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SANTRUMPOS

ADAMTSI13 — disintegrinas ir metaloproteaze su 1 tipo trombospondino motyvu, 13 narys (angl. a
disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif, member 13) dar zinoma kaip

von Vilebrando faktoriy skaldanti proteazé

ADP — adenozino difosfatas

ADTL — aktyvuoto dalinio tromboplastino laikas

ASP — arachidono riigsties sukelta trombocity agregacija

BAT — priemoné¢ kraujavimui jvertinti (angl. Bleeding Assessment Tool)

BS — kraujavimo jvertis (angl. Bleeding score)

CK - cisteino mazgas (angl. cysteine knot)

CLIA — chemiliuminescentiné latekso daleliy imunoanalizé (angl. Chemiliuminescent Immunoassay)
CRB - C reaktyvus baltymas

CV — variacijos koeficientas

CVanal — analizés variacijos koeficientas

CVas — biologinés variacijos koeficientas tarp individy

CVi— vieno sveiko individo matuojamo laboratorinio rodiklio biologiné variacija
CVmax— didziausias leistinas analizés neglaudumas

DMM — didelés molekulinés masés multimerai



ECAT - organizacija, teikianti tarptauting iSorinio kokybés vertinimo programa laboratorijoms,
dirban¢ioms hemostazes ir trombozés srityje (angl. the European Concerted Action on Thrombosis

and Disabilities Foundation (The ECAT Foundation))

ELISA — fermentiné imunoanalizé (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

FVII — VIII kraujo kres¢jimo sistemos faktorius

FVIII:C — VIII kraujo kreséjimo faktoriaus koncentracija TV/dl arba (%)

ISTH - Tarptautiné tromboziy ir hemostazeés draugija (angl. International Society on Thrombosis

and Haemostasis)

LDMM-vWF — labai didelés molekulinés masés von Vilebrando veiksnys (angl. ultra large von

Willebrand factor)

LIA — latekso daleliy imunoanalizé (angl. Latex Immunoassay)

NRNDS-AGE — neredukuojanti natrio dodecylsulfato agarozés gelio elektroforezé

OT — optinis tankis

PI — pasikliautinasis intervalas

PLT — trombocity skai¢ius

PM — pamatiné¢ membrana

Poslinkisanal — analizés poslinkis

Poslinkismax— didZiausias leidZziamas matavimo poslinkis

PT — protrombino laikas

RGD — receptoriaus G prisijungimo domenas (angl. Receptor G domain).



RISTO-H — didelés ristocetino koncentracijos sukelta trombocity agregacija

RISTO-L — mazos ristocetino koncentracijos sukelta trombocity agregacija

TNS — tarptautinis normalizuotas santykis

TRAP — peptido-6 sukelta trombocity agregacija

TT vWL — trombocity tipo von Vilebrando liga

VUL SK — Vilniaus universiteto Santaros klinikos

VUL SK LMC - Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky Laboratorinés medicinos centras

vWF — von Vilebrando faktorius (angl. von Willebrand factor)

vWF:Ac — von Vilebrando faktoriaus aktyvumas

vWF:Ag — von Vilebrando faktoriaus antigenas

vWF:Ag — von Vilebrando faktoriaus antigenas

vWF:CB - von Vilebrando faktoriaus geba prisijungti kolagena

vWEF:FVIIIB — von Vilebrando faktoriaus jungimosi geba su VIII kres¢jimo faktoriumi (%)

vWEF:RCo — von Vilebrando faktoriaus ristocetino kofaktoriaus aktyvumas

VWL — von Vilebrando liga (angl. von Willebrand disease)



1. [IVADAS

Von Vilebrando liga (VWL) — retas paveldimas kraujo kreséjimo sutrikimas. Pirmg karta
aprasytas 1926 m. suomiy gydytojo Eriko von Wilebrando (Erik von Willebrand), kaip liga
pasireiskianti kraujavimais, taciau besiskirianti nuo hemofilijos. Liga susidométa dar 1924 m., kai |
vieng i§ Helsinkio ligoniniy pateko kraujuojanti 5 mety mergaité. Siekiant nustatyti nezinomg
kraujavimo priezastj, gydytojas Vilebrandas tyré paciente ir 66 jos giminés atstovus. Nustatyta, kad
liga dazniau pasireiskia vaikams ir vaisingo amziaus moterims kraujavimu bei pailgéjusiu kraujo
kre$¢jimo laiku. Taip pat pastebéta, kad kraujo perpylimas padeda ne tik gydant iSsivysCiusig
anemija, bet ir mazinant kraujavimus. 1950 metais nustatyta, kad kraujavimy priezastis yra
sumazejusi VIII kreS¢jimo (FVIII — antihemofilinio baltymo) ir von Vilebrando faktoriaus (vWF)
koncentracija. Sie pirmieji radiniai paskatino tolesnius tyrimus. Ilgainiui isiaiskinti tikslas vWF
struktiiriniai poky¢iai ir jy jtaka kraujo kreséjimo procesui. Nustatytos vVWF pokycCiy sgsajos su vWL
tipais. Taip pat tobilintos laboratorinés vWL diagnostikos galimybés. PaaiSkéjo, jog tik jvairiy
tyrimo metody visuma gali uztikrinti patikima vWL diagnoze. Siuo metu Lietuvoje von Vilebrando
ligos diagnostikg apsunkina siauras taikomy tyrimy spektras. Tai nesuderinama su tikslia vWL
diagnostika. Tiksliai diferncinei diagnostikai biitini metodai galinitys jvertinti kiekybinius ir
kokybinius vWF pokycius. Baigiamajame darbe tiriamos naujy von Vilebrando faktoriaus
ristocetino kofaktoriaus (VWF:RCo) ir von Vilebrando faktoriaus kolageno jungiamosios gebos

(VWF:CB) metody pritaikymo galimybés.



1.1. Darbo tikslas

Ivertinti von Vilebrando faktoriaus ristocetino kofaktoriaus aktyvumo (VWEF:RCo) ir von
Vilebrando faktoriaus kolageno jungiamosios gebos tyrimo (VWF:CB) metody tinkamumg von

Vilebrando ligos gairiy praktiniam pritaikymui.

1.2. Darbo uzdaviniai

1. Idiegti, iSbandyti von Vilebrando faktoriaus ristocetino kofaktoriaus aktyvumo (VWF:RCo)

nustatymo metodg ir jvertinti jo charakteristikas.

2. Idiegti, i8bandyti von Vilebrando faktoriaus kolageno jungiamosios gebos (VWF:CB) metodg ir

jvertinti jo charakteristikas.

3. Ivertinti von Vilebrando faktoriaus ristocetino kofaktoriaus (VWF:RCo) ir von Vilebrando
faktoriaus kolageno jungiamosios gebos (VWF:CB) metodais nustatyto aktyvumo reikSmiy
naudojimg surogatiniams von Vilebrando ligos Zymenims skai¢iuoti ir von Vilebrando faktoriaus

funkcijoms jvertinti.

4.Atlikti serganc¢iy von Vilebrando liga ir asmeny su jtariama von Vilebrando liga atvejy analize ir
jvertinti naujai jdiegty metody (VWF:RCo ir VWEF:CB) tinkamumg von Vilebrando ligos
diagnostikai.



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Von Vilebrando ligos epidemiologija

Von Vilebrando liga — dazniausia paveldima kraujo kres¢jimo liga. Sergantys vWL sudaro
1 — 2 % visoje zmoniy populiacijoje. Asmens gyvenamoji vieta, kilmé ir ras¢ neturi jtakos ligos
paveldéjimui. Vyrams ir moterims tikimybé paveldéti ligg yra ta pati, taciau serganciy motery yra 2
kartus daugiau [1]. Tai siejama su daznesniu pozymiy pasireiSkimu vaisingame motery amziuje.
vWL tipy pasiskirstymas serganciyjy tarpe yra: 1 tipo vWL — 65-80 %, 2 tipo vWL — 20-35 %, 3
tipo vVWL — itin reta (1 i§ 10° sveiky) [2].

Siuo metu Lietuvoje von Vilebrando liga yra nustatyta 120 Zmoniy, i§ jy — 12 vaiky.
Manoma, kad tokiy ligoniy galéty biiti apie 300.

Kita vertus, vis daZzniau pasigirsta svarstymy, jog VWL deréty laikyti ne daZniausia
paveldima kraujo kre¢jimo liga, o reta paveldima kraujo kre¢jimo liga. Siuos sialymus skatina
ligos genetinis heterogeniSkumas. Poky¢€iai ar jy deriniai lemia jvairy klinikinj pasireiSkima, kuris
nebiitinai sukelia Zymy sveikatos sutrikdymg. Dalis atvejy lieka nediagnozuoti, todél serganciyjy

skai€ius daznai nesiekia numanomos 1-2 % paplitimo ribos [3].
2.2. vWF geno raiska ir baltymo brendimas

Von Vilebrando faktorius — didelés molekulinés masés glikoproteinas aptinkamas kraujyje,
subendoteliniame uzpilde, endotelio lasteliy Weibel-Paladie kiineliuose ir trombocity o granulése.
vWF raiska vyksta nuo 178 kb ilgio geno, esancio 12p13.3. chromosomos srityje. Gene nustatyti 52
egzonai. Egzistuoja daliné, nefunkcionali vWF geno dublikacija 22q11.13 — vWF pseudogenas.
Apie 3,1% vWF geno ir vWF pseudogeno DNR seky yra tapacios, tai apsunkina genetinius vWL
tyrimus.

vWF geno raiska vykdoma kraujagysliy endotelio lastelése ir megakariocituose. Lastelés
branduolyje sintetinamas pirminis VWF geno produktas i§ 2813 amino riugs¢iy liekany. Tai — pre-
pro-vWF molekulé. Joje iki 22 a. r. liekany sudaro signalinj polipetida, 23—-764 a. r. lieckanos yra
liekamojo propetido dalis, 765-2813 a. r. lieckanos sudaro pagrindinj vWF subvieneta (1 priedas. A).
Signalinis polipeptidas pro-pre-vWF molekuléje pasalinamas iSnasSos i§ branduolio i endoplazminj
tinkla metu. Propetidas ir pagrindinis VWF subvienetas sudaro pro-vWF molekule, kurioje
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struktiiriniai domenai iSsidéste Sia tvarka: NH>-D1-D2-D'-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2 -
CK-COOH. Tokia amino rigs$¢iy seka yra maziausias funkciSkai aktyvus vWF vienetas —
monomeras (M=24 000 g/mol) (1 priedas. B).

I endoplazminj tinkla (ET) patekusi pro-vWF molekulé, su pasalintu signaliniu peptidu,
modifikuojama. Vykdomas N atomy glikozilinimas. N-glikozilinti pro-vWF monomerai jungiasi ]
dimerus sudarydami tarpmolekulinius disulfidinius tiltelius polipeptidinés grandinés C2 domeno
regionuose, kur gausu cisteino lickany. Si molekulés vieta daznai vadinama cisteino mazgu (CK).
Dimerizacija prasideda endoplazminiame tinkle dviems pro-vWF molekuléms jungiantis ,,uodega-
uodega* bidu, polipeptidinés grandinés CK srityse (2 priedas. A). Toliau, pro-vWF dimerai
perneSami j Goldzio kompleksa. Cia pro-vWF dimery molekulés glikozilinamos, jungiant
polisacharidines glikany liekanas prie molekulés O atomy. Trans-Goldzio aparate O-glikozilinta
dimero molekulé jungiasi sudarydama disulfidinius rySius NH> galo molekulés srityse, ,,galva-
galva® biidu (2 priedas. B). Aprasytoje sgveikoje dalyvauja D1 ir D2 domenai. Be to, dimeras jgauna
savita viding struktiira, kai dviejy pro-vWF molekuliy A2, A3, D4 subvienetai jungiasi
atitinkamomis dalimis. Aprasyta saveikg ir dimero erdving konformacijg lemia joninés aplinkos
pasikeitimas. Dimero molekulei judant i§ ET, kuriame pH=7,4, | Goldzio aparatg pH verté nukrenta
iki pH=6,2 [4]. Toliau vykdoma dimery multimerizacija, kai dimerai jungiami j itin didelés
moleklinés masés vVWF multimery spirale (M;=50-10° g/mol). Multimerizacijos procesas vykdomas
endotelio lasteliy Wabell-Paladie kiineliuose. Wabell-Paladie kiineliuose suformuojami ilgi
multimery kompleksai, kuriy forma primena spirale aplink tus¢iavidur] kanalg. Dimerai |
multimerus jungiami sgveikaujant gretimy dimery D3 domenams. Tarpusavyje susijunge dimerai
déstomi statmenai menamos spiralés asiai. Erdvéje dimero polipeptidinés grandinés amino galas yra
viename lygmenyje su dimero polipeptidinés grandinés karboksi galu, tac¢iau pastarasis nutoles, per
dimero molekulés ilgj, toliau nuo spiralés centro (2 priedas. C). Formavimo | multimery spirale
metu, monomerinis struktiiros vienetas vis dar pro-vWF molekulé. Pro-vWF molekul¢je yra
liekamojo propeptido dalis i§ D1 ir D2 domeny. Dviems pro-vWF monomerams sgveikaujant
atitinkamai D1-D1 ir D2-D2 domenais, palaikoma dimero strukttira. Multimero spiraléje dimeriné
struktiiros palaikymas neprasmingas, nes monomerai tarpusavyje jungiasi D3 domenais. D¢l Sios
priezasties pro-peptidinis D1-D2 domeny fragmentas nuo D3 atskeliamas Zinduoliy endoproteazes —
furino (2 priedas. D). D1-D2 domeny komplekso fragmentas prie multimero spiralés palaikomas

elektrostatiniy glikany grandiniy kriiviy déka. Multimero spiralés struktiiroje tarp skirtingy
11



funkciniy domeny sudaroma daug vidumolekuliniy elektrostatiniy ar disulfidiniy rySiy, todél
molekulé kompaktiska ir neaktyvi. Spiralés pavidalo multimeras sudarytas i§ 3500-3700 dimero
molekuliy. Sekrecijos metu multimero spiralé iSvyniojama. Vidumolekuliné domeny sgveika
suardoma. Rysiai dimere nutriiksta, D1-D2 domeny fragmentai atskyla ir disocijuoja, o ilga linijiné
multimero molekulé i$skiriama j krauja ar endotelio nelgstelinj uzpilda.

Kraujyje, po sekrecijos iSvyniota multimero molekul¢ skaldoma j fragmentus veikiant
kraujo plazmos proteazei ADAMTSI3 (angl. a disintegrin and metalloproteinase with a
thrombospondin type 1 motif, member 13) [4]. Kraujyje cirkuliuojan¢ios VWF molekulés sudarytos
1§ 30-250 dimero molekuliy.

