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SUHRN: Von Willebrandov faktor (vWF) je multimericky protein, ktory plni dve kli¢ové funkcie v hemostaze. Podiela sa na interakcii medzi
dostickami a subendotelom v mieste cievneho poskodenia a interakcii medzi dostickami navzdjom. vVWF tvori komplex s faktorom VIIl v pomere
(1:1), ¢&im ho chrani pred proteolyzou aktivovanym proteinom C. VWF je protein, ktory je zostaveny z identickych podjednotiek do linedrnych
retazcov réznej velkosti ozna¢ovanych ako multiméry. Tieto multiméry mézu mat hmotnost > 20 miliénov daltonov a dizku > 2 mikrometre.
Klinicky vyznamné a najucinnejsie pri interakcii s kolagénom a trombocytovymi receptormi su multiméry s vysokou molekulovou hmotnostou
(HMW).V ¢lédnku uvadzame porovnanie dvoch dostupnych metéd analyzy multimérov von Willebrandovho faktora — klasickti manualnu metédu
a novu semiautomatickd metddu pristroja Hydrasys. Nova metdda vyuziva vopred pripraveny 2% agarézovy gél, vysledky su dostupné do
6 h, metdda je Standardizovana a reprodukovatelna. Avsak abnormality multimérov sa musia dalej podrobnejsie skiimat pomocou klasickej —
manudélnej metdédy s r6znymi koncentraciami agarézovych gélov.

KLUCOVE SLOVA: von Willebrandov faktor — multiméry von Willebrandovho faktora — von Willebrandova choroba - elektroforéza ~ADAMTS13

SUMMARY: Von Willebrand factor (vWF) is a multimeric protein that plays a principal role in two key functions in hemostasis. It participates
in the interaction between the platelets and the subendothelium at the site of the vascular damage and if is also important in the interaction
between the platelets. VWF is complexed with factor VIII (1 : 1) to protect it from proteolysis by activated Protein C. VWF is a protein that is
assembled from identical subunits into linear strings of varying size referred to as multimers. These multimers can be > 20 million daltons in
mass and > 2 micrometers in length. Clinically significant and most effective in interacting with collagen and thrombocyte receptors are high
molecular weight multimers. In our article we present comparing of two available methods of von Willebrand factor multimer analysis - the
classical manual method and the new semi-automatic method of the Hydrasys instrument. The new method uses a prepared 2% agarose gel, the
results are available within 6 h, the method is standardized and reproducible. However, abnormalities of multimers must be further investigated
in more detail using the classical-manual method with different concentrations of agarose gels.

KEY WORDS: von Willebrand factor — von Willebrand factor multimers — von Willebrand disease - electorforesis - ADAMTS13

UVOoD

Von Willebrandova choroba (vWCH) je
najcastejsie vrodené krvacavé ochore-
nie, charakterizované kvantitativnym
alebo kvalitativnym deficitom von Wil-
lebrandovho faktora (VWF) [1,2]. VWF je
produktom génu pre vVWF a jeho tran-
skripcia a translacia sa uskutocnuje
v megakaryocytoch a v endotelovych
bunkach. Osobitou potransla¢nou Upra-

vou a glykozylaciou sa tvoria diméry
a nasledne multiméry vWF.

Pritomnost VWF bola potvrdend
v plazme, v endoteli (Weibelove-Pala-
deho telieska) i v trombocytoch (o gra-
nuld). Z endotelovych buniek je uvol-
fovany kontinudlne aj indukovane, po
stimul4cii alebo poskodeni endotelu. Na
rozdiel od toho z trombocytov je VWF
uvolfiovany len indukovane po ich ak-

tivacii. Po sekrécii do cievneho rieliska
podlieha VWF proteolyze metalopro-
tedzou ADAMTS13 [3]. Adhezivna ak-
tivita VWF na poskodeny subendotel
a naslednd agregdcia krvnych dosticiek
sprostredkovana vWF zavisi od velkosti
jeho multimérov. Najucinnejsie pri inte-
rakcii s kolagénom a trombocytarnymi
receptormi si multiméry s vysokou mo-
lekulovou hmotnostou (HMW), 5 000-
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Obr. 1. Schéma zjednoduseného diagnostického algoritmu von Willebrandovej

choroby, upravené podla [12,13].

10 000 kDa. Z tohto dévodu su tieto
HMW multiméry vVWF obzvlast klinicky
vyznamné.

Multiméry vVWF mézeme v sucasnosti
detekovat elektroforetickou separaciou
a vizualizaciou priamou imunofixaciou
alebo pomocou western blot.

