Ann. Acad. Med. Gedan., 2009, 39, 55-61

AGATA KAZIMIERSKA', MARTA MALEK !, KATARZYNA PIZIORSKA'!,
ALEKSANDRA BLOCH ', EWA KAZIMIERSKA?

AKTYWNOSC CZYNNIKA VON WILLEBRANDA W WYBRANEJ
GRUPIE STUDENTOW GDANSKIEGO UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO

ACTIVITY OF VON WILLEBRAND’S FACTOR IN THE CHOSEN GROUP
OF STUDENTS OF MEDICAL UNIVERSITY OF GDANSK

!'Studenckie Koto Naukowe przy Klinice Endokrynologii i Choréb Wewngtrznych
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
opiekun: dr n. med. Ewa Kazimierska
2Klinika Endokrynologii i Chorob Wewnetrznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
kierownik: dr hab. med. Krzysztof Sworczak, prof. nadzw.

Celem pracy byta ocena aktywnosci czynnika von Willebranda (vWF) u 63. studentow
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o $r. wieku 22,4 +1,3 lat. Obnizong aktywnos¢ vWF
stwierdzono u siedmiu (11,1%) studentow, w tym u czterech mgzczyzn i trzech kobiet. W
grupie z obnizong aktywnoscia vVWF nie wykazano klinicznych cech skazy krwotocznej
ani u badanych, ani w$rdéd bliskich. Natomiast zaburzenia hemostazy pod postacia obfitych
miesigczek mialy dwie studentki. Z uwagi na wysoki odsetek 0sob z obnizona aktywnoscia
vWF badania te nalezy kontynuowac z poszerzeniem o oceng stgzenia VWE w osoczu.
Pozwoli to na uzyskanie bardziej wiarygodnych wynikow.

Choroba vW zostata opisana po raz pierwszy przez Erika von Willebranda w 1926 roku u
pigcioletniej Finki z Wysp Alandzkich. W piatym roku zycia trafila ona do szpitala w Helsin-
kach z objawami skazy krwotocznej o cigzkim przebiegu klinicznym. Jej cztery siostry zmarty
pomiedzy 2. a 4. rokiem zycia z powodu krwotokdéw z nosa, z ran i przewodu pokarmowego.
Dziewczynka zmarta w 13. roku zycia wskutek uptywu krwi podczas czwartej w jej zyciu
miesiaczki. Na 66. przebadanych cztonkow tej rodziny u 23. stwierdzono skazg¢ krwotoczna,
w tym u 16. kobiet. Von Willebrand zauwazyt, ze w odroznieniu od hemofilii ta skaza krwo-
toczna wystepuje zarowno u kobiet, jak i u megzczyzn oraz charakteryzuje si¢ wydtuzonym
czasem krwawienia [2].

Skaza ta, manifestujaca si¢ przedtuzajacymi krwawieniami z ran pooperacyjnych, obfitymi
krwawieniami miesigcznymi u kobiet zostata najpierw nazwana dziedziczng pseudohemofilia,
nastgpnie trombocytopatig a pozniej angiohemofilia. W latach 50. stwierdzono, ze wydiuzenie
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czasu krwawienia u tych chorych jest korygowane glikoproteina osoczowa. Glikoproteing tg
w 1972 roku nazwano vWEF. P6zniejsze badania potwierdzity $cisty zwiazek strukturalny i
czynnosciowy VWF i czynnika VIII. Do sklonowania genu vWF doszto w latach 80. [1].

Czynnik ten petni kluczowa rolg w mechanizmach pierwotnej hemostazy oraz jest biatkiem
nos$nikowym dla VIII czynnika krzepnigcia krwi. Z jednej strony jest on odpowiedzialny za
adhezje ptytek do warstwy podsrodbtonkowej naczyn krwionosnych (w przypadku uszkodzenia
srodbtonka), zas z drugiej chroni czynnik VIII przed jego inaktywacja.

Gen kodujacy vWF umiejscowiony jest na chromosomie 12. Mutacje tego genu dziedzi-
cza si¢ autosomalnie, recesywnie lub dominujaco. Synteza vVWF odbywa si¢ w komorkach
$rodblonka naczyn oraz w megakariocytach szpiku kostnego. Jest on biatkiem zbudowanym
z roznej wielkosci multimerow rozkladanym przez metaloproteazg ADAMTS13 [2,9].