2.3. vWF iSskyrimas ir fragmentacija

Endoelio lgstelése susintetintos LDMM-vWF spiralés pavidalo multimerai yra itin
reaktyvios molekulés. Patekusios j kraujg spontaniskai sukelia aktyvig trombocty agregacija. Sig
reakcijg lemia didelé¢ aktyviyjy sgveikos centry koncentracija molekuléje. Iprastai kraujyje
cirkuliuoja mazZesnés molekulinés masés multimerai. Jie susidaro sekrecijos metu skaldant
iSvyniojamg multimery spirale trumpesniais fragmentais. Globulés pavidalo kompaktizuota
multimero spiralé kraujo srovés poveikyje iStesiama ir linijizuojama. Siam procesui itin svarbus A2
domenas. VWF A2 domeno struktiirai nebiidingos sieros turinios amino riigstys. Tod¢l erdviné
vidumolekuliné struktiira ir sgveika su kitais funkciniais domenais palaikoma Soniniy a. r. radikaly
elektrochemine saveika. Sis riSys néra tvirtas. Kraujo srovés poveikyje A2 domeno amino rig§éiy
grandné tiesinama, ilginama. Averiamos ADAMTSI13 proteazés skélimo taikiniy sekos. Veikiant
Siai proteazei multimero molekulé skaldoma j} mazesnius fragmentus. Trumpesnése vVWF multimery
molekulése yra optimalus skai¢ius funkciniy aktyviy sgveikos centry. Tromby susidarymo metu jie
sukelia adekvacia reakcija. Be to, sgveikos centrai i§sidéste linijos pavidalo molekuléje yra lengviau

prieinami reakcijos veiksniams [5].
2.4. vWF sintezé, saugojimas, sekrecija

Dar viena vWF sintezés vieta — kraujagysliy endotelio lastelés. Siose lastelése susintetinta
vWF dalis atlieka reikSmingiausia vaidmenj kraujo kre$¢jimo ir tromby susidarymo procese.
Endotelio lasteliy sintetinamas vWF iSskiriamas ] krauja, nelastelinj uzpildg arba saugomas
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citoplazmos granulése — Weibel-Paladie kiineliuose [6]. 95% viso endotelio 1astelése susintetinto
vWF iSskiriama ] krauja. Kraujyje cirkuliuojantis vWF sintetinamas tik kraujagysliy endotelio
lastelése. Susintetintos vVWF molekulés iSskiriamos konstitutyvios egzocitozés budu. vWF sekrecija
vyksta neveikiant iSoriniam stimuliuojan¢iam poveikiui [ 7]. Endotelio Igstelés, be vWF, sintetina ir
nelastelinio uzpildo komponentus: kolagenus, laminus, fibronektinus, heparinsulfato proteoglikanus,
entaktinus (nidogenus) [8]. Endotelio lgsteliy susintetintos ir iSskirtos nelgstelinio uzpildo baltymy
molekulés formuoja bazing membrang, ant kurios i$sidés¢iusios ir pacios endotelio lastelés. vWF
molekuliy aptinkama ir BM, nors didZioji dalis cirkuliuoja kraujo plazmoje. Likusi endotelio lgsteliy
sintetinamy struktiriniy baltymy ir vWF atsargy dalys saugomos Weibel-Paladie kiineliuose.
Citoplazmos granulése saugomas VWF sudaro LDMM-vWF multimerus. Taip pat aptinkama ir
nesubrendusio VWF pirmtako pro-vWF molekuliy [9]. Citoplazmos granuliy sekrecijg skatina
uzdegimo mediatoriai histaminas ir trombinas. Jy poveikis vykdomas per fosfolipazés C sistemag
atveriant Ca>" jony kanalus. Ca®" jony koncentacijos poky¢iai endotelio Iasteliy citolazmoje skatina
vWF atsargy i$skyrimg. Kiti biologiskai aktyvis baltymai, tokie kaip vazopresinas ir epinefrinas,
veikdami per adenilatciklazés sistema ir didindami Ca®" jony koncentacija endotelio lasteliy
citolazmoje, taip pat skatina Wabell-Paladie kiineliy degranuliacijg [10].

Dar vienas vWF Saltinis — megakariocitai. Megakariocituose susintetintas Vwf saugomas
membraninése puslelése. Kauly ciulpuose 1§ megakariocity citoplazmos fragmenty formuojami
trombocitai. Trombocity vVWF sudaro 10-25% viso organizme esan¢io vVWF [11]. | trombocity a
granulés vVWF patenka 2 budais: po sintezés megakariocituose ir trombocituose ar pinocitozés ir
endocitozés biidu, kai vWF pasisavinamas i§ kraujo plazmos [12]. Kraujo ploksteliy o granulése
saugomi ne tik vVWF multimerai, bet ir hemostazés bei uzdegimo veiksniai: adhezijos baltymai,
citokinai, proteaziy inhibitoriai, fibrinogenas, fibronektinas ir trombospondinas. Trombocity o
granulés yra sekrecinés organelés, kurios savo turinj iSskiria egzocitozés biidu, tik aktyvinus
trombocitus. Trombocity agonistai (pvz. tombinas, epinefrinas, seratoninas, vazopresinas) veikdami
per fosfolipazés C sistema lemia Ca®" jony koncentracijos padidéjimg trombocity citoplazmoje. Tai
iSprovokuoja o granuliy judéjima link trombocity iSorinés membranos ir turinio sekrecija [13].

Trombocituose saugomo VWF molekulés yra LDMM-vWF multimery pavidale.
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2.5. Trobocity ir endotelio 1asteliy vWF potransliaciniy modifikaciju skirtumai

Trombocity a granuliy vWF ir endotelio lgsteliy vWF struktiiriné domeny kompozicija yra
vienoda. Nepaisant to, endotelio ir trombocity vWF baltymai skiriasi savo savybémis ir funkcijomis.
To priezastis — skirtingos potransliacinés modifikacijos, priklausancios nuo vWF sintezés vietos.
Endotelio lastelése sintetinamo vWF multimerai sekretuojami nuolat, o o granuliy vWF tik
aktyvinus trombocitus. Todél kraujo plazmoje vyrauja vWF susintetinti endotelio lastelése.
Trombocity vWF multimery molekulés efektyviau saveikauja su integrinu allbB3 ir heparinu, taciau
stebima maZziau gimininga sgveika su GPIba. Trombocity ir endotelio lagsteliy vWF asociacijos geba
su kolagenu yra vienoda. Siuos skirtumus lemia skirtingas vWF molekuliy glikozilinimo laipsnis.
Trombocity vWF prijungta maziau sialo riigSties oligosacharidiniy liekany N-glikozilinimo budu.
Plazmos vWF molekulés N glikozilinamos 50 % daugiau. O glikozilinimas, jungiant mono—, di,

trisialy ar miSraus tipo oligosacharidy grandines yra panasus [14].
2.6. Kraujo grupés sasajos su vVWF koncentracija

Didzioji dalis kraujo baltymy yra glikozilinti. vWF kaip ir baltymai lemiantys kraujo
grupes yra glikoproteinai. Tyrimy metu pastebétos sgsajos tarp ABO kraujo grupiy ir vWF
faktoriaus koncentracijos kraujo plazmoje. vWF molekulés su Soninémis N tipo oligosacharidinémis
grandinémis pasizymi A ir B grupiy antigeninémis savybémis. Manoma, jog A ir B tipo antigenai
apsaugo VWF nuo degradavimo, todél ne O grupés (A, B ar AB) asmeny kraujyje nustatytas 25 %
didesnis vVWF:Ag lygis, nei O grupés individy kraujyje [15].

Iprastai, visoms vWF multimery molekuléms biidinga H tipo antigenines savybes lemianti
oligosacharidiné grandiné. Endotelio Iasteliy Goldzio komplekse aptinkami aktyviis ABO
glikoziltransferaziy fermenai. A ir B ar AB tipo asmeny organizme aptiktos A ir B
glikoziltransferazés. Sie fermentai VWF multimery sintezés metu vykdo papildlomy A ir B
antigeniniy oligosacharidiniy grandiniy prijungimo reakcijas prie jau esan¢ios H tipo
oligosacharidinés grandinés. O kraujo grupés asmeny organizme prie H tipo modifikacijos
papildoma oligosacharidiné¢ grandiné¢ nejungiama. Manoma, jog papildomu angliavandeniliniy
grandiniy prijungimas lemia vWF atsparuma degraduojanciam ADAMTSI13 proteazés poveikiui

[16].
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2.7. vWF funkcijos

vWF — kraujo plazmos glikoproteinas dalyvaujantis hemostazés procese. VWF atlieka dvi
funkcijas: dalyvauja pirminéje trombocity adhezijoje ir skatina trombocity sukibimg kraujagysliy
pazeidimy vietose, taip pat suriSa, stabilizuoja ir pernesa VIII kres¢jimo sistemos faktoriy (FVIII).
Pusiausvyra tarp hemostazés ir trombozés palaikomas adekvacia trombocity sgveika su endoteliu ir
kitais kres¢jimo kaskados elementais. vWF struktiros ir apykaitos pokyciai lemia kraujo kresé¢jimo
sutrikimus atsiradusius dél sumazéjusios trombocity adhezijos ir/arba VIII kres¢jimo faktoriaus
koncentracijos.

vWF vaidina pagrindinj vaidmenj pirminés hemostazés procese, kuomet paZeidus
kraujagysle  kraujo plokstelés sukimba su kraujagyslés endoteliu ir nelgstelinio uzpildo
komponentais suformuodami trombocity kamstj. Iprastoje biisenoje, nepazeistas kraujagysliy
endotelis néra aktyvus. Trombocity adhezija nevyksta. Pazeidus kraujagysle, aktyvintos endotelio
lastelés iSskiria vWF multimerus. Taip pat pazeidimo metu atidengiamas gilesnis kraujagyslés
struktiiros sluoksnis — pamatiné membrana, kurios nelgsteliniame uZpilde saugoma dalis vVWF
multimery. Kraujagyslés pazeidimo metu aktyvinama ADAMTSI13 proteazé, skaldanti vWF
multimerus ] mazesnius fragmentus. Kraujagyslés pazeidimo metu kraujo srovés tékmés krypties
pokycCiai veikia vWF struktiirg. Lemiami konformacijos persitvarkymai Al, A2, A3 vWF
domenuose, didina jy giminingumg ADAMTS13 proteazei. ADAMTSI13 taikinys — vWF multimery
A2 domenas. Tik suskaldyti vWF multimery fragmentai gali jungtis su pamatinés membranos
uzpildo struktiiriniais baltymais. vVWF A3 domenu sgveikaudamas su kolageniniais baltymais
jtvirtinamas kraujagysliy endotelio pavirSiuje. Toliau vWF veikia kaip trombocitg prijungiantis
tarpininkas. Endotelyje jtvirtintas vWF, kitu Al domenu jungiasi prie trombocity membranos
receptoriy komplekso GPIb-IX-V. GPIb-IX-V kompleksas sudarytas i§ GPIba, GPIbP, GPIX, and
GPV receptoriy. GPIba — pagrindinis komponentas sgveikoje su endotelio pavirSiuje jtvirtintu vVWF.

GPIba veiksnio giminingumas vWF didéja stipréjant kraujo srovés tékmei.
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Be to, GPlba saveikauja ir su trombinu, kininogenu, kreS¢jimo faktoriais XI ir XII,
trombospondinu 1, integrinais ir P-selektinu, taip skatinama kre$¢jimo kaskada. Kitas elementas,
svarbus kraujo ploksteliy adhezijai prie endotelio — trombocity integrinas allbB3 (arba GPIIb/I11a).
Sis trombocity membranos baltymas jungiasi su endotelio pavir§iuje jtvirtinto vWF veiksnio C galo
domenais. Su arba GPIIb/IIla besijungianti sritis vVWF molekuléje vadinama RGD. Pirminé
tiesioginé trombocity adhezija tgsiama trombocitams sudarant trombocity kamstj. Trombocity
kamstis formuojamas kraujo ploksteléems sgveikaujant tarpusavyje per allbB3 integrinus.
Trombocity adhezija vykdomas tik aktyvinus allbf3. Aktyvinimo metu skatinamas ollbp3 raiska.
Padidéjes allbp3 skaicius lemia efektyvesng trombocity tarpusavio adhezijg. allbB3 aktyvinantys
ligandai yra vWF asociacija su trombocity trombinu, ADP ir tromboksanu. Siy kre§é¢jimo kaskados
elementy poveikyje susidarantis fibrinas jungiasi su trombocity allbB3 suformuodamas kresulj. Taip
kraujo plokstelés sukimba su kraujagyslés endoteliu ir formuoja trombocity kamstj, kuris uzkemsa
kraujagyslés sienelés defekta [17].

Kraujo plazmoje cirkuliuojantis vWF atlieka kraujo kres¢jimo faktoriaus FVIII neSiklio ir
stabilizatoriaus funkcija. FVIII yra pagrindinis kraujo kre$¢jimo kaskados aktyviklis — kofaktorius
lemiantis trombocity adhezija prie endotelio ar kohezija tarpusavyje. Nors FVIII sintetinamas
daugelyje Zmogaus organizmo lasteliy pagrindinis sintezés Saltinis — kepenys. Kepenyse
susintetintas natyvinis FVIII cirkuliuoja kraujyje nekovalentiskai susijunges su vVWF. vWD D" ir D3

domenai yra FVIII prisijungimo sritys. vVWF D" ir D3 domenai su FVIII gali sgveikauti tik pasalinus
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DI1-D2 propetida. vVWF-FVIII kompleksas yra neaktyvus. Jis nesgveikauja su trombocitais ar
endotelio lastelémis. vVWF-FVIII aktyvuojamas trombinui atskeliant FVIII. Be to, laisvas kraujo
plazmoje cirkuliuojantis vVWF trombing veikia kaip kofaktorius. Atsiskilgs FVIII ver¢iamas aktyvia
forma FVIIla. FVIIla yra kre$¢jimo kaskados fermenty kofaktorius. Aktyvinto FVIIIa veikla
stabdoma veikiant kraujo plazmos baltymui C. Baltymas C veikia kaip antikoaguliantas ir geba
proteolitiskai skaldyti FVIIIa, panaikindamas jo koaguliacines funkcijas. PrieSingai, vVWF pasizymi
FVIII stabilizuojanciu ir nuo baltymo C ardancio poveikio apsauganciu veikimu. Be to, vWF stabdo
FVIII saveika su lipoproteininiais receptoriais FVIII katabolizuojanciuose baltymuose. ISlaikant
balansg tarp prokoaguliacinio ir antikoaguliacinio FVIII poveikio uZtikrinamas efektyvus kraujo

kres¢jimo procesas [18].
2.8. vWF ir ADAMTSI13

Zmogaus organizme vWF atsargos saugomos endotelio lastelése ir kraujo plokstelése. Tiek
Wabell-Paladie, tiek trombocity o granulése esantys vWF multimerai pasizymi itin didele
molekuline mase. LDMM-vWF multimerams biidingas aukStas polimerizacijos laipsnis. Taciau
jprastai kraujo plazmoje cirkuliuoja ir kreSéjimo procese dalyvauja tik endotelio Iasteliy
susintetintos LDMM-vWF multimery molekulés. Itin didelés molekulinés masés multimerai yra
hiperaktyvios molekulés, lengvai ir greitai aktyvinancios tromby susidarymg. Jvykus timiam
kraujagyslés endotelio pazeidimui vWF atsargos i§ endotelio Wabell-Paladie kiineliy, LDMM-vWF
multimery pavidalu, iSskiriamos ] krauja. Sukeliama spontaniné stipri ir greita trombocity
agregacija. LDMM-vWF multimerai suskaidomi kraujo plazmos proteazés ADAMTSI13. Taip
apsaugant organizmg nuo neigiamy padidinto kraujo kres¢jimo aktyvumo pasekmiy. Itin didelés
molekulinés masés vWF multimerai, jprastomis saglygomis, sveiky zmoniy kraujyje neaptinkami.
Vos tik i$siskyre suskaldomi kraujo plazmos metaloproteazés ADAMSTS13. Sis proteolitinis
fermentas skaido vWF multimera A2 domene, padalindamas LDMM-vWF multimerus | mazesnes
molekules. MaZesnés molekulinés masés vVWF molekulés atlieka jprastas funkcijas kraujo kreséjimo
procese. VWF gene A2 domene metaloproteazes taikinyje jvykusios mutacijos kei¢ia vWF baltymo
struktlirg ir padidina ADAMTS13 giminingumg vWF. Suaktyvéjus ADAMTSI13 poveikiui
fermentas ardo ne tik LDMM-vWF, bet ir jprastos molekulinés masés vWF multimerus. vWF

multimerai suskaidyti iki monomery negali efektyviai dalyvauti kreSéjimo procese, todél kraujo
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kreséjimas sutrinka. Pastaroji etiologija budinga 2A tipo vWL [19]. Kita vertus, ADAMTS13
deficitas ar funkcijos sumaze¢jimo pokyciai gali sukelti tromboting trombocitopening purpurg ir kitas

ligas susijusias su padidéjusiu kraujo kreséjimu ir tromby formavimusi.
2.9. vWF domenuy funkcijos ir vVWL tipai

Mutacijos VWF gene lemia, kiekybinius ar kokybinius vWF baltymo struktiiros poky¢ius ir
sutrikusias funkcijas. VWF pakitimai pasireiSkia kraujo kreS¢jimo sutrikimais: menoragija,
echimozémis, kraujavimu i§ nosies, danteny, virSkinimo trakto, kraujavimu po danty traukimo,
chiruginiy operacijy, nedideliy pjautiniy ar bréZtiniy zaizdy kraujavimu, kraujavimu j sgnarius arba
raumenis. vVWL klasifikuojama i 3 tipus: 1 vWL, 2 vWL, 3 vWL. 2 tipo vWL i$skiriama i 4 potipius:
2A vWL, 2B vWL, 2N vWL, 2M vWL. 2 tipo vWL potipiy skirstymas paremtas vVWF kokybinés
disfunkcijos etiologija.