V nasom laboratériu pouzivame na
detekciu multimérov vVWF manudlnu
metddu podla Enayata et al. a Rugerihho
et al. [4,5]. Uvedend metdda trva 4-5 dni.
V sucasnosti je dostupna na trhu aj nova
metéda semiautomatizovanym pristro-
jom Hydrasys. Tato metéda je ¢asovo
menej naroc¢nejsia - 6 h a vdaka denzito-
metrickému vyhodnoteniu s kvantifika-
ciou pikov je lahsie interpretovatelnd, ¢o
nas viedlo k jej aplikacii do praxe.

Klasifikdcia VWCH je podmienena ana-
lyzou multimérov vWF.

Klasifikacia vWCH [2]

«typ 1 - parcidlny kvantitativny defi-
cit VWF bez signifikantného znizenia
HMW multimérov, dedi¢nost autozo-
malne dominantna

- typ 2 - kvalitativny deficit vVWF, dedic-
nost autozomalne dominantna / auto-
zomalne recesivna
< 2A - znizena adhézia trombocytov

zavislad na VWF spojena s chybanim
HMW, event. aj multimérov so stred-
nou molekulovou hmotnostou (IMW)

« 2B - zvysena afinita vWF k dosticko-
vému glykoproteinu Ib (GPIb)

«2M - znizend adhézia trombocytov
zavisla na VWF, nespdsobena selektiv-
nym chybanim HMW multimérov

« 2N - znizena afinita vVWF k faktoru VIII
(FvI)

- typ 3 - kvantitativny deficit vVWF
(takmer) Uplné chybanie vVWF, dedi¢-
nost autozomalne recesivna

Ziskany von Willebrandov

syndrom

Pri ziskanej forme vWCH dochadza

sekundérne k deficitu VWF z réznych

pricin [6]:

- protilatky proti VWF (pri lymfoprolifera-
tivnych ochoreniach a monoklonovych
gamapatiach) [7];

Analyza multimérov vVWF

«imunoadsorpcia komplexu FVIII/vWF
na maligne bunky, alebo trom-
bocyty (pri myeloproliferativnych
ochoreniach) [6];

-zvySena proteolyza komplexu
FVIII/VWF (pri akuatnej leukémii, pri pa-
raproteinémii IgMA);

« znizenda produkcia VWF prihypotyredze;

+zvySend spotreba vVWF v cirkuldcii.
Pri vysokych Smykovych rychlostiach
v aterosklerotickych arteriolach do-
chadza k ireverzibilnej interakcii medzi
HMW multimérmi vWF a trombocytmi
a k odstraneniu komplexu vVWF/trom-
bocyty z cirkulacie a tiez strate HMW
multimérov vVWF.

Dostickovy typ

von Willebrandovej choroby

Ide o trombocytopatiu, ktord méze imi-
tovat VWCH typ 2B. Je spdsobena de-
fektom dostickového receptora GPlb,
ktory ma zvysenu afinitu pre vVWF. V do-
sledku toho chybaju HMW multiméry
VWF v plazme. Dochédza tak ku agrega-
cii trombocytov po pridani koncentratu
vWF k plazme pacienta bohatej na trom-

bocyty bez pridania ristocetinu, zatial

¢o u typu 2B bez ristocetinu k agregacii
nedojde [8].

Klinicky obraz

vWCH sa moéze klinicky prejavit sliznic-
nym krvacanim (epistaxy, u zien meno-
ragie, krvacanie do traviaceho traktu).
Dal$im priznakom méze byt krvaca-
nie pri poraneni a perioperacne, u taz-
kych foriem ide aj o krvacanie do kibov
a svalov.

Laboratorna diagnostika

V laboratérnej diagnostike vVWCH sa
pouziva mnozstvo réznych testov [9-
11]. Prakticky vsetky laboratéria vyko-
navaju najprv skriningové testy ako je
aktivovany parcidlny tromboplastinovy
¢as (APTT), krvny obraz a ¢as krvacania
podla Duka, prip. podla lvyho. V stcas-
nosti sa pouziva aj rychly skriningovy
test pomocou analyzatora funkcie do-
sticiek — Platelet Function Assay (PFA).
Cielom skriningovych testov je urcit pa-
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Obr. 2. Elektroforeticka zostava pre manualnu metédu

(vlastné udaje).

cientov s vysokou pravdepodobnostou
vWCH.
Pomocou Specifickych testov stanovu-

jeme funkénu aktivitu vVWF, plazmaticku

koncentraciu VWF : Ag, plazmaticku ak-
tivitu faktora VIII, aktivitu vazby vWF na
kolagén. Vyhodou testu aktivity vazby
VWF na kolagén je spolahlivejsia pre dia-
gnostiku kvalitativneho defektu vVWCH,
hlavne typu 2A a 2B vVWCH. Pomer vVWF :
CBA /VvWF : Ag je pri type 2 VWCH < 0,5-
0,7 u ostatnych typov vVWCH a aj v nor-
malnej plazme je jeho hodnota okolo
1,0 (obr. 1) [12,13]. Rozsah referen¢nych
hodnot antigénu a funkcénej aktivity
si musi urcit kazdé laboratérium. Kon-
centracia VWF je v plazme u fudi s krv-
nou skupinou 0 priemerne o 25 % nizSia
v porovnani so skupinami non-0. Kon-
centracia VWF sa zvy3uje s vekom, po
fyzickej zatazi, traume, v tehotenstve,
pri infekciach, nadoroch, ateroskleréze.
Koncentraciu vWF zvy3uje aj hormo-
nalna antikoncepcia.