Choroba vW jest najczgsciej wystgpujaca wrodzona skaza krwotoczna, aczkolwiek rozpozna-
wana jest rzadko. W badaniach populacyjnych oszacowano, ze czgsto$¢ wystgpowania defektow
vWF w populacji ogdlnej waha si¢ w granicach 0, 6 — 1, 3%, za$ liczba klinicznych przypadkow
jest znacznie nizsza i wynosi okoto 0,01% [5]. Liczba chorych zarejestrowanych w Instytucie
Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie wynosi 1035 o0s6b, co stanowi 0,0027% polskiej
populacji ogolnej (dane z 06.2008 roku). Oznacza to, ze u 200 000 — 500 000 Polakéw choroba
pozostaje nierozpoznana [9]. Zapewne wynika to z faktu, ze obraz kliniczny jest uzalezniony od
typu choroby. Typ I, tagodny wystepujacy najczescie], charakteryzuje si¢ umiarkowanym niedo-
borem vWF i czynnika VIII oraz przebiega zwykle bezobjawowo. Zaburzenia hemostazy u tych
0s0b ujawniaja si¢ przy duzych zabiegach operacyjnych lub po ekstrakcji z¢bow, a u kobiet moga
wystepowac przedtuzajace sig, obfite miesiaczki [1,2]. Typ III choroby vW charakteryzujacy si¢
znacznym niedoborem tych czynnikow, przebiega pod postacia nasilonych krwawien po zabie-
gach operacyjnych oraz samoistnych wylewow krwi do migsni i stawow. W typie II wyrdznia
sig cztery podtypy, ktore uwarunkowane sa zmianami jako$ciowymi lub ilosciowymi vWF oraz
réznym jego powinowactwem do glikoprotein ptytkowych. Przebieg kliniczny w powyzszym
typie choroby jest zmienny i moze by¢ podobny do objawéw chorobowych w typie II1.

Badaniem powszechnie stosowanym w diagnostyce choroby vW jest test czynno$ciowy
oceniajacy aktywnos¢ kofaktora rystocetyny (VWF:RCo). Okresla on zdolnos¢ vWF do inte-
rakcji z prawidtowymi plytkami krwi w obecnosci rystocetyny, antybiotyku posredniczacego w
warunkach laboratoryjnych w wiazaniu vWF z plytkowa glikoproteina Ib. Badanie to okresla
aktywno$¢ VWF i moze stuzy¢ jako jeden z testow przesiewowych dla tej choroby. Natomiast
wlasciwe rozpoznanie choroby vW wymaga okreslenia stezenia vVWF oraz aktywnos$ci proko-
agulacyjnej czynnika VIII, a w niektorych przypadkach analizy multimerow vWF, agregacji
ptytek krwi pod wplywem niskiego stgzenia rystocetyny czy testu wigzania czynnika VIII
przez vWF [2,9].

Brak precyzyjnych danych odnosnie czgsto$ci wystgpowania defektéw vWF sklonito nas
do przeprowadzenia oznaczen jego aktywno$ci w grupie studentéw naszej Uczelni.

CEL PRACY

Celem pracy byta ocena czgstosci wystgpowania obnizonej aktywnosci czynnika vVWF
oparta na badaniu aktywnosci kofaktora rystocetyny w osoczu krwi u studentow Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego.
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GRUPA BADANA I METODY