1 tipo VWL labiausiai paplitusi vWL forma. Sis ligos tipas paveldima autosominiu
dominantiniu biidu. 1 tipo vWD sukelia mutacijos lemiancios sukirpimo klaidas. Taip pat
stabdanc¢iosios mutacijos, mazos insercijos ir delecijos. Pokyciai 5° ne transliuojamoje regione
paveikia transkripcijg, todél negaunamas geno raiskos produktas. 1 vWL sukelian¢ios mutacijos
sutrikdo vVWF pirmtako dimery transportavimg ir brendimg. Taip pat paveikiamos strukttiros
palaikanc¢ios vVWF multimery stabilumg. Tai lemia greita vWF multimery degradavimg ir maza
funkcionalaus baltymo koncentracijg kraujo plazmoje. 1vWL pasizymi pakitusiais laboratoriniais
tyrimy rodikliais. Pokyc¢iai viename i$ dviejy vVWF geno varianty lemia sumaz¢jusia vVWF geno
produkto koncentracijg kraujyje, kai tinkamos struktiros vWF sintetinamas tik nuo vienos VWF
geno kopijos. Si haplonepakankumo biisena lemia, jog ligoniy kraujyje esan¢iy vWF molekuliy
struktiira yra normali, taciau koncentracija sumazéjusi. Esantis vWF tinkamai atlieka funkcijas,
taciau jtaka kraujo kreSé¢jimui nepakankama. Dazniausiai liga pasireiSkia Svelnia forma ir yra
lengvai koreguojama. Diagnozés nustatymg apsunkina paveldéjimo tipui budingas ne visiSkas
pasireiSkimas ir pasireiSkimo kaita Seimos istorijoje. Stebimi FVIII/VWF komplekso komponenty
santykio poky¢€iai: sumaz¢je VWF:Ag, vWF:RCo, vWF:Ac ir FVIIL:C, nors FVIIL:C aktyvumas
kraujo plazmoje didesnis nei vWF. FVIII/vWF santykis siekia 1,5-2 [20].

Sergantiems 2 tipo vWD biidingi specifiniai jprastos vWF struktiiros poky¢iai, pagal
kuriuos 2 VWL skirstoma j A, B, M, N potipius. Sergantiems 2A vWL biidingi kokybiniai vWF
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baltymo struktiiros pakitimai, lemiantys trombocity adhezijos sumazéjima. 2A tipo mutacijos lemia
sumazgjusig VWF saveikos geba su trombocity GPIba. Didzioji dalis poky¢iy sukelianc¢iy 2A vWL
ivyksta A2, Al, D3 ir CK domenuose. Biidinga didelés ir vidutinés molekulinés masés multimery
stoka, kai jvykusios mutacijos lemia netinkamg vWF multimerizacija ir padidina ADAMTSI13
proteazés poveikj. Stebimi pokyciai: VWF:Ag ir FVIII iSlieka normos ribose ar nezymiai sumazgje,
ta¢iau vVWF funkcija nenormali. Tai atspindi sumazéjes vWF:RCo ar vWF:Ac. Serganciy 2B vWL
vWF Al domene jvykusi mutacija padidinanti vVWF molekulés geba jungtis prie trombocity GPIba
receptoriaus. 2B tipo vVWF molekulé be priezasties jungiasi prie cirkuliuojanciy trombocity. Taip pat
susidaro reaktyviis didesnés nei jprasta molekulinés masés plazmos vVWF multimerai. Susidares
kompleksas paSalinamas fibrinolizés sistemos veiksniais, o tai gali sukelti Svelnios formos
trombocitopenijg. 2M vWL sukelia mutacija A1 vWF domene ir (ar) A3 vWF domene. Pokytis Al
domene lemia sumaZzg€jusig asociacijg su trombocity receptoriumi GPIba gebg. A3 domeno mutacija
riboja sgveika su kolagenu. Sergantiems 2N vWL budinga normali cirkuliuojan¢io vWF ir
sumazejusi FVIII koncentracija. Ligg sukelia kei¢ianciosios mutacijos D domene ar propeptido
skaidymo taikinyje D3 domene. Jos sumaZzina vWF ir FVIII jungimosi geba. Ligos pozymiai
primena hemofiljos A simptomus, tik ¢ia priezastis ne FVIII, o vWF.

3 tipo vWL biidinga tai, jog kraujo plazmoje yra visiSkas vWF deficitas. 3 vWL paveldima
autosominiu recesyviniu biidu. Susirgimas itin retas. Serganciojo abu tévai serga Svelnia vWL
forma. Dazniausia, 3 vWL sukelia stabdancios ir skaitymo rémelio poslinkio mutacijos, taciau
nustatyta ir dideliy delecijy, sukirpimo taikinio klaidy ar keifianCiyjy mutacijy. Mutacijos
pasiskirs¢iusios visame gene. DaZniausiai unikalios kiekvienai serganciai Seimai. 2,6-9,5 % visy
serganCiyjy 3 vWL sudaro tie, kuriy organizme gaminami autoantikiinai prieS vVWF. Serganc¢iyjy 3
vWL tipo liga d¢l vWF deficito trombocitai negali biiti aktyvinami. 3 vWL pasizymi pakitusiais
laboratoriniy tyrimy rodikliais. Stebimi VWF kiekiai kraujo plazmoje yra labai mazi arba visai
nenustatomi, itin sumazéjusi ir FVIII koncentracija. [21].

Egzistuoja dar vienas retas kresé¢jimo sutrikimas primenantis vWL. Tai — trombocty tipo
vWL (TT vWL), dar vadinama pseudo-vWL. Liga paveldima autosominiu dominatiniu btdu.
Pasaulyje apraSyta maZziau nei 50 ligos pasireiSkimo atvejy [22]. TT vWL sukelia struktiriniai
trombocity glikoproteino GPIb poky¢iai. Sis membraninis baltymas yra vVWF receptorius. Pakitus
pastarojo struktiirai vVWF negali jungtis prie trobocity ir dalyvauti kreSulio susidaryme. KliniSkai

pasireiSkiantys kraujavimo simptomai primena VWL, taciau ¢ia priezastis ne VWF, o trombocity
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GPIb. Diagnozuojant TT vWL svarbu liga diferencijuoti nuo 2B vWL. Siems kre$¢jimo
sutrikimams budinga trobocitopenija, sumazéje VWF ir FVIII aktyvumai, padidéjes jautrumas
ristocetinui trombocity agregacijos tyrime (RIPA-H ir RIPA-L), sumaze¢jes vWF aktyvumas
vWF:RCo, sumazéjusi vWF kolageno jungiamoji geba ir didelés molekulinés masés multimery

stygius. Siekiant atskirti 2B vWL nuo TT vWL sitiloma atlikti genetinius tyrimus [23].
2.10. vWL diagnostika

Pacientai, kuriems pasireiSkia kraujavimas ir jtariama vWL, jvertinami kliniSkai ir tiriami
laboratoriniais metodais. Daznu atveju ligos diagnozavimas néra lengva uzduotis. vVWF —
daugiafunkcinis kreS¢jimo procese dalyvaujantis elementas. Uz kiekvienos funkcijos vykdyma
atsakingi skirtingi struktiiriniai elementai. Esant bet kuriam vWF multimero defektui kliniSkai tai
pasireik§ vienu simptomu — kraujo kreSéjimo sutrikimu. Ligos kompleksiSkumas lemia platy
diagnostiniy metody spektra, kuriame dalis metody geriausiai atspindi tik savitg baltymo pokytj ir
vWL forma.

2.10.1. Kraujavimo klinikinis vertinimas

Parengtos ISTH (Tarptautiné tromboziy ir hemostazés draugija, angl. International Society
on Thrombosis and Haemostasis) rekomendacijos padedancios surinkti anamnez¢ ir kraujavimo
klinikinj pasireiSkimg. Remiantis jomis patogu jvertinti buvusj ar uZzsitesus; odos ar gleiviniy
kraujavima, i$siaiskinti simptomy ar ligos pasireiSkimg Seimoje. Naudojant 2010 m. ISTH parengta
BAT (priemoné kraujavimui jvertinti, angl. Bleeding Assessment Tool) klausimyng kiekybiskai
nustatomas kraujavimo jvertis (BS, angl. Bleeding score). Manoma, jog BS > 3 suaugusiems vyrams
ir BS > 5 suaugusioms moterims nurodo apie galima vWL, su 64,2 % jautrumu ir 99,1 %
specifiSkumu. Jaunesnio amZiaus pacientams taikomas pediatrinis klausimynas. Manoma, jog esant
BS > 2 tikétina vVWL, esant 83 % jautrumui ir 79 % specifiSkumui ir 0,14 teigiamai ir 0,99 neigiamai
prognostinei vertei [24]. Atlikti tyrimai rodo stiprig priklausomybe tarp kraujavimo jvercio ir
laboratoriniy diagnostiniy testy ver¢iy. BS galima laikyti patikima pirmine, atrankine priemone

aptikti sergancius vWL ar jvertinti gydymo taktikos tinkamumg sergantiems [25].
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2.10.2. Atrankiniai laboratoriniai tyrimai

Pradinio jvertinimo metu (anamnez¢ ir fizinio iStyrimo) nustacius galimag vWL taikomas
hemostazés tyrimai: bendras kraujo tyrimas, kraujavimo laiko nustatymas, trombocity funkcijy
tyrimai, aktyvuoto dalinio tromboplastino laiko (ADTL) ir protrombino (PT) laiko nustatymas.

Pirminés hemostazés sistema, kurioje svarbiausig vaidmenj atlieka trombocitai jvertinama
atlikus bendra kraujo tyrimg ir trombocity funkcijy tyrimus (pavyzdziui, ,,PFA-100“ (Siemens
Healtcare Diagnostics) analizatoriumi). Sie tyrimai nepasizymi informatyvumu ir auksta vWL
diferencine geba. Bendro kraujo tyrimo rezultatai su trombocitopenija nustatomi tik tiriant pacientus
serganCius retomis 2B vWL ir TT vWL formomis [26]. Nors trombocity funkcijy tyrimai buvo
laitkomi daug Zadan¢iu metodu, reikSmingai pasitarnausianciu atrenkant sergancius vWL, ilgainiui
paaiskéjo, jog metodui stinga jautrumo (jis siekia tik 30-80 %). Tiesa, Sie tyrimai gali praversti
vWL diferencijuojant nuo kity paveldimy kraujo kreséjimo ligy, tokiy kaip Glanzman‘o
trombastenijos ir Bernard—Soulier sindromo [27].

Vystantis ir tobul¢jant laboratorinés diagnostikos sri¢iai kraujavimo laiko nustatymas, kaip
invaziné procediira, néra rekomenduojamas tyrimais. Juo labiau, Sis metodas stokoja specifiSkumo,
ir jautrumo (tesiekia 30 %) [28].

Antrinés hemostazes tyrimai PT, ADTL gali biiti viena 1§ atrankiniy priemoniy, taciau jy
diagnostiné verté maza. Zenkliai pailgéjes ADTL nustatomas esant sunkiai VWL formai — 3vWL
arba 2N vVL. Sergantiems $iy tipy vWL ADTL prailgéjimg lemia sumazéjusi FVIII koncentracija.
FVIII koncentracijos sumazéjimas gali biiti tik minéty formy vWL atveju, tacCiau biitina
diferencijuoti su hemofilijos. Daznu atveju ADTL yra normalus ar pailgéjes nezenkliai. PT tyrimas
atspindi iSorinio ir bendrojo kreséjimo kelio veikimg, todél vWL ligos atveju PT prailgéjimas
nestebimas. Auksta diagnostine galia nepasiZymi ir fibrinogeno koncenracijos nustatymas. Jis vVWL
ligos atveju nekinta. PT ir fibrinogeno koncentracijos tyrimai pasitarnauja kaip priemoné atmesti

kitas karaujavimo priezastis [29].
2.10.3. Pirminiai vVWL diagnostiniai laboratoriniai tyrimai
Ivertinus klinikinj kraujavimo pasireiSkimg, bendrinius kres¢jimo sistemos rodiklius ir

pastebéjus reikSmingus nukrypimus taikomi specifiniai vWL tyrimai: von Vilebrando faktoriaus
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antigeno (VWF:Ag), von Vilebrando faktoriaus ristocetino kofaktoriaus (vWF:RCo) ir/ar von
Vilebrando faktoriaus aktyvumo (VWF:Ac) tyrimai.

Taikant vVWF:Ag metoda vWF aktyvumas jvertinamas kiekybiskai (% arba U/dl). Ne veltui
tyrimo objektas — vWF jvardinamas kaip antigenas. Nustatant vVWF vykdoma imunologiné reakcija,
kurioje tikslinis vWF baltymas atpazjstamas monokloniniy ar polikloniniy antikiiny pagalba,
fermentiné imunoanalizés (ELISA, angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ar latekso daleliy
imunoanalizés (LIA, angl. Latex Immunoassay) metodikomis. Pastarieji antigeno nustatymo
principai, dazniausiai naudojami ir vWL diagnostikoje. Jie abu pasizymi dideliu jautrumu ir
pakartojamumu. Nors ir metody tikslumas panasus, dazniau naudojama LIA metodika. To priezasys
— lengvesnis pritaikymas daugiafunkciniuose kreS¢jimo analizatoriuose, trumpesné ir maZiau stadijy
turinti reakcijos eiga. Kaip bebiity, pasitaiko atvejy kai LIA tipo reakcijose pacienty kraujyje esantis
reumatoidinis faktorius ar heterofiliniai antikiinai sukelia nespecifines reakcijas. Tokiu atveju
nustatomos klaidingai didelés vWF koncentracijos. Taikant ELISA principus panasis atvejai
neapraSyti. Manoma, jog to priezastimi gali biti papildomi plovimai, pasalinantys nespecifines
saveikas sukelian¢ius veiksnius. Siuo metu egzistuoja ir sékmingai taikoma kita ELISA ir LIA
variacija — chemiliuminescentiné latekso daleliy imunoanalizé¢ (CLIA, angl. Chemiliuminescent
Immunoassay). Manoma, jog metodas pasiZymi Zemiausia galima variacija ir didziausiu jautrumu
[30]. Ne tik techniniai parametrai gali lemti vWF koncentracijos kitimus. Jai jtakos turi paciento
kraujo grupe (O kraujo grupés pacientams nustatoma 20-30 %), amZius, ras¢, stresas, néStumas,
uzdegiminiai procesai [29]. VWF:Ag tyrimas yra palankus metodas jvertinti kiekybinius vWF
pokycius, todél gali turéti reikSmingg diagnosting verte 1vWL ir 3vWL atvejais. Tiesa, lengvos 1
tipo VWL atveju antigeno koncentracija tik gali buti nesumazéjusi. Siekiant jrodyti 1 tipo vWF
bitina atsizvelgti ] minétus metodinius ar fiziologinius aspektus. Esant kokybiniams vWF
pokycCiams — 2 tipo VWL aveju, vVWF:Ag normalus arba nezZenkliai sumazéj¢s, todél Sis metodas tik
1§ dalies tinkamas 2 vWL tipo potipiy diferencijavimui.

vWF funkcija ir geba saveikauti su trombocitais gali biiti jvertinama keletu metody.
vWF:RCo yra vienas i§ budy nustatyti vWF jungimosi prie trombocity geba. Ank$¢iau metodas
laikytas ,aukso standartu®, taciau Siuo metu metodo svarba mazéja. Ristocetino inicijuota
trombocity agregacija pagristiems tyrimams budinga aukStas pakartojamumo ir atkuriamumo
variacijos koeficientas siekiantis iki 40 %, Zemas jautrumas ir glaudumas. Taip pat auksta detekcijos

riba (10-20 %). Siekiant sumaZinti minétus triikumus sukurta nauja alternatyvi vWF:RCo metodika.
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Kai su vWF sgveikauja su rekombinantinis ant standartiniy trombocity imobilizuotais GPIb
receptoriais, kuriuose jvykdytos mutacijos lemia vWF jungimgsi prie trombocity be ristocetino
poveikio (tiriamojoje darbo dalyje Sia metodika pagristas tyrimas laikytas etaloniniu, sutrumpintai

zymimas VWF:Ac). Atsisakius antibiotiko i§vengiama ank$c¢iau minéty metodo truakumy [31].
2.10.4. vWL patvirtinimo ir ligos potipiy nustatymo tyrimai

vWL ligos potipiams nustatyti taikomi specialtis tyrimai: FVIIL:C, vWF:FVIIIB, vWF:CB,
trombocity agregacijos tyrimai su cheminiais agonistais, molekuliniai—genetiniai tyrimai, vVWF
multimery tyrimas. FVIII:C, vWF:CB ir trombocity agregacijos tyrimai gerai atspindi kiekybinius
vWF poky¢€ius, tod¢l gali biiti taikomi ir kaip pirminiai vWL diagnostiniai tyrimai, vWF funkcijai
jvertinti.