V dalSom kroku laboratérnej dia-
gnostiky pristupujeme k diskriminac-
nym testom, ktoré slGzia na urcenie

jednotlivych typov. Patri tu test ristoce-

tinom indukovanej agregacie trombo-
cytov (RIPA), ktory méa vyznam pri dia-
gnostike typu 2B vVWCH, kde je zvy3ena
agregabilita dosticiek uz pri koncentracii
ristocetinu 0,3-0,5 mg/ml. Metéda sta-
novenia vazbovej kapacity vVWF ku FVIII
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(vlastné udaje).

je nevyhnutna pre stanovenie 2N vVWCH.
K diskriminaénym testom patri aj ana-
lyza multimérov vVWF (obr. 1).

Meranie propeptidu von Willebran-
dovho faktora je délezitym néstrojom
na urcenie typu deficitu VWF, najma
pri diferencidlnej diagnostike kvantita-
tivnych deficitov vVWF taZsieho stupna
(odlisenie tazkej formy vVWCH typ 1 od
VWCH typ 3). Molekularno-genetické vy-
Setrenie ma vyznam v prenatalnej dia-
gnostike a u typov 2 a 3 vVWCH.

Analyza multimérov vWF
Parcidlny kvantitativny defekt vWF,
uplny deficit vWF, alebo kvalitativny de-
fekt mézeme stanovit pomocou elektro-
foretického stanovenia multimérov vWF
na SDS-agarézovom géle. Analyzu multi-
mérov VWF je mozné vykonavat:

- manudlne s vlastnou pripravou agaré-
zového gélu. Po elektroforetickej se-
paracii (obr. 2) a inkubdcii v primarnej
protilatke a nasledne v sekundarnej
protilatke mozeme vizualizovat multi-
méry vVWF pomocou napr. alkalickej fos-
fatazy (AP), peroxidazy, biotinu [14,15];

« pomocou poloautomatického pristroja
LHydrasys” (obr. 3) s pouzitim ,Hyd-
ragel 5 von Willebrand Factor Multi-
mer” testu. Denzitometrické grafy je
mozné ziskat skenovanim gélov po-
mocou Hydrasys 2 Scan, tento sys-
tém zabezpecuje meranie optickej

Obr. 3. Poloautomaticky pristroj,Hydrasys”

hustoty s vysokym rozlisenim a pres-
nou kvantifikdciou frakcii. Intenzita
pikov priamo koreluje s koncentraciou
multiméru [16].

CIEL PRACE

Nasim cielom bolo porovnat dve do-

stupné metddy analyzy multimérov von

Willebrandovho faktora.

1. Manuélnu metédu

2. Metdédu poloautomatickym pristro-
jom ,Hydrasys” s pouzitim ,Hydragel
5 von Willebrand Factor Multimer”
testu.

METODIKA PRACE
V nasom sledovanom subore sme mali
12 pacientov (3 muzov a 9 Zien), vo veku
1 roka - 70 rokov, ktori boli vySetreni
v ambulancii Narodného centra trom-
bozy a hemostazy v Martine. Na zaklade
klinickych prejavov, pripadne rodinnej
anamnézy na VWCH im bola vykonana
laboratérna diagnostika pre vVWCH.

Odber vendznej krvi bol do 3,2 %
(0,109 M) citrénanu sodného. Centrifu-
gaciou pri 1 500-2 000g 20 min sme se-
parovanu plazmu priamo analyzovali,
respektive uskladnili pri =80 °C. Plazmu
zdravého darcu sme pouzili ako kon-
trolnd vzorku.

Pacientom a aj kontrolnej skupine
bola odobrana krv na zdklade ich podpi-
saného informovaného suhlasu.
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Obr. 4. Princip stanovenia multimérov
vWF manualnou (IgG-alkaline
phosphatase) a poloautomatickou
metdédou (IgG-peroxidase).

V nasej studii sme kazdu vzorku po-
rovnali s kontrolou (plazmou s normal-
nou distribuciou multimérov). Kontrolnu
vzorku sme aplikovali do kazdého gélu
pri manualnej i semiautomatizovanej
metdde.

Pri in vitro analyze pomocou gélo-
vej imunoelektroforézy je mozné vi-
zualizovat zo vzorky plazmy jednotlivé
multiméry vo forme jasne oddelenych
pruzkov.