Badaniem objgto 63 zdrowe osoby ($r. wieku 22,4+1,3) w tym 45 studentek ($r. wieku
22,3+1,52) i 18. studentow ($r. wieku 22,75+0,5) Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
U wszystkich przeprowadzono wywiady przy uzyciu przygotowanego kwestionariusza, ze
szczegolnym uwzglednieniem wystgpowania objawow skaz krwotocznych w rodzinie oraz
u badanego. Z pracy wykluczono osoby niedysponowane fizycznie oraz przyjmujace leki
przeciwkrzepliwe i antyagregacyjne. Krew pobierano na czczo, w godzinach rannych po 30-
minutowym odpoczynku z zyly odtokciowej przy minimalnym zastoju do proboéwki plastyko-
wej zawierajacej 3,2% cytrynian sodu, w stosunku 1:9. Po odwirowaniu krwi (5000 obrotow
na min. w temperaturze 4°C) proboéwki z osoczem zamrazano, a nastgpnie przechowywano
w temperaturze -80°C. Jednoczasowo pobierano krew w celu okreslenia parametrow morfo-
logicznych. Po powolnym rozmrozeniu osocza w temperaturze 37°C oznaczano aktywno$¢
kofaktora rystocetyny metoda koagulacyjna na analizatorze koagulolometrycznym Behring
Coagulation System (BSC) przy uzyciu zestawu odczynnikow firmy Dade-Behring, stosu-
jac sig $cisle do zalecen producenta. Czas czg$ciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT),
czas protrombinowy oznaczono testem immunoenzymatycznym ELISA, przy zastosowaniu
zestawu testow firmy Behring. Powyzsze badania wykonano w Pracowni Koagulologicznej
Kliniki. Morfologi¢ krwi wykonano w Centralnym Laboratorium szpitala. Aktywnos¢ vWF
podano w procentach, ktéra u zdrowych os6b miesci si¢ w przedziale od 50—150% normy, co
odpowiada 50 — 150 TU/dI.

Wyniki badan opracowano statystycznie, obliczajac $rednig arytmetyczna warto$ci uzy-
skanych oraz odchylenia standardowe wg odpowiednich wzorow.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

W badanej grupie obnizong aktywnos¢ vW (< 40% normy) stwierdzono u siedmiu 0séb,
w tym u trzech kobiet i u czterech mgzczyzn (tab. I, II).

Dwie studentki z obnizona vWF miaty obfite miesiaczki trwajace ok.7 dni, a u jednej z nich
stwierdzono niskie st¢zenie hemoglobiny i obnizona liczbg krwinek czerwonych. U trzeciej
studentki miesiaczki byty srednio-obfite i trwaty okoto 5 dni (tab. II). Poniewaz ocena nasilenia
krwawienia miesiaczkowego jest trudna do zobiektywizowania, wzigto pod uwagg ogdlnie przy-
jete metody wskazujace na utrat¢ znacznej ilosci krwi miesiaczkowej. Wymiana podpaski lub
tamponu czgsciej niz raz na godzing lub obecnos¢ we krwi miesiaczkowej skrzepéw o §r.>2,5
cm wskazuja na utratg krwi powyzej 80 ml [9]. APTT u wyzej wymienionych miescit si¢ w
granicach referencyjnych. Zwykle APTT jest wydtuzony jedynie u tych osob, u ktorych obserwuje
si¢ znaczne obnizenie aktywnos¢ czynnika VIII i dotyczy gldwnie choroby vW typu IIT [9].

W przeszto$ci rozpoznanie opierato si¢ na oznaczeniu APTT i czasu krwawienia, ktore
na ogo6t sa prawidtowe w typie I i II choroby vW, a znacznie wydtuzone w typie III [8,7,9].
Rowniez wywiad rodzinny w kierunku skaz krwotocznych u tych trzech dziewczat byt ujemny,
co jest zgodne z piSmiennictwem. Nalezy podkresli¢, ze krwotoczne miesiaczki moga by¢
tylko jedynym uciazliwym objawem choroby. Badania kliniczne wykazaty, ze choroba vW
wystepuje u 5-20% kobiet obficie miesiaczkujacych [2]. W zwiazku z tym nalezatoby u tych
studentek poszerzy¢ diagnostyke w tym kierunku.



58

A. Kazimierska i in.

Tabela I. Wyniki przeprowadzonych badan

Table 1. Results of the study

Badana grupa / Group 63 Z obnizong aktywnoscia vWF (<40)
Srednia + SD Kobiety / Women With decreased activity of vWF(<40)
Mean + SD 45 (71,4%) 7(11,1%)
Megzczyzni / Men
18 (28,6%) Kobiety / Women 3 | MgzczyZzni / Men 4