Kraujyje vWF cirkuliuoja susijunges su FVIII. vWF stabilizuoja FVIII ir prailgina FVIII
cirkuliacijos laikg. FVIII tyrimai skirti kiekybiniam ir funkciniam veiksnio jvertinimui. FVII:C
tyrimas atspindi FVIII aktyvumg tiesiogiai proporcingg FVIII koncentracijai kraujyje. vVWF:FVIIIB
tyrimas skirtas VWF funkcijoms nustatyti, kai jvertinama vWF jungimosi su FVIII geba. Pastarieji
tyrimai taikomi 2N potipio vVWL nustatymui ir hemofilijos diferencinei diagnostikai. Hemofilija
atskleidzia tik FVIII rodikliy poky&iai, kai vWL i§licka normalus. Zenkliai sumazéjes FVIII
aktyvumas ar jungimosi su VWF geba gali biiti vienintelis rodiklis atspindintis vWL, kuomet
vWF:Ag, vWF:Ac, vWF:RCo islieka normaliis. Be to, FVIII tyrimy rezultaty pokyciai ne visada
proporcingi vVWF tyrimy rezultaty pokyCiams. Tod¢l laboratoriniais tyrimais jvertinus tik vWF,
vWL diagnozé gali buti klaidingai atmesta. Tiek FIII:C tiek ir vWF:FVIIIB tyrimy metodikos
pagristos ELISA reakcijy principu, todél galimas rezultatus iSkreipiantis gretutiniy veiksniy poveikis
neaktualus, kai iSlaikytos tinkamos reakcijos sglygos [32]. vVWF:FIIIB tyrimai jgavo reikSminga
diagnosting verte tik 2011 metais, sukiirus ir pristac¢ius komercinj produkta skirta vWF jungimosi su
FVIII gebai nustatyti [33].

vWF:CB tyrimas suteikia galimybe jvertinti VWF faktoriaus geba jungtis su kolagenu. Siuo
tyrimu gali biiti jvertinti ne tik izoliuoti vVWF:CB gebos pakitimai, bet ir bendras vWF funkcinis
aktyvumas. Tyrimo universalumas pagristas vVWF geba saveikauti su jvairiy rasiy kolagenu. DMM-
vWF jungiasi prie I ir III tipo kolageno A3 vWF domenu, IV ir VI tipo kolagenas taip pat saveikauja
su VWEF, bet A1 vWF domenu. Saveikoje su kolagenu reikSminga jtaka hemostazei turi tik DMM-
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vWEF. Iprastos ar mazos molekulinés masés multimerai gali sagveikauti su vWF, bet poveikis kraujo
kres¢jimui minimalus. 2A ir 2B vWL potipiams biidingas DMM-vWF deficitas, todel stebimas
zenklus vVWF:CB aktyvumo sumaz¢jimas. 1 ir 3 tipo vVWL vWF:CB aktyvumas pakites, dél visos
multimery kompozicijos dalinio ar visisko deficito. vVWF:CB tyrimo metodas pagristas ELISA
reakcija. Siuo metu egzistuoja, tatiau klinikinéje laboratorinéje diagnostikoje netaikoma, CLIA
reakcija pagristas VWF:CB. Esminis vVWF:CB metodo trukumas yra ribota kolageno tipy
kompozicija reakcijos miSinyje [34]. Iprastai reakcijos Sulinéliai padengti tik vieno ar dviejy
kolageno tipy miSiniu. Idealiu atveju reakcijoje turéty dalyvauti visi keturi vWL diagnostikai
aktualiis kolageno tipai. PrieSingu atveju, nustacius tinkamg vWF:CB aktyvuma sgveikoje su vieno
tipo kolagenu, nepaneigiama galimybe¢, jog ivyke pokyciai iSrySkeés tik sgveikoje su kito tipo
kolagenu. Siuo metu rinkoje populiariausi vVWF:CB reakcijy rinkiniai su pavieniais I ar III tipo
kolagenais ar jy miSiniu. ISskirtinis vWF:CB metodo privalumas — aukStas pakartojamumas ir
atkuriamumas. D¢l Sios priezasties, vVWF gali biti alternatyva vWF:RCo tyrimui [35]. Kita vertus
sukiirus geromis metodinémis charakteristikomis pasizymintj vWF:Ac metoda (vWF:RCo
atitikmenj), nebelieka poreikio ji pakeisti vWF:CB, kuris nors ir patikimai vertina kiekybines ir
kokybines funkcija, taciau yra specializuotas jungimosi su kolagenu gebai nustatyti. Be to, vWF:CB
kritikuojamas d¢l standartizacijos stokos. Jvairiuose laboratorinés diagnostikos centruose naudojami
metodai besiskiriantys, kolageny kompozicija ir automatizacijos galimybémis [36].

Trombocity agregacijos tyrimai taikomi vWF potipio nustatymui ir kity trombocitopatijy
ekskliudavimui. Sie tyrimai skiriasi nuo aptarty metody, tuo jog reakcijos misinyje dalyvauja ne tik
tiriamojo vWF, bet ir trombocitai. Tai lemia, kad tiriamuoju objektu tampa ir kraujo plokstelés.
Agregacijos tyrimai su didelés ir maZos koncentracijos ristocetinu (RIPA-H ir RIPA-L)
specializuoti VWF ir trombocity GPIb sgveikai nustatyti, kai ristocetinas inicijuoja VWF
konformacijos pokycCius lemianc¢ius priversting sgveikg su GPIb ir trombocity agregacija. vVWF
kiekybiniy ar kokybiniy poky€iy atveju ristocetino jtakos agregacijai nepakanka ir kreSulys
nesusidaro. I$skyrus 2B vWL atveju, kai funkcijos jgavimo mutacija sukelia neadekvaty (padidéjusj)
agregacijos aktyvuma. Sio VWL potipio atveju pakanka net mazy ristocetino doziy (RIPA-L), kad
vykty trombocity telkimasis ] sankaupas, kai jprastai Zema antibiotiko koncentracija negali sukelti
agregacijos. Vadinasi, jei stebimas maZos ristocetino dozés sukelto trombocity agregacijos
aktyvumo padidéjimas, jtariama 2B vWL arba TT vWL. Siy sutrikimy diferencinei diagnostikai
RIPA-L tyrimas nepakankamai informatyvus. Tyrimas neatskleidzia, kuris tarp sgveikaujanciy
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objekty (trombocito GPIb ar vWF domenas saveikaujantis su GPIb) yra pakitgs. Tiksliai
diagnostikai biitini genetiniai tyrimai. Tuo tarpu, jprastos koncentracijos RIPA 2B vWL ir TT vWL
atveju iSlieka normos ribose ar padidéjes. 1 ir 3 tipo vWL atveju RIPA-H ir LRIPA-L aktyvumai
sumazgje ar nedetektuojami, o 2A, 2N ir 2M vWL atveju sumazéje ar normos ribose. Visais atvejais
sumazgjes RIPA-L aktyvumas diagnostinés vertés neturi, nes maza ristocetino koncentracija negali
inicijuoti trombocity agregacijos [37]. Agreagcijos tyrimai su epinefrino, ADP, arachidono riigsties,
peptido—6 agonistais skirti nustatyti paveldimoms (Glansmann‘o trombastenija, Bernard—Soulier
sindromui, trombocity granuliy kaupimo liga) ar jgytoms trombocitopatijoms [38].

Iki Siol aptarti fenotipiniai vWL tyrimai suteikia pladias galimybes patikimai vWL
diagnostikai, ta¢iau vWL — paveldima liga. Tikslig etiologija jvardinti gali tik genetiniai tyrimai.
vWF genas uzima salyginai didele 178 kb sekg Zmogaus genome. Ilgy seky nustatymas ir analizeé
reikalauja dideliy finansiniy, techniniy ir laiko istekliy, todél daZnai sunkiai suderinamas su rutinine
laboratorine diagnostika. Siekiant optimalaus varianto genetiniai tyrimai vWL diagnostikai
nerekomenduojami [39].

Kraujo plazmoje cirkuliuojantys vWF multimerai — didelés molekulinés masés polimerai.
Molekuliy polimerizacijos laipsnis siekia 60-250 [4], t. y. vienoje polimero molekul¢je vWF
dimeras (maziausias struktiiros vienetas) pasikartoja nuo 60 iki 250 karty. Cirkulivojanciy jvairaus
polimerizacijos laipsnio VWF multimery molekuliné masé 800-20 000 kDa. Ne patologingje
zmogaus organizmo biisenoje skirtingos molekulinés masés multimery molekuliy kompozicija yra
pastovi. Sudaryta i§ mazos, tarpinés, didelés ir labai didelés molekulinés masés multimery. Mazus
vWF multimerus (5002500 kDa) sudaro 1-5 dimery molekulés. Sie multimerai, dél itin maZo
skaiCiaus jungimosi centry, hemostazéje nedalyvauja. Jie atliecka FVIII neSiklio funkcijg. Tarpinius
vWF multimerus (3000-5000 kDa) sudaro 6-10 dimery molekulés. Sie multimerai, dé¢l nedidelio
skaiCiaus trombocity jungimosi centry, hemostazé¢je dalyvauja retai. Svarbiausia funkcija yra
dalyvauti FVIII transporte ir stabilumo palaikyme. Didelius vWF multimerus (5500—-10 000 kDa)
sudaro 11-20 dimery molekuliy. Sie multimerai, dél didelio skai¢iaus trombocity jungimosi centry,
aktyviai dalyvauja hemostazéje ir vykdo FVIII neSiklio funkcijg. Labai didelius VWF multimerus
(>10 000 kDa) sudaro >20 dimery molekuliy. Sie multimerai neaptinkami cirkuliuojantys kraujyje.
Jie saugomi trombocity a granulése ar endotelio lasteliy Wabell-Paladie kiineliuose. Jie saugomi
atsargose ir iSskiriami j kraujotaka tik aktyvinus kres¢jimo procesus [40]. Elektroforezés profilio

skirtumus tarp skirtingy multimery Saltiniy vaizduoja 2 paveikslas.
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Molekulind mase Kraujo Endotelic  Trombociluose
plazmoje lastelése

LOMM multimerai

Dideli multimerai
{5 SO0—10 000 kD)

Tarpiniai multimerai
(3 00035 000 kDa)

Maii multimerai
(500—2 500 kDa)

2 pav. Multimery elektroforezés profiliai kraujo plazmoje, endotelio 1gstelése ir trombocituose.

Sveiky asmeny multimery elektroforezés profilis pastovus, pasizymintis biuidinga
kompozicija. Patologijos atveju stebimi kraujo plazmos VWF multimery molekuliy rinkinio
pasikeitimai. Sergan¢iy 1 tipo VWL kraujo plazmoje sumazéjusi vVWF koncentracija. Stebimos
mazesnio intensyvumo vWF multimerus atitinkancios juostos. Tai atspindi mazesn¢ vWF
koncentracija tiriamoje kraujo plazmoje. Serganc¢iy 2A vWL kraujo plazmoje aptinkama didelés,
tarpinés molekulinés masés multimery stoka ir didesné mazos molekulinés masés padidéjimas. Taip
pat elektroforezés gelyje matomos tarpinés juostelés nepriklausancios standartnio dydzio
multimerams. Serganciy 2B vWL kraujo plazmoje nustatoma tik didelés molekulinés masés
multimery stoka, todél elektroforezés gelyje néra $ig molekuliné masg atitinkanCiy juosteliy.
Serganciy 2N vWL ir 2M vWL kraujo plazmoje aptinkami normalaus dydzio ir koncentracijos
multimery kompozicija, ta¢iau iy multimery funkcijos pakitusios. Funkcijy defekty kraujo plazmos
vWF multimery elektroforez¢ neatspindi. 2N vWL ir 2M vWL asmeny tyrimo metu nustatomas tik
multimery pasiskirstymo profilis, todél Sis metodas néra tinkamas pastaryjy vWL tipy nustatymui ir
diferencijavimui. Bitina taikyti vWF:Ag, VWF:CB ir vWF:FVIII tyrimo metodus. Serganciy
3VWL kraujo plazmoje yra visiSkas vVWF deficitas, todé¢l stebimas visiSkai tuS¢ias multimery

pasiskirstymo profilis.
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3 pav. Serganciy 1vWL, 2AvWL, 2BvWL, 2NvWL, 2MvWL ir 3vWL kraujo plazmos vWF
multimery NRNDS-AGE profiliai.

Apibendrinti laboratoriniy rodikliy poky¢iai biidingi skirtingiems vWL tipams pateikti 1 lentel¢je.