V zavislosti od pouzitej meto-
diky a vzorky je mozné vizualizovat
1020 multimérov.
1.Pri manualnej analyze multimérov

vWF sme pouzili prace Enayata et al.

a Ruggeriho et al. [4,5]. Vzorky pacien-

tov sme riedili vzorkovym roztokom

vpomere1:2,1:10 (az 1:100) v z&-

vislosti od ich koncentracie vWF. Roz-

tok na riedenie vzoriek sme pripravili
zo zakladného roztoku s pH = 8 (TRIS,

Chelaton a SDS), pridanim urey

a bromfenolu. Nariedené vzorky sme

inkubovali pri 60 °C/30 min. Takto pri-

pravenu plazmu v objeme 20 pl sme
dévkovali do vyrezanych jamiek gélu.

Separaciu multimérov sme uskutoc-
nili na Startovacom géli s koncentra-
ciou agardzy 0,8 % a separacnom géli

s koncentraciou agarézy 1,5 % [17].

Samotna elektroforeticka zostava po-

zostavala z niekolkych &asti: Multiphor

Il Electrophoresis System, EPS 3501XL

Power Supply, Multitemp Ill-Termosta-

tic Circulator, Svédsko (obr. 2). Na elek-

troforézu sme poufzili elektroforeticky

pufer (TRIS, Glycin a SDS) s pH = 8,35.

Zapli sme elektroforézu na 30 mA

(230V) v trvani cca 30-60 min. Po vy-
cestovani vzorky z jamky sme zaliali
jamky gélom a zredukovali prad na
5 mA. Po ukonceni elektroforézy cca
po 20-24 h sme gél niekolkokrat pre-
myli destilovanou vodou a nechali
cez noc v primarnej protilatke (rabbit
anti-human vWF; DAKO). Po premy-
vani s roztokom TBS + 0,05% Tween
v priebehu 6-8 h sme gél vlozili na
noc do sekundarnej protilatky znace-
nej enzymom (swine anti-rabbit/AP;
DAKO) (obr. 4). Po premyvani s rozto-
kom TBS + 0,05 % Tween sme gél vio-
zili priblizne do 20 ml roztoku z kitu
.25% Alkaline Phosphatase colour”
(Alkaline phosphatase conjugate kit
Biorad), ktory sme pripravili prida-
nim 800 ul 25x AP roztoku do 20 ml
destilovanej vody a do tohto roztoku
sme postupne pridali 200 ul roztoku
A a 200 pl roztoku B (roztok A a B, boli
sucastou kitu). Gél s pripravenym roz-
tokom sme jemne miesali do vytvo-
renia relevantného zobrazenia multi-
mérov. Reakciu sme ukoncili vlozenim
gélu do vody [17].

Pritomnost multimérov pri manual-
nej metode sme identifikovali vizuélne,
arbitrdrnym spésobom, najcastejsie
pouzivanou klasifikaciou, prvych 5 naj-
rychlejsie migrujicich multimérov na
andédovom konci gélu sme zhodnotili
ako multiméry s nizkou molekulovou
hmotnostou, dalSich 5 za multiméry
so strednou molekulovou hmotnostou
a vietky ostatné za multiméry s vyso-
kou molekulovou hmotnostou.

2. Metéda poloautomatickym pristro-
jom ,Hydrasys” - vyrobca Sebia
(obr. 3) spociva v separdcii proteinov
prostrednictvom inovativnych elek-
troforéznych systémov. Testovacia
suprava Hydragel 5 von Willebrand
multimers (vyrobca Sebia), ktoru
sme pouzili, je ur¢ena na analyzu dis-
tribucie multimérov VWF v ludskej
plazme pomocou elektroforézy s pou-
Zitim vopred vytvorenych 2% agaré-
zovych gélov, priamej imunofixacie,
vizualizacie s protildtkou znacenou

Analyza multimérov vVWF

peroxidazou a denzitometrie. Vzorku
sme riedili riediacim roztokom v po-
mere, ktory zavisi od koncentracie
VvWF (< 20 % vWF: riedenie 1/4; 20-
150 % vWF: riedenie 1/6; 150-300 %
VWEF: riedenie 1/10; > 300 % VWEF: rie-
denie 1/20). Nariedenu vzorku a kon-
trolnd plazmu sme aplikovali do ja-
miek v géli a zapli sme elektroforézu.
Plazmatické proteiny boli oddelené
podla molekulovej hmotnosti v neut-
rdlnom tlmivom roztoku obsahuju-
com aniénovy detergent a imuno-
precipitované specifickym antisérom
anti-von Willebrandovym faktorom.
Multiméry vVWF sa potom vizualizo-
vali v géli s peroxiddzou znacenou
protilatkou a $pecifickym substratom
(anti-lgG - PER) (obr. 4). Gély s analy-
zovanou vzorkou sme skenovali na
Hydrasys 2 Scan a denzitometricky vy-
hodnotili a kvantifikovali vzhlfadom
ku kontrole. Denzitometrické zobra-
zenie pikov sme hodnotili podla od-
porucania vyrobcu v smere zfava do-
prava, pricom piky 1-3 su LMW, piky
4-7 su IMW a vietky ostatné piky tvo-
ria HMW (obr. 5-7) [18,19]. Na kvan-
tifikdciu multimérov LMW, IMW
a HMW sme pouzili softvér Phoresis
(Sebia) [20].

