosne pozitivnemu vysledku. Z tohto dovodu
sme vzorky po centrifugdcii rozdelili po 200 pl do
mikroskimaviek a zamrazili, pripadne ihned vykonali
analyzu. Z dévodu spravneho uréenia typu, pripadne
podtypu VWCH sme kazdu vzorku pacienta vyset-
rovali dvakrat v réznom ¢asovom Useku. Porovnali
sme aj analyzy vzoriek toho istého pacienta s VWCH
pred a po podanf lieku s obsahom vWF. Na zaklade
nasich vysledkov, pri dodrzani vietkych uvedenych
podmienok analyzy vrétane pH roztokov, dizky elek-
troforézy, dizky inkubdcie s protildtkami, opakovanym
premyvanim gélov, je mozné predpokladat, ze tuto
metédu bude mozZné pouZit u pacientov s VWCH pri
monitorovanf lie¢ebnej odpovede a pri uréeni typu
VWCH a aj pri rozliseni kvalitativnych podtypov vVWCH.

Spravne rozlisenie jednotlivych podtypov pritype
2 VWCH ma velky vyznam pre lekdra priindikécii sprav-
neho lietebného postupu. Dezmopresin (1-deamino
8-D-arginin vasopresin — desmopressin — DDAVP),
ktory je liekom volby pre pacientov s typom 1 vVWCH,
je mozné Uspesne (hoci s krdtkodobym Ucinkom pre
degradaciu multimérov s HMW v cirkulacii) pouzit pre
liecbu podtypu 2A WWCH. Naopak, DDAVP je kontrain-
dikovany pre lie¢bu podtypu 2B vVWCH z ddvodu rizika
navodenia trombocytopénie a trombotickych kompli-
kacii. DDAVP taktieZ nie je Uc¢inny v liecbe podtypu 2M
aje len zriedkavo Ucinny pri podtype 2N VWCH (14, 15).

Zaver
Analyza multimérov vVWF sa méze uplatnit
U pacientov na urcenie typu VWCH, urlenie pato-
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mechanizmu, respektive zmeny niektorého procesu
v metabolizme vWF, zhodnotenie pritomnosti mul-
timérov vVWF s HMW v koncentrétoch koagula¢ného
faktora VIIl s VWF a v koncentrate vVWF a tiez pri mo-
nitorovani lie¢ebnej odpovede. Z klinického hladiska
uréenie typu a podtypu VWCH suvisi so spravnou in-
dikaciou liecby. Nasim cielom je zavedenie metodiky
analyzy multimérov vVWF do $tandardnej diagnostiky
u pacientov s VWWCH, a to predovietkym za Ucelom
upresnenia podtypov VWCH typu 2, ¢o umozni
skvalitnit lie¢ebny manazment tychto pacientov.
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