1 lentelé. vWL laboratoriniy tyrimy rezultaty pokyciai

Tyrimas 1vWL | 2AvWL | 2BvWL | 2M vWL | 2NvWL | 3 vWL TT vWL
Kraujavimo laikas ar Wt N N N " N
n
»PFA-100%
vWF:Ag ! n/| n/| n/| n L n/|
vWF:RCo ar vWF:Ac l 1 1 1l n (N l
FVII:C n/| n/| n/| n/| 1 1 n/|
vWF:RCo*/vVWF:Ag Netaiko-
>0,6 <0,6 <0,6 <0,6 >0,6 <0,6
ma
RIPA-L Nenusta-
W) W 1 W N T
toma
Multimery analizé Stoka Stoka N Nenusta- Stoka
n n
DMM DMM toma DMM
vWF:FVIIIB Netaiko-
n n n n 1l n
ma
vWF:CB l W W /| n W !
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3. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODAI

3.1. Imties turis tiriamyjy atranka

I8 viso tirti 29 asmenys. Tiriamieji priklauso 2 grupéms: pirma grupe sudaro 20 atsitiktinai
atrinkty asmeny; antra grup¢ sudaro 9 pacientai sergantys vWL arba nepatikslintais kresé¢jimo
sutrikimais, arba jtariama vWL. Kadangi vWF — @imios fazés baltymas, siekiant iSvengti atrinkti
tiriamuosius uzdegiminéje bukléje, vykdyta pirmos grupés tiriamyjy atranka atsizvelgiant j
fibrinogeno, CRB rodiklius. Taip pat vengiant pacienty su kre$¢jimo sistemos defektais atsizvelgta |
PT, ADTL rodiklius. Atsitiktinai atrinkty asmeny grupe sudaro 10 vyry (50 %) ir 10 motery (50 %),
kuriy bendras amziaus vidurkis yra 56 metai. Atsitiktinai atrinkty pacienty kraujo plazmoje
nustatytos VWF:RCo, vWF:CB, vWF:Ag ir vWF:Ac vertés. Antraja grupg sudaré tiriamieji su
diagnozuota ar jtariama vWL i§ Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky filialo, Vaiky

ligoninés Onkohematologijos skyriaus.
3.2. Tyrimo metodai

Laboratoriniai tyrimai buvo atlickami Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto
Fiziologijos, biochemijos, mikrobiologijos ir laboratorinés medicinos katedros klinikinéje bazéje —
Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky Laboratorinés medicinos centro (VUL SK LMC)
Biochemijos laboratorijoje. Taip pat Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky filiale vaiky
ligonin¢je. Sergantiems vWL pacientams atlikti Sie tyrimai: koaguliograma (PT, ADTL,

fibrinogenas); agregometrija visame kraujyje; specialiis vWL diagnostikai skirti tyrimai.
3.2.1. Koaguliometriniai tyrimai

Fibrinogeno, aktyvuoto dalinio tromboplastino laiko, protrombino laiko ir VIII faktoriaus
tyrimai atlikti ,,STA Compact* (Diagnostica Stago, Pranctizija) analizatoriumi tiriant kraujo plazma
su 3,8 % natrio citrato antikoaguliantu. Prie§ tyrimus plazma paruoSiama kraujo éminj
centrifuguojant 10 min prie 2000 g inercinés jégos salygomis. Tyrimai atlikti kraujo émimo dieng.
Naudotame analizatoriuje jdiegta automatizuota elektromagnetiné-mechaniné kreSulio susidarymo

detekcijos sistema, kurioje matuojamas kreSulio susidarymo laikas.
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Fibrinogeno koncentracijos nustatymas paremtas kreSulio susidarymo laiko nustatymu,
kuris tiesiogiai proporcingas fibrinogeno koncentracijai. Fibrinogeno koncentracija kraujo plazmoje
nustatyta Klauso metodu. Esant trombino pertekliui, aktyvinamas skiestoje paciento plazmoje
esancio fibrinogeno virtimas fibrinu. Fibrinogeno pamatiniy biologiniy ver¢iy intervalas 2—4 g/1.

Aktyvinto dalinio tromboplastino laikas nustatytas chronometriniu biidu skaiCiuojant
kres¢jimo laika, kai neskiesta pacienty plazma lygiomis dalimis sumaiSoma su rekalcifikuotu
kefalinu (trombocity pakaitalu) ir silicio daleliy misiniu. ADTL pamatiniy biologiniy verciy
intervalas 2840 s.

Protrombino laiko metodika pagrista Owreno metodu. PT pamatiniy biologiniy verciy
intervalas 70-130 %, 21-29 s, TNS 0,9-1,19.

VIII faktoriaus aktyvumas nustatytas chronometriniu biidu matuojant skiestos plazmos ir
rekalcifikuoto kefalino ir kaolino miSinio kreS¢jimo laikg. VIII faktoriaus aktyvumas
apskai¢iuojamas naudojant priklausomybe log(c)=-(axlog(t)*)+(bxlog(t))-d, kur ¢ — VIII faktoriaus
aktyvumas (%); t — gauti kreSé¢jimo rezultatai (s); a, b, d — koeficientai gauti kalibracijos metu. FVIII

aktyvumo pamatiniy biologiniy verciy intervalas 60—150 %.
3.2.2. Trombocity agregacijos tyrimai

Trombocity agregacijos tyrimai atlikti ,,Multiplate analyzer® (Roche Diagnostics, JAV)
analizatoriumi. Analizatoriaus veikimas pagrijstas elektrinio impedanso (elektrinés varzos) pokyciy
matavimu. Elektrinés varzos kitimus lemia cheminiy medziagy — agonisty inicijuota trombocity
agregacija viso kraujo éminyje. Skirtingi agonistai aktyvina atitinkamas trombocity struktiiras ir
sukelia jy sulipimg. Trombocity sankaupos ant ,,Multiplate* analizatoriaus elektrody didina elektring
varza, kurios pokytis iSreiSkiamas agregacijos vienetais (AU) kintan¢iais laike. Trombocity
agregacijos priklausomybe laike vaizduojant grafiSkai gaunamas plotas po kreive (AUC=AU>min)
atspindintis bendra trobocity agregacijos aktyvuma. Kreivés aukstis (atspindintis agregacijg) ir
nuolydis (atspindintis agregcijos greitj) — parametrai, kurie gali buti vertinami atskirai.

Trombocity agregacija tirta naudojant adenozino difostato (,,ADPtest*), arachidono riigsties
(,,ASPItest™), trombino receptorius aktyvinancio peptido-6 (TRAP) (,,TRAPtest”), ristocetino
(,,RISTOtest*) agonistus 1§ ,,Roche Diagnostics® (Vokietija). Prie§ tyrimg Sie reagentai buvo

ruoSiami pagal gamintojo nurodymus.
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Trombocity agregacijos tyrimai atlikti i§ viso veninio kraujo su li¢io heparino
antikoaguliantu. Tyrimai atlickami kraujo émimo dieng, neSaldomi. Reakcijos miSinj sudaro 37°C
300 pl 0,9 % NaCl tirpalo ir 300 pl heparinizuoto kraujo. Sis misinys 3 min inkubuojamas 37°C
temperatiroje. Véliau jdedama 20 pl atitinkamo iki darbinés koncentracijos paruosto ADP,
arahidono rugsties ar TRAP agonisto. Tiriant ristocetino indukuota trombocity agregacija jdedama
12 pl iki darbinés koncentracijos praskiesto ristocetino tirpalo, siekiant istirti mazos ristocetino
koncentracijos inicijuota trombocity agregacija ir 50 upl iki darbinés koncentracijos praskiesto
ristocetino tirpalo, siekiant iStirti didelés ristocetino koncentracijos inicijuotg trombocity agregacija.
Trombocity agregacijos intensyvumas matuojamas 6 min. Pamatiniy biologiniy verCiy intervalas

ADP 57-113 AU; ASP 71-115 AU; TRAP 84-125 AU; RIPA-H 98-180 AU; RIPA-L 13-69 AU.

3.2.3. vWF:Ag tyrimas

Atliekant von Vilebrando faktoriaus antigeno (VWF:Ag) tyrima vWF aktyvumas
jvertinamas kiekybiSkai. vWF:Ag tyrimai atlikti ,,STA Compact® (Diagnostica Stago, Prancizija)
analizatorimi ir ,STA — Liatest VWF:Ag*“ (Diagnostica Stago, Pranciizija) reagenty rinkiniu.
Tiriami méginiai paruoSiami kaip apraSyta 3.2.1. skyriuje. Tyrimas pagristas imunoturbidimetrine
LIA reakcija. Naudojamos latekso mikrodalelés, padengtos antikiinais prie§ vWF. Daleléms
sgveikaujant su kraujo plazmos vWF vyksta jy agliutinacija. [vykus agliutinacijai kinta reakcijos
suspensijos optinés savybés. Pokyciai fiksuojami imunoturbidimetriniu biidu esant 540 nm bangos
ilgyje. Agliutinacijos intensyvumas tiesiogiai proporcingas VWF koncentracijai tiriamoje kraujo

plazmoje. vVWF:Ag pamatiniy biologiniy verciy intervalas 50-160 %.
3.2.4. vWF:CB tyrimas

Atliekant von Vilebrando faktoriaus gebos prisijungti kolagena (vWF:CB) tyrima
jvertinami VWF kokybiniai struktiros ar kiekybiniai vVWF pokyc¢iai. Mutacijos vVWF A3 domene
neleidzia didelés molekulinés masés vVWF multimerams jungtis prie nelgstelinio uzpildo kolageny ir
formuoti tromby. Daliné stoka ar visiSkas vWF sintezés sutrikimas atsispindi ir sumaz¢jusia geba
jungtis su kolagenu. VWF:CB tyrimui naudotas ,,Asserachrom VWF:CB* (Diagnostica Stago,
Pranciizija) reagenty rinkinys pritaikytas ,,Gemini“ analizatoriui (STRATEC Biomedical AG,

Vokietija). Prie§ darba reagentai buvo ruoSiami pagal gamintojo instrukcijas. Tyrimui naudota
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atSildyta tiriamyjy kraujo plazma, paruosta pagal 3.2.1. skirsnyje aprasyta metodika, iki tyrimo
saugota -70°C temperatiroje. Tyrimas pagristas ELISA reakcijos principu. Tiriama vWF geba
jungtis prie III tipo kolagenu padengty reakcijos Sulinélio sieneliy. Prisijunges vVWF veikiamas
triusio anti-vWF antikinais zZymétais peroksidaze. Su kolagenu susijunges vWF kiekis tiesiogiai
proporcingas peroksidazés katalizuojamo tetrametilbendzidino substrato oksidacijos produkto
sugertic intensyvumui. Substrato oksidacija stebima kaip spalviné reakcija. Absorbcija
registruojama 450 nm ir 620 nm S$viesos bangos ilgiuose. Reakcijos tirpalo spalvos pokycio
intensyvumas tiesiogiai proporcingas VWF gebai prisijungti kolageng. vWF:CB pamatiniy
biologiniy ver¢iy intervalas asmenims su A/B/AB kraujo grupe 86—160 % ir 62—138 % asmenims su

O kraujo grupe.
3.2.5. vWF aktyvumo tyrimai

vWF aktyvumo tyrimai atlikti dviem, skirtingy gamintojy, metodais. Tyrimui naudota
atSildyta tiriamyjy kraujo plazma, iki tyrimo saugota -70°C temperatiroje. Tyrimai skirtingais
metodais atlikti tg pacig, plazmos atSildymo, dieng. Vilebrando faktoriaus ristocetino kofaktoriaus
aktyvumo tyrimu (VWF:RCo) nustatoma vWF geba vykdyti trombocity agregacija veikiant
kofaktoriui ristocetinui. Kitame metode vWF aktyvumas nustatomas nenaudojant egzogeninio
trombocity agregacijos iniciatoriaus.

VWEF:RCo tyrimas atliktas ,,STA R MAX* (Diagnostica Stago, Prancuzija) analizatoriumi
naudojant ,,ABP VWF Ricof Assay“ (ABP, Jungtin¢ Karalysté) reagenty rinkinj. Visi rinkinio
regentai prie§ tyrimg paruosti pagal gamintojo instrukcijas. Metodo esme¢ sudaro optinio tankio
kitimy matvimas susidarant kreSuliui. Koaguliacija inicijuoja ristocetinas skatindamas tiriamoje
pacienty plazmoje esancio vVWF prisijungimg prie standartiniy formaline fiksuoty trombocity GPIb
receptoriaus. Sukeliama trombocity agregacija ir kreSulio susidarymas. D¢l Sio proceso kinta
reakcijos miSinio optinis tankis. Optinio tankio pokytis tiesiogiai proporcingas VWF reaktyvumui.
Tik nepakitusios struktiiros VWF geba pilnavertiskai agreguoti trombocitus. Si priklausomybé
vertinama kaip vWF aktyvumas (%). Tiriamosios plazmos vWF aktyvumas kiekybiskai jvertinamas
naudojant standarting plazma, kurioje nustatyta normalaus vWF koncentracija prilyginta

atitinkamam aktyvumui. Priklausomybé apraSoma tiesés lygtimi, kuria naudojantis apskai¢iuojamas
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ir tirilamosios plazmos VWF aktyvumas. VWF:RCo pamatiniy biologiniy verc¢iy intervalas 50—150
%.

Kitas vWF aktyvumo tyrimas atliktas ,,.Sysmex CA-1500 System* (Siemens Healthcare
Diagnostics, Vokietija) analizatoriumi naudojant ,INNOVANCE VWF Ac Kit“ (Siemens
Healthcare Diagnostics, Vokietija) reagenty rinkinj. Visi rinkinio regentai prie§ tyrimg paruosti
pagal gamintojo instrukcijas. Metodo esme¢ sudaro tiriamoje paciento plazmoje esan¢io VWF
aktyvumo nustatymas, kai pastarasis reaguoja su rekombinantiniu GPIb receptoriumi.
Rekombinantiniai pokyc¢iai padidina GPIb receptoriaus aktyvumg. Rekombinantinio GPIb
receptoriaus sgveikai su VWF ristocetinas kaip kofaktorius nereikalingas. Tyrimo metu
turbidimetriskai registruojami optiniai tirpalo pokyciai kai GPIb ir vWF kompleksas jungiasi prie
polistireno daleliy padengty anti-GPIb antikiinais. Daleliy agliutinacijos intensyvumas tiesiogiai
proporcingas VWF aktyvumui ir gebai jungtis su GPIb. VWF:Ac pamatiniy biologiniy verciy
intervalas asmenims su O kraujo grupe yra 46,3—145,6 % ir 61,4-179,1 % asmenims su A/B/AB

kraujo grupe.
3.3.Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant ,,.SPSS* (versija IBM SPSS Statistics 23,
JAV), ,Microsoft Office Excel 2007 ir ,,Analyse-it for Microsoft Excel* (A4nalyse-it Software,
Jungtin¢ Karalysté) programing jrangg.

Metody atitikimui palyginti naudotas Passing—Bablok regresinés analizés metodas.
Regresinés analizés grafike pateikiama lyginamu metodu i$matuoty méginiy ver¢iy priklausomybé
(y asis) nuo etaloniniu metodu iSmatuoty verciy (x asis). Punktyriné linija, einanti per koordinaciy
aSiy susikirtimo taskg, zymi idealig regresijos tiesg¢, kurios nuolinkis lygus 1,0, o atkirta lygi O.
Nuolinkio ir atkirtos komponenty visuma regresijos lygtyje apibiidina metody sutapima ir sisteminj
poslinkj. Pagal lyginamy metody rezultatus gauta ties¢ pateikiama su ja apraSancia regresijos
lygtimi, kur jvertinami nuolinkio (B) ir atkirtos (A) komponentai, bei jy 95 % pasikliovimo
intervalai. Regresijos lygties nuolinkio ir atkirtos komponentai atspindi skirtumy pobiidj. Proporcinj
skirtumg nurodo nuolinkis, kai stebimas skirtumas tarp metody kinta proporcingai visame matavimo
intervale. Nuolatinj skirtumg nurodo atkirta, kai vienodas skirtumas stebimas visame matavimo

intervale. Pasikliovimo intervalai skirti jvertinti hipotezéms, kad regresijos modeliu nustatytos tiesés
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A=0 ir B=1. Jei | A kintamajam apskaiciuotg 95 % pasikliovimo intervalg patenka 0 (teorin¢ ideali
A verte) ir | B kintamajam apskai¢iuota 95 % pasikliovimo intervalg patenka 1 (teorin¢ ideali B
verté), daroma iSvada, kad hipotezés teisingos ir metodai statistiskai reikSmingai nesiskiria. Jei 95 %
pasikliovimo intervaluose $iy verciy néra, vadinasi tarp metody ezistuoja pastovus skirtumas, kai
A#0 ir proporcinis skirtumas, kai B#1.

Metodo poslinkis jvertintas naudojantis neparametriniu riby sutapimo kriterijumi (angl.
Nonparametric limits of agreement). Sis kriterijus yra gerai zinomo Bland-Altman atitikmuo ir
skirtas palyginti duomeny, pasiskirs€¢iusiy ne pagal normalyjj skirstinj, tiriamo metodo rezultaty
medianos poslinkj nuo etaloninio metodo duomeny medianos vertés. Lyginamo metodo poslinkis
(%) jvertinimas kaip skirtingais metodais nustatyty ty paciy anali¢iy ver¢iy skirtumy santykiné
mediana.