VYSLEDKY

Kazdy gél ziskany klasickou manudl-
nou metédou sme samostatne vizudlne
kvalitativne vyhodnotili porovnanim
s kontrolou.

Farebné gély s multimérmi z poloauto-
matického pristroja sme vizudlne skon-
trolovali a naskenovali pomocou sof-
tvéru Phoresis. Denzitometricky graf
kazdej vzorky sme kvalitativne a aj kvan-
titativne vyhodnotili v porovnani s kon-
trolnou vzorkou ziskanou na rovnakom
géli.

Manualna metéda

obrézok ¢. 5:

-vzorka ¢. 1T mala v porovnani s kontro-
lou detekovanych prvych 5 multimérov
LMW, dalsich 5 multimérov IMW a vietky
ostatné viditelné boli HMW. Multiméry

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(1): 42-50
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Obr. 5. Analyza multimérov VWF vzoriek €. 1-4 a kontroly. (A) Klasicka - manualna metéda; (B) poloautomatickym
pristrojom Hydrasys; (C) denzitometrické vyhodnotenie.
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Obr. 6. Analyza multimérov VWF vzoriek ¢. 5-6 a kontroly. (A) klasicka — manualna metéda, (B) poloautomatickym
pristrojom Hydrasys, (C) denzitometrické vyhodnotenie.
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Obr. 7. Analyza multimérov vVWF vzoriek €. 9-12 a kontroly. (A) klasicka - manualna metéda, (B) poloautomatickym
pristrojom Hydrasys, (C) denzitometrické vyhodnotenie.

boli v porovnani s kontrolou slabsie -vzorka ¢. 4 v porovnani s kontrolou  obrazok¢. 6:

zafarbené; nema jasne zobrazenU multimérnu  -vo vzorkdch ¢ 5 a ¢ 6 v porovnani

« vzorky €. 2 a ¢ 3 v porovnani s kont- $truktdru, vhodné opakovat analyzu s kontrolou je zobrazenych zhora pr-
rolou nemaju detekovatelné ziadne s vy$Sou koncentraciou agarézy na po- vych 5 LMW multimérov, dalsich 5 IMW
multiméry; tvrdenie mozného typu 2M. multimérov a ostatnych HMW;
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Tab. 1. Tabulka vysledkov testov vzoriek ¢. 1-4.

Vz.¢. VWF:Ac% VvWF:Ag %

1 24 32 0,75

2 05 3 0,17

3 7 05 Ag-Nepri-
tomny

4 16 31 0,52

VWF - von Willebrandov faktor, vVWF:Ac - funk¢na aktivita vVWF, vWF:Ag - antigén vWF, FVIII — aktivita koagula¢ného faktora VIII,
RIPA - ristocetinom indukovana agregécia, CBA (collagen binding assay) — aktivita vazby vWF na kolagén, vWFpp — propeptid vVWF,

VWF:Ac/
NH:50-140 NH:60-150 vWF:Ag

FVIII % RIPA; CBA%
NH:60-150 1,5/1,0/0,7 mg NH:50-150
71 N/A 30,5

9 N/A 28,7

5 3/-/- 57/

93 N/A 78,6

N/A - nedostupné (not available), NH — normalne hodnoty, vz.¢. - vzorka ¢islo.

CBA/
vWF:Ag

VWFpp %
NH:60-150/

Typ vVWCH %
multimérov

VWCH typ 1;
LMW 10 %
IMW 15 %
HMW 24 %

vWCH typ 3;
LMW 4 %
IMW 2 %
HMW 0 %

VWCH typ 3;

LMW 3,3 %

IMW 1 %
HMW 3 %

Opak.

s vyssou
konc. agarézy
susp. typ 2M
LMW 17,4 %
IMW 17,5 %
HMW 27 %

0,95

N/A

9,57 <1

114 <1

2,54 N/A

+vo vzorkach ¢. 7 a ¢. 8 chybaju HMW
multiméry.