vWF:RCo" % 83,3 + 32,5 40+ 1,7 40 +£2,0
APTT ™ s. 36,0 £7,7 35,5+0,75 43 + 4.8
wAPTT 1,0+ 0,2 1,03 + 0,02 1,27 £0,1
PTs 132+1,9 13,3 +£ 0,66 13 +£0,6
INR 1,1 £0,2 1,07 +£ 0,05 1,03+ 0,9
RBC G/L 45+04 42 +0.25 505+ 0,1
Hb g/dl 133+ 1,3 12,4+ 1,4 14,8 + 0,47
Ht % 38,8+ 3,6 36,7+ 3,2 43,75+ 0,5
PLT G/l 254,30 + 67,01 331,6 + 150 250 + 90
Skazg W"/“gzna . 63 badanych 45 kobiet 18 mezczyzn
W 10 Z.lnle aemorrhagic 9 (14’3%) 9 (20%) O
diathesis
Obfite miesiaczki
Abundant menstruation 10 (22,2%)
bleeding
Wiek (lat

tek (lat) 24413 223+ 1,52 2275+ 0,5
Age (years)

" Aktywno$¢ kofaktora rystocetyny / Ristocetin Cofactor Activity — vVWF: RCo
™ Czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji / Activated Partial Thromboplastin Time — APTT

U czterech studentow z obnizona aktywno$cia vVWF nie obserwowano objawow skazy
krwotocznej, wywiad rodzinny rowniez byl negatywny, natomiast w uktadzie krzepnigcia
stwierdzono nieznaczne wydtuzenie APTT. Wyniki morfologii krwi nie wykazywaty odchylen
od normy.

Wywiad rodzinny w kierunku skaz krwotocznych byt dodatni u 9 (20%) z 45. badanych
kobiet, ale Zadna z nich nie miata obnizonej aktywnosci vWF. Obfite miesigczki stwierdzono u
10 (22%) z 45. dziewczat, dwie z nich mialy obnizona aktywno$¢ czynnika vWF, a pozostate
8 nie wykazywaty odchylen w przeprowadzonych badaniach.

Odsetek wystgpowania obnizonej aktywnos$ci vVWF w grupie badanej jest bardzo wysoki
11,1%. By¢ moze miala na to wplyw mata grupa badanych. Nie mozna réwniez wykluczy¢ na-
bytego niedoboru vWF, ktory moze by¢ efektem utajonych choréb autoimmunologicznych

[3]. Dlatego tez planujemy powtdorzy¢ badania na znacznie wigkszej grupie zdrowych,
mtodych osob, oznaczajac u nich aktywno$¢, jak i stgzenie vVWFE. Wyniki tej analizy pozwola
jednoczesnie wykazac, ktory test jest wiarygodniejszy dla badan przesiewowych choroby
vWFE.
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Tabela II. Wyniki przeprowadzonych badan u studentek z obnizona aktywnoscia vVWF <40%
Table II. Results of the study on a group of female students with decreased activity of vVWF<40 %
Wyniki badan Badana nr 1 Badana nr 2 Badana nr 3 Srednia + SD
Results R.A) (P.K.) (M.A)) Mean + SD
Hb g/dl 12,8 13,7 10,9 124+ 1,4
RBC G/1 4,5 4,3 4,0 4,26 + 0,25
Ht % 38 39,2 33 36,7 + 3,28
PLT G/ 250 505 240 331,66 £ 150,1
INR 1,04 1,14 1,05 1,07 £ 0.05
PTs 12,9 14,1 13,0 13,3 £ 0,66
APTT s 36,3 34,8 35,6 35,5+0,75
wAPTT 1,04 1,0 1,05 1,03 = 0,02
Czas trwania miesigczki 5 dni 6 dni 7 dni
Duration of menstruation days days days
Obfitos¢ krwawien Srednio obfite Obfite Obfite
Menstruation bleeding Medium Heavy Heavy
Wywiad rodzinny Ujemny Ujemny Ujemny
Family history Negative Negative Negative
WNIOSKI

1. W badanej grupie studentow wykazano obnizenie aktywnosci vVWF u 7 (11,1%) z
nich.

2. Srednie stezenia aktywno$ci vWF i innych przeprowadzonych analiz w calej grupie
badanej, nie odbiegaly od wartosci referencyjnych.