Koreliacijai tarp kintamyjy jvertinti naudotas Spirmeno koreliacijos koeficientas (r).
Koreliacija vertinta kaip stipri (kai r>0,7) ar vidutinio stiprumo (kai 0,4<r<0,69). Tiesinés regresijos
analizés modeliai buvo laikomi tinkamais, kai jy determinacijos koeficientas r>>0,25.

Duomeny skirstiniy palyginimui naudoti neparametriniai Mano—Vitnio U testo ir
Kruskalio—Voliso kriterijai. Visiems statistinés analizés testams taikytas 0,05 reikSmingumo lygmuo

(«). Visi statistinés analizés rezultatai buvo laikomi statistiskai reikSmingais, jei p verté <0,05.
3.4.Kokybés tikslai pagal biologinés variacijos koncepcijg

Remiantis biologinés variacijos modeliu nustatyti kokybés tikslai, pagal Callum G Fraser [41].
Siekiamas didziausias leistinas analizés neglaudumas (variacijos koeficientas, CVmax)
apskaicCiuojamas pagal:

CVimax=0,5 - CVy,
kai CVi— vieno sveiko individo matuojamo laboratorinio rodiklio biologiné variacija.
Vadinasi, diegiamiems metodams keliami reikalavimai, kai analizés nauju metodu variacijos
koeficientas (CVana) turi biti:

CVana<CVmax.

Didziausias leidziamas matavimo poslinkis (Poslinkismax), kai neglaudumas yra nereikSmingas,
apskai¢iuojamas pagal:

Poslinkismax=0,25 x (CV*+ CVgs?)'2,

33



kai CV1 — vieno sveiko individo matuojamo laboratorinio rodiklio biologiné variacija, o CVgs —
biologinés variacijos koeficientas tarp individy.
Vadinasi, diegiamiems metodams keliami reikalavimai, kai naujo metodo poslinkis (Poslinkisanar)
turi buti:

Poslinkisanal <Poslinkismax

Baigiamajame darbe analzuoty metody apskaiciuotos tikslios CVmax vertés pateiktos 9 lenteléje.
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4. REZULTATAI
4.1. vWF:RCo metodo jdiegimas

Naudojant ,,ABP VWF:Ricof ASSAY“ (ABP, Jungtin¢ Karalyst¢) reagenty rinkinj ,,STA R
MAX* analizatoriuje jdiegtas vVWF:RCo metodas. Diegiant vWF:RCo metoda sukurta 6 tasky
kalibraciné kreivé apraSoma trecios eilés polinomine priklausomybé c=(-343280d°) — (16794d?) —
(618,56d) + 14,14, kurios koreliacijos koeficientas R=0,992. Kalibraciné kreivé sukurta pagal

duomenis pateiktus 2 lentel¢je, kurie grafiSkai pavaizduoti 4 paveiksle.

2 lentelé. Kalibracinés kreivés duomenys

Priskiriama kalibraciné standarto verté,
75 50 38 30 25 15
(%0)
[Smatuota verte, (%) 75 46 42 29 25 15
Optinio tankio pokytis, (Opt. vnt.) 0,064 | 0,05 0,027 | 0,034 0,027 0,001

Optinio tankio pokytis, (Opt. vnt.)

. . - e T -z
an r 33 E ] a7 &3 a0 a1 3

VWF:RCo aktyvumas, (%)

4 pav. [diegto vWF:RCo metodo kalibraciné kreivé
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Sékmingai jvykdzius kalibracija alikta vidaus kokybés kontrolé. ISmatavus patologiniy
ver¢iy komercing kontroling plazmg gauta vert¢ VWF:RCo=25 %, kai gamintojo nurodytas
patologinés kontrolés verc¢iy intervalas yra 13-30 %, o vidutiné verté¢ — 21,5 %. Igyvendinti vidaus

kokybés kontrolés reikalavimai.
4.2. vWF:CB metodo jdiegimas

Naudojant ,,Asserachrom VWF:CB*“ (Diagnostica Stago, Pranctizija) reagenty rinkinj
idiegtas vVWF:CB metodas. Diegiant vWF:CB metoda sukurta 5 taSky kalibraciné kreivé aprasoma

ketvirtos eilés polinomine priklausomybe y=8,204 + ——— 2, kurios R?=0,994. Kalibracing
1

+ 292,2

kreive sukurta pagal duomenis pateiktus 3 lenteléje, kurie grafiSkai pavaizduoti 5 paveiksle.

3 lentelé. Jdiegto vWF:CB metodo skirto von Vilebrando faktoriaus jungimosi su kolagenu gebai

nustatyti kalibracinés kreivés duomenys.

Priskiriama kalibraciné standarto
98 49 24,5 12,25 6,3
verte, %
Optinis tankis (Opt. vnt.) 2,572 1,881 1,205 8,21 0,391
3
25 H
: 2 —
g 1.5 ///
8
g 1 _—
S /
0.5
;»—’//4-
0 I
3.981 6.31 10 15.85 25.12 39.81 63.1 100
vWF aktyvumas, (%)

5 pav. ldiegto vVWF:CB metodo skirto von Vilebrando faktoriaus jungimosi su kolagenu gebai

nustatyti kalibracinés kreivés grafikas.

36




Ivykdzius kalibracija alikta vidaus kokybés kontrolé. ISmatavus normaliy verciy komercing
kontroling plazma gauta vert¢ vWF:CB=75,89 %, kai gamintojo nurodytas normos kontrolés verciy
intervalas yra 64-86 %, o vidutine vert¢e — 75 %. Sékmingai jgyvendinti kokybés kontrolés

reikalavimai.
4.3. Aprasomosios statistinés analizés rezultatai

Patvirtintais ir naujai jdiegtais laboratorinés diagnostikos metodais, skirtais VWF
kiekybiniams ir kokybiniams pokyCiams jvertinti, iStirti 29 asmenys. 20 (-iai) salyginai sveiky
atsitiktinai atrinkty asmeny ir 9 (-iems) asmenims su diagnozuota ar jtariama vWL nustatytos
vWF:Ag, vVWF:Ac, vWF:RCo, vWF:CB aktyvumo vertés. Palyginti rezultaty duomeny skirstiniai
tarp sergan¢iyjy ir sveikyjy grupiy. ISanalizuotas bendras tiriamyjy rezultaty duomeny rinkinys.
Bendro tiriamyjy grupiy skirstinio analizé skirta jvertinti rezultaty iSsidéstyma kliniskai reikSmingy

sprendimy zonoje. Tyrimy rezultatai naudojami tolesnéje metody palyginamojoje analizéje.
4.3.1. vWF:Ag rezultaty analizé

IStyrus 20 pacienty i$ atsitiktinai atrinkty tiriamyjy grupés tikslus skaitinis vVWF:Ag jvertis
nustatytas 19 tiriamyjy, o 9 asmeny grup€je su diagnozuota ar jtariama vWL kiekybinis vVWF:Ag
aktyvumas nustatytas visiems 9 tiriamiesiems. VWF:Ag tyrimo kiekybiniy kintamyjy imties centras,
sklaida, simetriSkumas, ekstremalios reikSmés pavaizduotos 6 paveiksle. Tikslios minéty statistiniy
charakteristiky reikSmés pateiktos 4 lentel¢je.

vWF:Ag rezultatai analizuoti tarp skirtingy tiriamyjy grupiy. Atsitiktiniy tiriamyjy grupéje
vWF:Ag reikSmés i$sidés¢iusios nuo minimalios 65 % iki maksimalios 419 % aktyvumo vertés. Tuo
tarpu tirilamyjy su diagnozuota ar jtariama vWL vWF:Ag aktyvumo vertés pasklidusios
siauresniame intervale nuo 14 % iki 127 %. Atsitiktiniy tiriamyjy vWF:Ag rezultaty mediana lygi
148 % ir yra Zenkliai didesné nei tiriamyjy su koaguliopatijomis grupés vWF:Ag mediana — 63 %.
Nustatyta atsitiktiniy tiriamyjy grupés VWF:Ag rezultaty sklaida didesn¢, kai interkvartilinis
skirtumas siekia 101 %, o sergan¢iy ar jtariamy vWL ligoniy rezultaty tik 46,5 %. Nustatyti
statistiSkai reikSmingai (p=0,001) vWF:Ag aktyvumo skirtumai tarp atsitiktinai atrinkty asmeny

grupés ir grupés asmeny su diagnozuota ar jtariama vWL.

37



500

400 o

100

I |
Atsitiktiniai Su koaguliopatija

6 pav. vWF antigeno aktyvumo tarp atsitiktiniy ir su koaguliopatija tiriamyjy grupiy staciakampés
diagramos. (Atsitiktiniai — salyginai sveiki atsitiktinai atrinkti asmenys; Su koaguliopatija — asmenys

su diagnozuota ar jtariama vWL; vWF:Ag — von Vilebrando faktoriaus antigenas.)

Siekiant jvertinti bendrg visy tiriamyjy rezultaty sklaidos charakteristikg ir pasiskirstyma
kliniSkai svarbiy reikSmiy intervale 6 paveiksle vaizduojama sta¢iakampé diagrama, kurioje zalios
punktyrinés linjos vaizduoja vWF:Ag tyrimo pamatiniy biologiniy verciy intervalas 50-160 %, zalia
i8tisine linija — normos ver¢iy vidurkj — 105 %. Atsitiktiniy tiriamyjy grupéje vWF:Ag mediana yra
zenkliai didesné uz normos vidurkj. Taip pat stebima Zenkli teigiama asimetrija normos vidurkio
atzvilgiu. Kaip ir buvo galima tikétis tiriamyjy su koaguliopatijomis grupéje vWF:Ag aktyvumo
mediana yra zZenkliai mazesné uz normos vidurkj. Taciau visas duomeny skirstinys pasiskirstes ne
tik patologiniy verCiy zonoje. Asmeny grupéje su diagnozuota arba jtariama vWL vWF:Ag
aktyvumo vertés, esanc¢ios normos ribose nurodo apie kokybinius vWL poky¢ius arba ne vWL

atvejus, kai vWF antigeno aktyvumas normalus, bet pasireiskia koaguliopatijoms biidinga klinika.
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4 lentelé. 6 paveiksle paizduoty staciakampiy diagramy skaitinés charakteristikos vVWF:Ag tyrimo

rezultaty duomeny rinkiniui.

Grupe Atsitiktiniai Su koaguliopatija Bendras

vWF:Ag
rezultaty

skirstinio charakteristika

n (N) 19 (20) 909 28 (29)
Mediana, % 148 63 98
Maziausia reikSmé, % 65 14 14
DidZiausia reik§meé, % 419 127 419
Qi 91 42 69,5
Qs 192 88,5 166,5
Interkvartilinis plotis (Q3-Q1), % 101 46,5 97

4.3.2. vWF:Ac rezultaty analizé

IStyrus 20 pacienty i$ atsitiktinai atrinkty tiriamyjy grupés tikslus skaitinis vWF: Ac jvertis nustatytas
17 tiriamyjy, o 9 asmeny grupé€je su diagnozuota ar jtariama vWL kiekybinis vWF:Ac aktyvumas
nustatytas visiems 9 tiriamiesiems. vVWF:Ac tyrimo kiekybiniy kintamyjy imties charakteristikos
pavaizduotos 7 paveiksle. Tikslios minéty statistiniy charakteristiky reikSmés pateiktos 5 lenteléje.
Atsitiktiniy tirlamyjy grupéje VWF:Ac reikSmés iSsidésCiusios nuo minimalios 104 % iki
maksimalios itin aukStos 913 % aktyvumo vertés. Tiriamyjy su diagnozuota ar jtariama vWL
VvWEF:Ac aktyvumo vertés iSsidésCiusios siauresniame intervale nuo 6 % iki 145 %. Atsitiktiniy
tirlamyjy vWF:Ac rezultaty mediana lygi 216 % ir yra Zenkliai didesné nei tiriamyjy su
koaguliopatijomis grupés vWF:Ac mediana — 65 %. Nustatyta atsitiktiniy tiriamyjy grupés vWF:Ac
rezultaty sklaida didesné, kai interkvartilinis skirumas siekia 314 %, o serganCiy ar jtariamy vWL
ligoniy rezultaty tik 55 %. Nustatyta, kad statistiSkai reikSmingai skyrési (p=0,00016) vWF:Ac
aktyvumas tarp atsitiktinai atrinkty asmeny grupés ir grupés asmeny su diagnozuota ar jtariama
vWL.
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7 pav. vWF aktyvumo tarp atsitiktiniy ir asmeny su koaguliopatija tiriamyjy grupiy sta¢iakampes
diagramos. (Atsitiktiniai — salyginai sveiki atsitiktinai atrinkti asmenys; Su koaguliopatija — asmenys

su diagnozuota ar jtariama vVWL; vWF:Ac — von Vilebrando faktoriaus aktyvumas).

vWF:Ac pamatiniy biologiniy verc¢iy intervalas yra 46,3—-145,6 % su vidurkio verte 96 %.
Atsitiktiniy tiriamyjy grup€je vWF:Ac mediana yra Zenkliai didesné uz normos vidurkj ir virSija
virSuting normos ribg. Taip pat stebima zenkli teigiama asimetrija normos vidurkio atzvilgiu. Tuo
tarpu tiriamyjy su koaguliopatijomis grupéje vWF:Ac aktyvumo mediana yra mazesné uz normos
vidurkj, tac¢iau didzioji dalis duomeny skirstinio yra normos ver¢iy zonoje. Patologijos zonoje
mazesn€je uz apating normos ribg yra tik maza dalis pacienty su koaguliopatijomis verciy. Verta
pastebéti, kad tai gali nurodyti apie kitg, nei vWL, koagulipatijos priezastj, arba specifinius 2 tipo
vWL potipiams biidingus vVWF:Ac pakitimus.
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5 lentelé. 7 pav. paizduoty staiakampiy diagramy skaitinés charakteristikos VWF:Ac tyrimo

rezultaty duomeny rinkiniui.

Grupe Atsitiktiniai Su koaguliopatija Bendras

vWEF:Ac
rezultaty

skirstinio charakteristika

n (N) 17 (20) 909 26 (29)
Mediana, % 216 65 98
Maziausia reikSmé, % 104 6 14
DidZiausia reik§meé, % 931 145 419
Qi 141 26 70
Qs 455 81 167
Interkvartilinis plotis (Q3-Q1), % 314 55 97

4.3.3. vWF:RCo rezultaty analizé

IStyrus 20 pacienty i§ atsitiktinai atrinkty tiriamyjy grupés tikslus skaitinis vWF:RCo
tikslus kiekybinis jvertis nustatytas 17 tiriamyjy, o 9 asmeny grupéje su diagnozuota ar jtariama
vWL kiekybinis vWF:Ac aktyvumas nustatytas 8 tiriamiesiems. VWF:Ag tyrimo kiekybiniy
kintamyjy imties centras, sklaida, simetriSkumas, ekstremalios reikSmés pavaizduotos 8 paveiksle.
Tikslios minéty statistiniy charakteristiky reikSmeés pateiktos 6 lenteléje.