- obrazok ¢. 7:

- uvzoriek ¢. 9 a ¢ 10 v porovnani s kon-
trolou nie su detekovatelné multiméry
IMW a HMW;

-vo vzorke ¢. 11 je normalna distribucia
multimérov;

- vo vzorke ¢. 12 je distribucia vietkych
multimérov mierne znizend oproti
kontrole.

Poloautomaticka metdda

Normalne hodnoty pre kontrolnu vzorku

boli prevzaté podla odporucania vy-

robcu: LMW 12-15 %, IMW 22-35 %,

HMW 47-70 %.

obrazok ¢. 5:

-vo vzorke ¢. 1 boli detekované mul-
timéry: LMW 10 %, IMW 15 %, HMW
24 %, vzorka vykazovala parcidlny de-
ficit multimérov;

- vzorky ¢. 2 (LMW 4 %, IMW 2 %, HMW
0%)ac. 3 (LMW 3,3 %, IMW 1 %, HMW
3 %) vykazovali absenciu multimérov;

-vo vzorke ¢. 4 boli detekované mul-
timéry: LMW 17,4 %, IMW 17,5 %,

HMW 27 %, opakovat analyzu ma-
nualnou metddou s vyssou koncentra-
ciou agarézy na potvrdenie mozného
typu 2M.

obrazok ¢. 6:

-vo vzorke ¢. 5 boli detekované mul-
timéry: LMW 28 %, IMW 25 %, HMW
26 %, vzorka vykazovala parcidlny de-
ficit HMW multimérov;

-vo vzorke ¢. 6 boli detekované mul-
timéry: LMW 20 %, IMW 25 %, HMW
45 9%, nutné dodiagnostikovat vVWF:-
FVIII pre potvrdenie, prip. vylucenie
VvWCH typ 2N;

«vo vzorke €. 7 boli detekované multi-
méry: LMW 13 %, IMW 10 %, IMW 14 %,
vzorka vykazovala deficit IMW a HMW
multimérov;

- vo vzorke ¢. 8 boli detekované multi-
méry: LMW 12 %, IMW 7 %, HMW 8 %,
vzorka vykazovala deficit IMW a HMW
multimérov.

obrazok ¢. 7:
- vo vzorke ¢. 9 boli detekované multi-
méry: LMW 7 %, IMW 4 %, HMW 5 %;

- vo vzorke ¢. 10 boli detekované multi-
méry: LMW 6 %, IMW 6,8 %, HMW 6 %;
Vo vzorkach ¢. 9 a ¢ 10 v porovnani
s kontrolou absentuja LMW, IMW
a HMW multiméry.

-vo vzorke ¢.11 boli detekované mul-
timéry: LMW 34 %, IMW 32 %, HMW
31 %;

-vo vzorke ¢.12 boli detekované mul-
timéry: LMW 10 %, IMW 17 %, HMW
29 %, vzorka vykazovala parcidlny de-
ficit IMW a HMW multimérov.

Vizualnym porovnanim gélov oboch
metdd, mdzeme konstatovat, ze multi-
mérne Struktlry nie su vo vietkych vzor-
kach manualnej analyzy dostato¢ne zre-
telne zobrazené.

Kazda vzorka bola hodnotena kom-
plexne vratane vysledkov vWF:Ac, vW-
F:Ag, FVIII, RIPA (pokial bola dostupna),
poctu trombocytov, ¢asu krvacania po-
mocou PFA, pripadne Duka, CBA a krv-
nej skupiny (KS, plazmatickd koncentra-
cia VWF je u KS 0 nizsia ako u ostatnych
krvnych skupin), ako aj so zohladnenim
klinického nalezu (tab. 1-3).
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Tab. 2. Tabulka vysledkov testov vzoriek €. 5-8.

Vz.¢. VvWF:Ac% VWF:Ag % VvWF:Ac/ FVIIl %

NH:50-140 NH:60-150 vWF:Ag NH:60-150
5 34 46 0,74 101
6 129 108 1,19 39
7 18 32 0,56 67
8 17 25 0,68 43

RIPA;
1,5/1,0/0,7 mg

N/A

N/A

112/20/8

N/A

CBA%

CBA/vW-

NH:50-150 F:Ag

105

73,2

N/A

2,28

0,68

N/A

0,45

Typ vVWCH

VWCH typ 1;
LMW 28 %
IMW 25 %
HMW 26 %

Nutnd analyza vWF:F-
VIIl- susp. typ 2N;
LMW 20 %

IMW 25 %

HMW 45 %

VWCH typ 2A
(sub-typlIE);
LMW 13 %
IMW 10 %
HMW 14 %

vWCH typ 2A
(sub-typlIE);
LMW 12 %
IMW 7 %
HMW 8 %

VWF - von Willebrandov faktor, vWF:Ac - funk¢na aktivita vVWF, vWF:Ag — antigén vWF, FVIII - aktivita koagula¢ného faktora VIII,
RIPA - ristocetinom indukovana agregécia, CBA (collagen binding assay) — aktivita vazby vVWF na kolagén, vWFpp — propeptid vWF,
N/A - nedostupné (not available), NH - normalne hodnoty, vz.¢. - vzorka &islo.