3. Badania powinny by¢ nadal kontynuowane na wigkszej liczebnie grupie.
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Ankieta dla badanego data badania

Nr badanego

Nazwisko ...........ccoooii. Imi€............... data............. ur
Pierwsza miesiaczka...... krwawienie...... ilo§¢ dni......... ilo$¢ opasek /godz. /dziennie
Sktonnos¢ do krwawien: ............ tak ......... nie jakie

Przyjmowane leki, jakie
Wywiad rodzinny: Sktonno$¢ do krwawien : Tak nie jakie krwawienia
Stan kliniczny badanego
Zawod
Wyniki badan
MORFOLOGIA
HB
RBC
Ht
MCV
MCH
PLT
UKLAD KRZEPNIECIA
Aktywno$¢ cz.vW
APTT
wAPTT
PT
INR
Poinformowano ustnie o celowosci przeprowadzenia proponowanych badaniach
Zgoda badanego na powyzsze badania: podpis badanego ............ podpis $wiadka

A. Kazimierska, M. Malek, K. Piziorska, A. Bloch, E. Kazimierska

ACTIVITY OF VON WILLEBRAND’S FACTOR IN THE CHOSEN GROUP OF STUDENTS
OF MEDICAL UNIVERSITY OF GDANSK

Summary

Introduction: taking into account the fact of not well specified data considering defects of von Wille-
brand’s factor (vWF) resulting in hemorrhagic diathesis especially after procedures or menstrual bleeding,
we decided to assess the activity of this factor, in a group of young and healthy people. Aim of the study.
Assessment of the incidence of decreased activity of vVWF based on the examination of ristocetin co-
factor activity in the serum. Material and methods. The study involved 63 healthy volunteers (mean age
22.4 +1.3) among them 45 female students (mean age 22.3+1.52) and 18 male students (mean age
22.7+0.5) of Medical University of Gdansk. In all subjects, anamnesis was taken on the basis of prepared
questionnaires with special attention to family history of hemorrhagic diathesis. All subjects not physically
predisposed and/or taking drugs among others anti-platelet and anti-aggregation ones were excluded from
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the study. After slow defrosting of the serum at the temperature of 37°C, activity of ristocetin cofactor
was assessed by means of the coagulometric analyzer Behring Coagulation System (BSC) with the use
of Dade-Behring reagents set strictly following the producer’s orders. Activated partial thromboplastin
time (APTT) and prothrombine time were assessed by means of the immunoenzymatic ELISA test with
the use of Behring testing sets. All the above mentioned examinations were performed in the Coagulation
Laboratory of our Department. Blood morphology was assessed in the Central Laboratory of the Hospital.
Activity of vVWF was given in percentage of the normal value which in healthy subjects ranges from 50
to 150% of the norm and corresponds to 50 — 150 IU/dl. The obtained results were analyzed statistically
counting their mean arithmetical values and standard deviation according to suitable equations.

Results: in the studied group, decreased activity of vVWF (<40%) was stated in 7 subjects — 3 women
and 4 men. Two female students with decreased activity of this factor presented with significant menstrual
bleeding lasting for about 7 days and in one of them decreased concentration of hemoglobin was stated.
In the third female student menstruation bleeding was of medium intensity lasting about 5 days. APTT in
the mentioned above students was within the normal range of values. APTT is prolonged only in persons
with significantly decreased activities of factor VIII and it mainly considers vW disease type III. Also
family history regarding hemorrhagic diathesis in these three students was negative which correlates with
the literature. In 4 male students with decreased activity of vVWEF, no symptoms of diathesis were observed
and family history was negative, too. However, in the coagulation system, a slight prolongation of APTT
was stated. Blood morphology results did not show any deviation from normal values. Family anamnesis
towards hemorrhagic diathesis of the examined subjects was positive in 9 out of 45 female students, none
of them presented with decreased activity of vVWF. Abundant menstruation bleeding was stated in 10 out
of 45 girls, two of them had decreased activity of vVWEF, the other 8 did not show any deviation from the
examined parameters. Percentage of the decreased activities of vVWF in the examined group was very
high (11.1%) what is discordant with the data from literature and Working Group of Hemostatic Disorders
of the PTHiT which may be due to a small group of the examined subjects. According to this, a larger
group of healthy young individuals should be examined for activity and concentration of vWF. Results
of such analysis might indicate a more reliable way of screening towards vW disease. Conclusions: 1. In
the examined group of the students, decreased activity of VWF was stated in 7 (11.1%) subjects. 2. Mean
concentrations of VWF activity and other conducted examinations stayed within the normal range of values
in the whole examined group. 3. The study should still be continued in a larger group of people.
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