Atsitiktiniy tiriamyjy grupeje vVWEF:RCo reikSmes iSsidés€iusios nuo minimalios 68 % iki
maksimalios itin aukStos 487 % aktyvumo vertés. Tuo tarpu tiriamyjy su diagnozuota ar jtariama
vWL vWEF:RCo aktyvumo vertés iSsidésCiusios siauresniame intervale nuo 9 % iki 197 %.
Atsitiktiniy tiriamyjy vVWF:RCo rezultaty mediana lygi 207 % ir yra zenkliai didesné nei tiriamyjy
su koaguliopatijomis grupés vVWF:RCo mediana — 71 %. Bendrai, tik maza atsitiktiniy tiriamyjy
rezultaty ver¢iy dalis patenka ]} normos ribas. Vyrauja vWF:RCo vertés Zenklai didesnés uz
aukS$Ciausig normos verte. Nustatyta atsitiktiniy tiriamyjy grupés vWF:RCo rezultaty sklaida

didesné, kai interkvartilinis skirumas siekia 153 %, o serganciy ar jtariamy vWL tyrimy rezultaty
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sklaida — 41 %. Mazg rezultaty sklaida serganciy ar su jtariama vWL tiriamyjy grupéje jirodo ir Q3
kvartilio sutapimas su iSoriniu staciakampés diagramos barjeru (95 eilés percentiliu). Taip pat
sergan¢iyjy koaguliopatijomis duomeny skirstiniui biidinga neigiama asimetrija, kai vertés
nukrypusios nuo vidurkio j zemy verciy pus¢. Apibendrinant, nustatytatas statistiSkai reik§mingas
vWF:RCo aktyvumo skirtumas (p=0,0001) tarp atsitiktinai atrinkty asmeny grupé€s ir grupés asmeny
su diagnozuota ar jtariama vWL.

Lyginant atsitiktiniy tiriamyjy grupés vWF:RCo aktyvumo rezultatus su normos ribomis
stebimas Zymus ver¢iy poslinkis link auk$ty verCiy zonos, vir§ normos riby. Lyginat tiriamyjy
grupés su koaguliopatijomis vVWF:RCo aktyvumo rezultatus su normos ribomis stebimas verciy
poslinkis link Zemy ver¢iy zonos, ta¢iau tik dalis rezultaty atspindi vVWF:RCo sumaZzéjimg ir galimag

vWL.
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8 pav. VWF:RCo aktyvumo tarp atsitiktiniy ir asmeny su koaguliopatija tiriamyjy grupiy
staCiakampés diagramos. (Atsitiktiniai — salyginai sveiki atsitiktinai atrinkti asmenys; Su
koaguliopatija — asmenys su diagnozuota ar jtariama vVWL; vWF:RCo — von Vilebrando faktoriaus

aktyvumas ristocetino kofaktoriaus aktyvumas.)
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6 lentelé. 8 pav. paizduoty staciakampiy diagramy skaitinés charakteristikos vVWF:RCo tyrimo

rezultaty duomeny rinkiniui.

Grupe Atsitiktiniai Su koaguliopatija Bendras

vWF:RCo

rezultaty

skirstinio charakteristika

n (N) 17 (20) 8(9) 26 (29)
Mediana, % 207 71 166
Maziausia reik§me, % 68 9 9
DidZiausia reik§meé, % 487 197 487
Qi 140 52 76
Qs 292 93 241
Interkvartilinis plotis (Q3-Q1), % 153 41 165

4.3.4. vWF:CB rezultaty analizé

IStyrus 20 pacienty i§ atsitiktinai atrinkty tiriamyjy grupés tikslus skaitinis vVWF:CB jvertis
nustatytas 13 tiriamyjy, o 9 asmeny grupéje su diagnozuota ar jtariama vWL funkcinis vVWF:CB
aktyvumas nustatytas visiems 9 tiriamiesiems. VWF:CB tyrimo kiekybiniy kintamyjy skirstinio
charakteristikas atspindinti staCiakampé diagrama pateikta 9 paveiksle, o tikslis jy jverciai nurodyti
7 lenteléje.

Atsitiktiniy tiriamyjy grupéje VWF:CB reikSmes iSsidés¢iusios nuo minimalios 86 % iki
maksimalios 212 % aktyvumo vertés. Tiriamyjy su diagnozuota ar jtariama vWL vWEF:CB
aktyvumo vertés iSsidésCiusios siauresniame intervale nuo 5 % iki 179 %. Atsitiktiniy tiriamyjy
vWF:CB rezultaty mediana lygi 176 % ir yra zenkliai didesné nei tiriamyjy su koaguliopatijomis
grupés VWF:CB mediana — 71%. Nustatyta atsitiktiniy tiriamayjy grupés vWF:CB rezultaty sklaida

mazesne (interkvartilinis skirtumas siekia 76 %), nei serganciy ar jtariamy vWL ligoniy rezultaty
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sklaida (siekianti 82 %). Nustatytas statistiSkai reikSmingai skirtumas (p=0,002) tarp vWF:CB
aktyvumo rezultaty atsitiktinai atrinkty asmeny grupéje ir grupés asmeny su diagnozuota ar jtariama

vWL.
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9 pav. VWF:CB aktyvumo tarp atsitiktiniy ir asmeny su koaguliopatija tiriamyjy grupiy
statiakampés diagramos. (Atsitiktiniai — sglyginai sveiki atsitiktinai atrinkti asmenys; Su
koaguliopatija — asmenys su diagnozuota ar jtariama vWL; vWF:CB — von Vilebrando faktoriaus

kolageno jungimosi geba.)

vWF:CB pamatiniy biologiniy verc¢iy intervalas yra 62—-138 % su vidurkio verte 100 %.
Atsitiktiniy tiriamyjy grupéje vVWF:Ac mediana yra zenkliai didesné uz normos vidurkj. Taip pat
stebima Zenkli teigiama asimetrija normos vidurkio atzvilgiu. Tuo tarpu tirlamyjy su
koaguliopatijomis grup¢je vWF:CB aktyvumo mediana yra maZesné¢ uz normos vidurkj ir artima
7emesnei normos veréiy ribai. Zemy veréiy patologijos zonoje yra dalis pacienty su
koaguliopatijomis VWF:CB aktyvumo verc¢iy. ISskirtiné savybé, buidinga serganciy ar jtariamai
serganiy VWL VvWEF:CB aktyvumo rezultatams, yra platus skirstiniodiapazonas, kai nustatytos
vWEF:CB aktyvumo vertés déstosi visose 3 zonose (VWF:CB aktyvumo sumaZzéjimas, norma ir

padidéjimas).
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7 lentelé. 9 pav. paizduoty stacdiakampiy diagramy

rezultaty duomeny rinkiniui.

skaitinés charakteristikos vVWF:CB tyrimo

Grupe
vWF:CB
Atsitiktiniai Su koaguliopatija Bendras

rezultaty

skirstinio charakteristika

n (N) 13 (20) 9 (9) 22 (29)
Mediana, % 176 71 123
Maziausia reikSme, % 86 5 5
Didziausia reikSmé, % 212 179 212
Qi 123 25 73
Q3 199 106 180
Interkvartilinis plotis (Q3-Q1), % 76 82 106

4.3.5. vWF funkcinio aktyvumo nustatymo metody palyginimas

Siekiant i$siaiskinti vVWF aktyvumo verciy skirtumus palyginti atsitiktiniy tiriamyjy grupés

vWF aktyvumo rezultatai gauti vWF:Ac, vVWF:RCo ir vWF:CB metodais. Naudojant Kruskalio—

Voliso kriterijy tikrinamas skirtingas vWF aktyvumo nustatymo metodais iSmatuoty vWF aktyvumo

ver¢iy mediany lygumas (10 pav.). Atlikus analiz¢ nustatyta, kad tarp vWF:Ac, vWF:RCo ir

vWF:CB skirstiniy mediany statistiSkai reikSmingy skirtumy néra (p=0,27).
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10 pav. Sveiky atsitiktiniy tiriamyjy, skirtingais metodais iSmatuoty vVWF aktyvumo skirstiniy
mediany palyginimas (VWF:Ac — von Vilebrando faktoriaus aktyvumas, (%); vWF:RCo — von
Vilebrando faktoriaus ristocetino kofaktoriaus aktyvumas, (%); vWF:CB — von Vilebrando
faktoriaus geba prisijungti kolagena, (%)).

4.4.vWF:Ac ir vWF:RCo metody atitikimas

Idiegus metoda, iSmatuotas vVWF:RCo aktyvumas atsitiktiniai atrinkty ir sergan¢iy ar su
jtariama vWL pacienty plazmose. Siekiant jsitikinti vVWF:RCo metodo tinkamumu nustatytas
vWF:RCo aktyvumas lygintas su ty paciy tiriamyjy vWF:Ac aktyvumu. Jvertinta tiesiné
priklausomybe tarp vVWF:RCo ir vWF:Ac kintamyjy. Taikant Spirmeno tiesinés priklausomybés
vertinimo kriterijy nustatytas koreliacijos koeficientas r=0,846, kai p=0,000069. Tarp kintamyjy
stebimas statistiSkai reikSmingas stiprus tiesioginis tiesinis rySys. Metody palyginimui ir atitikimui

jvertinti taikytas neparametrinis Passing—Bablok regresijos modelis.
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11 pav. Passing—Bablok regresijos modelis vWF:RCo ir vWF:Ac metody atitikimui palyginti. (Pilka
linijja — ideali teoriné tiesé su nuolinkiu 1 ir atkirta 0; raudona linija — nustatyta tiriamo modelio
regresijos ties¢; VWF:Ac — von Vilebrando faktoriaus aktyvumas, (%); vVWF:RCo — von Vilebrando

faktoriaus ristocetino kofaktoriaus aktyvumas, (%)).

Regresinés analizés grafike (11 pav.) pateikiama lyginamu metodu (vVWF:RCo) iSmatuoty
meéginiy verciy priklausomybé nuo etaloniniu metodu (VWF:Ac) iSmatuoty verciy. Raudona linija
atspindi skirtingais metodais gauty rezultaty priklausomybe, kuri apraSoma tiesés lygtimi y = 0,8472
X + 7,263 su determinacijos koeficientu R?>=0,877. Nustatyta, jog pastarajai tiesei biidingas nuolinkis
lygus 0,847 (su 95 % pasikliautinuoju intervalu 0,684—1,301) ir atkirta lygi 7,263 (su 95 %
pasikliautinuoju intervalu -19,24-31,01). Teorinés idealios regresijos tiesés nuolinkio verté 1
patenka j lyginamo metodo PI ver¢iy intervalg 0,684 < 1 < 1,301, todé¢l galime teigti, jog lyginamo
metodo nuolinkis nuo etaloninio metodo statistiSkai nereikSmingas. Taip pat teorinés idealios
regresijos tiesés atkirtos verté 0 patenka j lyginamo metodo PI verCiy intervalg -19,24 < 0 < 31,01,
todel galime teigti, jog lyginamo metodo atkirta nuo etaloninio metodo statistiSkai reikSmingai
nesiskiria. Metody palyginamosios analizés rezultatai nerodo satistiSkai reik§Smingy skirtumy, taciau
statistiSkai reikSmingy skirtumy nebuvimas negali biiti prilyginamas kliniSkai reik§mingy skirtumy

nebuvimui.
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4.5. vWF:RCo metodo poslinkio vertinimas pagal biologinés variacijos

koncepcija

ISryskinti metody nesutapimg, kuris gali turéti jtakos klinikiniams sprendimams
naudojamas neparametrinis riby sutapimo jvertinimas. Naudojantis ,,Analyse-it* programine jranga
apskai¢ivota, kad vWF:RCo metodo poslinkis lygus -10,58 % su PI nuo -29,58 % iki 11,05 %.
Analizés rezultatai pateikiami 12 paveiksle. Siekiant jvertinti metody klinikinj sutapima remiamasi
ECAT (angl. European Concerted Action on Thrombosis and Disabilities) nurodytais biologinés
variacijos duomenimis [42] (8 lentel¢) pagal biologinés variacijos koncepcijg apskaiciuotas
maksimalus leidZziamas vVWF:RCo metodo poslinkis lyginamas su nustatytu vVWF:RCo poslinkiu.
Apskaiciuotas didZiausias leidZziamas poslinkis lygus £9,4 % (9 lentel¢), kai nustatytas vWF:RCo
poslinkis -10,58 % (12 pav.).

Nustatytas metodo poslinkis netenkina biologinés variacijos koncepcijos keliamy
reikalavimy, kurie pateikti 9 lenteléje. vVWF:RCo metodu iSmatuotos vertés gali biiti pasislinkusios

nuo tikrosios vertés ir turéti neigiamos jtakos teisingam klinikiniy sprendinmy pri¢émimui.

8 lentelé. Biologinés variacijos vertés pagal ECAT (angl. European Concerted Action on Thrombosis and
Disabilities) duomeny bazé. (CV; — individo variacijos koeficientas, (%); CVss — variacijos koeficientas tarp
individy, (%); vVWF:RCo — von Vilebrando faktoriaus ristocetino kofaktoriaus aktyvumas, (%);
vWF:CB — von Vilebrando faktoriaus geba prisijungti kolagena, (%)).

Siekiamas neglaudumas (%)
Metodas CVy, (%) CVas, (%)
Diagnostinis Stebésnos
vWF:RCo 21,3 31,2 21,8 10,6
vWF:CB 25,6 28,0 35,5 12,8
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9 lentelé. Peteikiamas apskaiciuotas (pagal 3.2.7. poskyri) didziausias leidziamas analizés

neglaudumas (CVmay) ir didziausias leidziamas matavimo poslinkis (Poslinkismax). (VWF:CB — von

Vilebrando faktoriaus geba prisijungti kolagena, (%); vVWF:RCo — von Vilebrando faktoriaus

ristocetino kofaktoriaus aktyvumas, (%)).

Metodas CVmax, (%) Poslinkismax, (%)
vWF:RCo 10,7 9.4
VWF:CB 12.8 9,5
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12 pav. Riby sutapimo analizés grafikas. (vVWF:Ac — von Vilebrando faktoriaus aktyvumas, (%);

vWF:RCo — von Vilebrando faktoriaus ristocetino kofaktoriaus aktyvumas, (%)).

4.6.vWF:CB metodo pakartojamumas

Siekiant jvertinti metoda, nustatytas testo pakartojamumas (angl. Intra-Assay CV).

Procedira atlikta iSmatavus normaliy ir patologiniy koncentracijy kontrolinés plazmos vWF:CB

aktyvumg 8 pakartojimuose. Matavimy rezultatai pateikti 13 paveiksle.
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13 pav. Optinio tankio kitimai tarp kontroliniy medziagy pakartojimy. (n — pakartojimas; Kontroliné
medziaga ,N“ — kontroliné medziaga, krioje analités koncentracija normos ribose; Kontroliné

medziaga ,,P* — kontroliné medziaga, kurioje analité yra patologinés, zemos koncentracijos).

Apskaic€iuoti pakartojamumo variacijos koeficientai normaliy vWF koncentracijos verciy
plazmai yra CVn=5,85 %, o patologiniy vWF koncentracijos verciy plazmai yra CVp=4,95 % (10
lentel¢). Lyginant normos ir patologijos vidaus kokybés kontroliy pakartojimy verciy iSsibarstymag
apie vidurkj nustatyta, kad kontrolinei medziagai ,,N*, su aukStesne analités koncentracija biidingas
didesnis pakartojamumo variacijos koeficientas, t. y. didesné rezultaty sklaida, nei normos verciy

kontroliné¢je medziagoje.

10 lentelé. Vidaus kokybés kontroliy ,,N* ir ,,P* pakartojimy statistinés charkteristikos: vidurkis, SN

— standratinis nuokrypis; pakartojamumo variacijos koeficientas (CV).