Tab. 3. Tabulka vysledkov testov vzoriek ¢. 9-12.

Vz.¢. VvWF:Ac% VWF:Ag % VvWF:Ac/ FVIII %
NH:50-140 NH:60-150 vWF:Ag NH:60-150

9 45 47 0,96 51
10 50 55 0,91 59
11 86 110 0,78 150
12 58 56 1,04 69

RIPA;
1,5/1,0/0,7 mg

N/A

N/A

59/-/1

113/19/9

CBA%

CBA/

NH:50-150 vWF:Ag

58,8

N/A

711

0,24

1,07

N/A

1.27

Typ vWCH

opakovat analyzu
multimérov + RIPA
LMW 7 %

IMW 4 %

HMW 5 %

susp. typ TvWCH;
opakovat analyzu
multimérov

LMW 6 %

IMW 6,8 %

HMW 6 %

Nepotvrdena vWCH;
LMW 34 %

IMW 32 %

HMW 31 %

VWCH typ 1
LMW 10 %
IMW 17 %

HMW 29 %

VWF - von Willebrandov faktor, vVWF:Ac - funk¢na aktivita vVWF, vWF:Ag — antigén vVWF, FVIII — aktivita koagula¢ného faktora VIII,
RIPA - ristocetinom indukovana agregécia, CBA (collagen binding assay) — aktivita vazby vVWF na kolagén, vWFpp — propeptid vVWF,
N/A - nedostupné (not available), NH - normalne hodnoty, vz.€. — vzorka &islo.

Vzorky €. 1,¢.5a¢. 12 porovnanimmul- s niZzSou intenzitou a kvantitativne den-
timérov s kontrolou boli u oboch metéd  zitometrické hodnotenie potvrdilo ich
kvalitativnym hodnotenim pritomné nizsiu koncentréaciu. Na zéklade vysled-
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kov testov a multimérnej analyzy ich
vyhodnocujeme ako suspektnd vWCH

typ 1.
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Vzorky ¢. 2 a ¢. 3 u oboch typov analyz
rovnako na oboch géloch nie je kvalita-
tivne zobrazend a ani kvantifikovatelnd
multimérna Struktura, boli vykonané
testy VWF:pp a geneticka analyza, ide
o suspektnu vVWCH typ 3.

Vzorka ¢. 4 je porovnatelne zobra-
zena na oboch géloch, avsak z dévodu
lepsieho zobrazenia tripletnej Struktury
multimérov je potrebné opakovat odber
a manuélnou metédou s vyssou koncen-
traciou agarézového gélu urobit analyzu
pre potvrdenie prip. vyluc¢enie vVWCH
typu 2M. Na pristroji Hydrasys to nie je
mozné nakolko si komer¢ne dodavané
len 2% agar6zové gély.

Vzorka ¢. 6 mala kvantitativnou ana-
lyzou multimérov potvrdené pritomné
vsetky multiméry, manualnou metédou
boli tiez viditelne pritomné vietky multi-
méry, aviak v zniZzenej intenzite v porov-
nani s kontrolou. Vzhladom k vysledku
FVIII je potrebné dodiagnostikovat
vzorku testom vWF : FVIII na potvrdenie
prip. vylucenie vVWCH typ 2N.

Vzorky ¢. 7 a ¢. 8 vykazovali u oboch
metdd deficit IMW a HMW multimérov,
vyhodnocujeme ako suspektna vWCH
typ 2A.

Vo vzorkach ¢. 9 a ¢ 10 v oboch me-
tédach nie su detekovatelné multiméry
LMW, IMW a HMW, vzhladom na hodnoty
VWF:Ac, vWF:Ag a FVIll je vhodné opako-
vat analyzu multimérov a doplnit RIPA
analyzu s koncentraciou 0,3-0,5mg/ml.
Pravdepodobne doslo k destrukcii mul-
timérov v désledku skladovania vzoriek.

Vzorka €. 11 ma multiméry v norme
u oboch metéd navzajom porovnatelné
z hladiska optickej denzity multimérne;j
Struktury. Nebola potvrdend vWCH.

DISKUSIA

Na zéklade nasich doterajsich skdsenosti
s aplikaciou supravy ,Hydragel 5 von
Willebrand Factor Multimer” stanove-
nia analyzy multimérov vWF na semiau-
tomatizovanom pristroji Hydrasys mo-
Zeme povedat, Ze tato metéda ma svoje
vyhody i Uskalia. Predovietkym vyho-
dou je, Ze ide 0 metédu s pripravenymi
gélmi a roztokmi, metéda je standardi-

zovana a reprodukovatelnd, vysledky
su dostupné v den analyzy a su lahko
interpretovatelné.

Nevyhodou tejto metddy je, ze nepo-
skytuje zobrazenie tripletnej Struktury,
¢o je dolezité pri uréeni 2M typu vVWCH,
ale je podstatna i pre klasifikaciu vVWCH
typ 2A (subtypy lIA, IID, lIE,IIC) [21-23].

Doteraz pouzivand manudlna metéda
analyzy multimérov vVWF ma moznost
zobrazenia tripletnej analyzy multimé-
rov, avsak metdda je neStandardizovana
s nizSou reprodukovatelnostou, gély
a roztoky sa pripravuju pri kazdom teste,
metdda je aj ¢asovo a technicky velmi
narocna.

Obe metddy si vyzaduju Specializo-
vané pracoviskd s odbornou znalostou
a pristrojovym vybavenim.

Vizudlne hodnotenie mobze byt
ovplyvnené subjektivnym postojom,
denzitometricky a percentudlne vyhod-
notené analyzy multimérov vVWF jed-
noznacne poskytovali informaciu o pri-
tomnosti multimérov (ich normalnej
distribucii, prip. so znizenou optickou
denzitou), alebo informéaciu o chybaju-
cich multiméroch. Denzitometria zlep-
sila interpretaciu multimérov s malymi
strukturalnymi zmenami, ktoré neboli
hodnotitelné vizuadlnou kontrolou pri
manualnej metdde.

ZAVER

Analyza multimérov vVWF sa méze uplat-
nit u pacientov na urcenie typu vWCH,
urenie patomechanizmu, resp. zmeny
niektorého procesu v metabolizme vVWF,
zhodnotenie pritomnosti multimérov
VWF s HMW v koncentratoch koagulac-
ného faktora VIl s vVWF a v koncentrate
VvWEF, a tiez pri monitorovani lie¢ebnej
odpovede. Nasim cielom je vyuzitie ana-
lyzy multimérov vVWF najma za ucelom
upresnenia podtypov VWCH typu 2, ¢o
umozni skvalitnit lie¢ebny manazment
tychto pacientov.

Prinosom a hlavnymi vyhodami ana-
lyzy poloautomatickym analyzatorom
Hydrasys v porovnani s manualnou ana-
lyzou je hlavne to, Ze vysledky su inter-
pretovatelné uz v den analyzy a mézu

Analyza multimérov vVWF

byt poskytnuté a ndpomocné pre klinika
pre dalsi manazment lie¢by pacienta.
Obmedzenim metdédy analyzatorom
Hydrasys je nemoznost laboratérneho
rozlisenia subtypov vVWCH typ 2A (IIA, lIE,
IIC, 1ID) na urovni tripletnej Struktury jed-
notlivych multimérov.

Zavedenie novej metddy analyzy mul-
timérov VWF do praxe je uzito¢ny k dia-
gnostike VWCH a prinosom nielen pre
klinikov, pacientov ale i laboratérnych
diagnostikov. Abnormality multimérov
sa vSak potom musia dalej podrobnejsie
skumat pomocou klasickych-manual-
nych metdd.

ZOZNAM SKRATIEK

ADAMTS13 - metaloprotedza Stiepiaca von
Willebrandov faktor (a disintegrin and metallo-
protease with thrombospondin type-1 motifs)
AP - alkalicka fosfataza

APTT - aktivovany parcidlny tromboplastinovy
cas

ELFO - elektroforéza

FVIIIL:C - aktivita koagula¢ného faktora VI
HMW - multiméry s vysokou molekulovou
hmotnostou

IMW - multiméry so strednou molekulovou
hmotnostou

LMW - multiméry s nizkou molekulovou
hmotnostou

PFA - Platelet Function Assay (analyzétor funk-
cie dosticiek)

RIPA - ristocetinom indukované agregacia
trombocytov

vWE:Ac - funk¢na aktivita vVWF

vWE:Ag - von Willebrandov faktor antigén
vWF:CBA - aktivita vazby vWF na kolagén
(collagen binding assay)

vWE:FVIII - vézbova kapacita vVWF ku FVIII
vWF - von Willebrandov faktor

vWCH - von Willebrandova choroba

vWEpp - propeptid vVWF

vWE:RCo - ristocetin kofaktorova aktivita vIWF
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PODIEL AUTOROV NA PRIPRAVE
RUKOPISU

S| - laboratérna diagnostika, napisanie rukopisu
HP, DM, ST, SJ, PI, KP — diagnostika, lie¢ba a kli-
nické sledovanie pacientov

7J - laboratérna diagnostika

SJ - hodnotenie vysledkov, revidovanie a kori-
govanie rukopisu

Vsetci spoluautori potvrdili findlnu verziu
rukopisu.
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