Kontroliné . '
‘ n Vidutinis OT (Opt. vnt.) | SN (Opt. vat. ) | Pakartojamumo CV (%)
medziaga
Kontroling
_ 8 2,29 0,13 5,85
medziaga ,,N*
Kontroline
8 1,115 0,06 4,94

medziaga ,,P*
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Nustatyti CV rodikliai lyginti su nurodytais gamintojo metodikoje ir pateikiamais
literattiros $altiniuose. Gamintojas teigia, jog pakartojamumas testo viduje siekia 3,9 % ir 4,6 %
patologiniy ir normaliy vWF koncentracijy kontrolinéms plazmoms atitinkankamai. Metodo
pakartojamumo jvertinimo metu nustatyti variacijos koeficientai yra didesni uz nurodytus gamintojo
rekomendacijose. Taciau, pasak ECAT organizacijos rekomendacijy, vieno sveiko individo
vWF:CB metodu nustatomo vWF aktyvumo CV siekia 25,6 % (8 lentel¢). Tuomet, remiantis
biologinés variacijos modeliu didziausias leistinas analizatoriaus neglaudumas vWF:CB gali biti
12,8 % (9 lentel¢). Kontrolinéms plazmoms nustatyti CV yra maZzesni uz apskaiciuotg didziausig
leisting neglaudumg. Taigi, remiantis biologinés variacijos modeliu vWF:CB metodo

pakartojamumas yra leistinose ribose.
4.7.vWF:Ac ir vWF:CB metody atitikimas

Idiegus metoda, iSmatuotas vVWF:CB aktyvumas atsitiktiniai atrinkty ir sergan¢iy ar galimai
serganiy VWL pacienty plazmose. Siekiant jsitikinti vWF:CB metodo atitikimu atsitiktiniy
tiriamyjy plazmose nustatytas vVWF:CB aktyvumas lygintas su ty paciy tiriamyjy vWF:Ac
aktyvumu. Literatiiros Saltiniuose VvWF:CB apibiidinamas kaip patikimas metodas vWF
funkcionalumui jvertinti prilygstantis ir pranokstantis tradicini vVWF:RCo metoda, skirta vWF
funkcijoms vertinti [43]. Remiantis Sia informacija, lyginamas vWF:CB atitikimas su etaloniniu
vWF:Ac metodu. Jvertinta tiesiné¢ priklausomybé tarp vVWF:CB ir vWF:Ac kintamyjy. Taikant
Spirmeno priklausomybés vertinimo Kkriterijy nustatytas koreliacijos koeficientas r=0,908, kai
p=2,16-10°. Tarp kintamyjy stebimas statistiskai reik§mingas stiprus tiesioginis tiesinis rysys.
Metody palyginimui ir atitikimui jvertinti taikytas neparametrinis Passing—Bablok regresijos
modelis. Regresinés analizés grafike (14 paveikslas) pateikiama lyginamu metodu (VWF:CB)
iSmatuoty meéginiy veréiy priklausomybé nuo etaloniniu metodu (VWEF:Ac) iSmatuoty verciy.
Nustatyta metody priklausomybé¢, apraSoma tiesés lygtimi y = 0,877x — 9,142, su determinacijos
koeficientu R?>=0,904. Pastarajai tiesei biidingas nuolinkis lygus 0,877 (su 95 % pasikliautinuoju
intervalu 0,615-1,109) ir atkirta lygi 9,142 (su 95 % pasikliautinuoju intervalu -7,420-43,04).
Teorinés idealios regresijos tiesés nuolinkio verté 1 patenka j lyginamo metodo PI verciy intervala
0,615 < 1 < 1,109, todel galime teigti, jog lyginamo metodo nuolinkis nuo etaloninio metodo

statistiSkai nereikSmingas. Taip pat teorinés idealios regresijos tiesés atkirtos verté 0 patenka ]

51



lyginamo metodo PI verciy intervalg -7,420 < 0 < 43,04, tod¢l galime teigti, jog lyginamo metodo
atkirta nuo etaloninio metodo statistiskai reik§mingai nesiskiria. Metody palyginamosios analizés
rezultatai nerodo statistiSkai reikSmingy skirtumy, taciau butina jsitikinti kliniSkai reikSmingy

skirtumy nebuvimu.
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14 pav. Passing—Bablok regresijos modelis vVWF:CB ir vWF:Ac metody atitikimui palyginti. (Pilka
linijja — ideali teoriné ties¢ su nuolinkiu 1 ir atkirta 0; raudona linija — nustatyta tiriamo modelio
regresijos ties¢; VWF:Ac — von Vilebrando faktoriaus aktyvumas, (%); vWF:CB— von Vilebrando
faktoriaus geba prijungti kolagena, (%)).

4.8.vWF:CB metodo poslinkio pagal biologinés variacijos koncepcija

Naudojantis ,,Analyse-it* programine jranga apskaiciuota, kad vVWF:CB metodo poslinkis
lygus 1,29 % su PI nuo -11,45 % iki 18,30 %. Siekiant jvertinti metody klinikinj sutapima
naudojamasi biologinés variacijos koncepcija. Nustatytas metodo poslinkis lyginamas su
apskai¢ivotu didZiausiu leidZziamu poslinkiu (9 lentelé¢) naudojant ECAT pateiktus biologinés
variacijos duomenis VWF:CB metodui (8 lentel¢). Taigi, anot Saltiniy didZiausias leidziamas

poslinkis lygus 9,5 %, kai nustatytas vWF:CB santykin¢ mediana yra 1,29 % (15 paveikslas) ir
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atitinka metodo poslinkj. Nustatytas metodo poslinkis pagal biologinés variacijos koncepcija tenkina

ECAT keliamus reikalavimus vWF:CB poslinkiui.
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15 pav. Riby sutapimo analizés grafikas. (VWF:Ac — von Vilebrando faktoriaus aktyvumas, (%);
vWEF:CB- von Vilebrando faktoriaus geba prisijungti kolageng (%)).

4.9.18vestiniy rodikliy analizés rezultatai

vWEF ligos diagnostikai ir formos patikslinimui naudojami iSvestiniai rodikliai atspindintys
vWF funkcijos patikimus. Galimi funkcijos defektai jvertinami kaip vWF aktyvumo ir vWF kiekio
santykis. Priimtas santykio normos verciy intervalas yra 0,6-1,5. Santykis maZzesnis nei 0,6 liudija
apie VWF struktiiros pakitimus sutrikdanc¢ius funkcija. Apskaiciuoti ir palyginti skirtingais metodais
jvertinty VWF aktyvumo santikai su antigenu: vWF:RCo/vWF:Ag, ir vWF:CB/vWF:Ag su
vWF:Ac/vWF:Ag. Santykiy skai¢iavimui naudoti tik atsitiktinés grupés tiriamyjy rezultatai. Tokiu
biidu stengiamasi atmesti galimus santykio veréiy nukrypimus dél i§ tiesy esan¢iy vWF defekty.
Siekiant jsitikinti, kad naujai jdiegtais metodais nustatyty aktyvumo ver¢iy santykis su VWF
antigenu prilygsta etaloninio metodo vVWF:Ac santykiui su vWF antigenu. Santykiy priklausomybei
nustatyti naudojamas Spirmeno koreliacijos kriterijus ir jo jvertis koreliacijos koeficientas. Nustatyta

statistiSkai reikSminga (p=0,001) stipri (r=0,741) tiesiné priklausomybe tarp vVWF:RCo/vWF:Ag ir
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vWF:Ac/vWF:Ag santykiy. Taip pat nustatyta statistiSkai reikSminga (p=0,011) vidutiniskai stipri
(r=0,699) tiesiné priklausomybé tarp vVWF:CB/vWF:Ag ir vWF:Ac/vWF:Ag santykiy.

Siekiant jvertinti tiriamais metodais nustatyty vWF aktyvumo santykio su antigenu klinikinés
reik§més patikimuma, lyginama tiriamy metody santykio verciy galima interpretacija su etaloninio
metodo santykio verciy interpretacija. Rezultatai pateikiami taskiniu grafiku, kuriame santykiy
vertés vaizduojamos taskais, kaip VWF:RCo/vWF:Ag ar vWF:CB/vWF:Ag priklausomybé nuo
vWEF:Ac (16 paveikslas).
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16 pav. Surogatiniy zymeny priklausomybé tarp vWF:Ac/vWF:Ag ir vWF:RCo/vWF:Ag;
vWF:Ac/vWF:Ag ir vWF:CB/vWF:Ag

Meélynos spalvos punktyrinés linijos x ir y aSyse atspindi klinikiniy sprendimy ribines vertes
(normos ribas). Punktyriniy linijy formuojamas vidurinis kvadratas atspindi zong, kurioje lyginamy
menama jstrizin€ einanti nuo koordinaciy pradzios tasko atspinti proporcingus santykiy
sumaz¢jimus (pvz. vVWL atveju) arba santykiy padidéjima (pvz. Umios fazés bikléje). Visi like
kvadratai atspindi zonas, ] kurias patekusios vertés stokoja diagnostinés prasmés. Pastarosios vertés
gali biiti gautos dél metodo trikumy. Lyginant vWF:Ac/vWF:Ag santykio su vVWF:RCo/vWF:Ag
reik§mes nustatytos 5 (atitinkancios 31,25 %) nepatenkancios | zong su aiSkia diagnostine prasme.
Visy jyu VWF:RCo/vWF:Ag santykiai Zemesni nei vVWF:Ac/vWF:Ag. Vadinasi, VWF:RCo vertés yra

zemesnés lyginant su etaloninio metodo VWF:Ac vertémis. Tokia tendencija gali lemti klaidingai
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zemesnius santykius vVWF:RCo/VWF:Ag ir padidinta klaidingai diagnozuotos vWL rizika.
AnalogiSka situacija nustatyta ir lyginant vWF:Ac/vWF:Ag santykio su vVWF:CB/vWEF:Ag reikSmes.
Nustatytos 3 reikSmes (atitinkancios 25 %) nepatenkancios | zong su aiSkia diagnostine prasme. Tiek
vWF:RCo ar vWF:CB santykio su antigenu atveju, j koreliacijos modelj nejtraukiant tasky,

stokojanciy diagnostinés prasmés, koreliacijos koeficientai nepadidéjo.
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5. REZULTATU APTARIMAS

5.1. ApraSomosios statistinés analizés aptarimas

Visiems tiriamiesiems, priklausantiems sveiky atsitiktinai atrinkty ir serganciy vWL ar
kitomis nepatikslintomis koaguliopatijomis grupéms, atlikta vWF:Ag, vWF:Ac, vWF:RCo ir
vWEF:CB tyrimy rezultaty apraSomoji statistiné analizé. Pagrindinis, jos tikslas jvertinti duomeny
sklaidg zemy, normos ir aukSty vWF ver¢iy diapazone. Tai itin svarbu vVWF:RCo ir vWF:CB
atvejais ir palyginamosios metody atitikimo Passing—Bablok analizés metu, kai korektiSka analizé
galima tik lyginant visy kliniSkai svarbiy ver¢iy zonose.

Statistiné apraSomoji analizé¢ iSrySkino bendrag vWF kiekybinio ir funkcinio aktyvumo
auksty verciy tendencija, salyginai sveiky tiriamyjy grupéje, nors pastaryjy atranka ir vykdyta
atsizvelgiant | uzdegiminius rodiklius (CRB ir fibrinogeng). Kaip paaiskéjo, Sie rodikliai néra
informatyvus Zymuo galintis patikimai nurodyti uZzdegimine¢ bikle ir jos lemiamus vVWF aktyvumo
pokycius.

Tiriamyjy grupiy rezultaty rinkiniy sklaida analizuota atskirai. Bendra tiriamyjy grupiy
rezultaty analiz¢ iSkreipty duomeny centro (medianos) padétj, kai grupes sudaro ne vienodas
tiriamyjy nariy skaicius. Serganciy vWL ar kitomis nepatikslintomis koaguliopatijomis grupé yra
daugiau nei dvigubai mazesné, taciau Lietuvos mastu plésti imtj tiriamaisiais serganciais reta kraujo
kres¢jimo liga yra sudétinga. Be to, didelés imties tyrimai néra optimalus pasirinkimas apzvalginiy
naujy diagnostiniy metody jvertinimo atveju. Kai svarbius aspektus galima jvertinti maziau istekliy

reikalaujancioje mazoje imtyje.
5.2.Rekomendacijuy metodo jdiegimui pritaikymas

Tiksliai vWL diferencinei diagnostikai ir bitinas platus laboratoriniy metody spektras
galintis jvertinti kiekybinius ir kokybinius vWF defektus. Esan¢ios vWL laboratorinés diagnostikos
galimybés ribotos. Siuo metu VUL SK LMC jdiegti ir naudojami vWF:Ag ir trombocity agregacijos
tyrimo metodai, tuo tarpu Vaiky ligon¢je VUL SKF LMC — vWF:Ac. VUL SK LMC siekiama
idiegti metoda vWF funkcijoms nustatyti. Vienas i§ galimy pasirinkimy, kurj rekomenduoja
naudojamo analizatoriaus ,,STA R MAX* (Diagnostica Stago, Pranciizija) gamintojai — vVWF:RCo
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tyrimy spektra VWF:RCo metodu, ne visi vWL atvejai gali biiti iSaiSkinti. Uztikrintam vWL
nustatymui ir potipio patikslinimui reikalingas specifines vVWF funkcijas tiriantis metodas, toks kaip

vWF:CB (,,Asserachrom VWF:CB*, Diagnostica Stago, Pranctzija).

Metodo poreikis

Metodo
== pasirinkimas

Kokybeés tiksly

iSpildymas !
e - !
I Metodo | _____ N Metodo
jvertinimas gerinimas

o Profilaktiné
Metodo jdiegimas <---- priesidra
*
Méginiai Naudojimas | _____ . Kokybiés -
rutininéje analizéje kontrolé

TLETZ FUNDAMENTALS OF CLINICAL CHEMISTRY
Copyright € 2008 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.

17 pav. Naujo metodo jdiegimo schema

Pries apsisprendziant keisti ar jdiegti naujg metodg biitina apsvarstyti ir palyginti metodo
savybes taip pat jvertinti prielaidas sklandziam metodo naudojimui. Atsiradus metodo poreikiui,
apsisprendimo ir pasirinkimo eigoje rekomenduojama atlikti literatliros Saltiniy apzvalgg ir jau
aprasytus palyginamuosius tyrimus. Susipazinti su metodo savybémis, galimybémis, diagnostine
reikSme. Taip pat apsvarstyti galimas alternatyvas. Remiantis visa sukaupta informacija pasirinkti
potencialy metodag—kandidatg. Metodo—kandidato  patvirtinimui  rekomenduojama  atlikti
preliminarius jvertinimo tyrimus. Pastarieji turi buty palakiis kainos ir laiko atzvilgiu. Vertinat
metodg atsizvelgiama j:

1. glauduma,

2. tiksluma (poslinkj) ar lyginamy metody atitikima,

3. tiesiSkuma matavimo intervale ir tinkama matavimo intervalo ploti,

4. detekcijos ir kiekybinio vertinimo ribas,

5. interferencija,
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6. reagenty ir méginiy stabiluma,

7. normos ribas.
5.3. vWF:RCo metodo vertinimas

Nors Siuo metu VWF:RCo metodo, kaip priemonés vWF funkcijai jvertinti, reikSmeé
mazéja, taciau vis dar iSlieka aktuali, tiems laboratorinés diagnostikos centrams, kuriuose néra
galimybés palaikyti ar jdiegti alternatyvius funkcinio vVWF tyrimo metodus. Lawrie AS et al. tik
vienas 1§ daugybés Saltiniy kritikuojanc¢iy vWF:RCo, kaip glaudumo, tikslumo ir jautrumo stokojantj
metodg [44]. Pastarieji aspektai iSryskéjo ir diegiant vVWF:RCo metoda, apraSyta baigiamajame
darbe. Naudoto ,,STA R MAX*“ (Diagnostica Stago, Pranciizija) analizatoriaus gamintojai
rekomenduoja ,,ABP VWF RICO ASSAY* reagentus (ABP, Jungtin¢ Karalyst¢), kurie néra sukurti
naudojamam analizatoriui ir metodui. Sitlomas rinkinys skirtas pacienty trombocity agregacijos
tyrimams. Medziagos tik adaptuotos vWF:RCo tyrimui. Galimi sistemy nesuderinamumo triikumai
galéjo lemti kalibracinés kreivés tasky iSsibarstyma. Nors nustatytas determinacijos koeficientas
R?=0,992 tenkina gamintojo nurodyta minimalig klibracinés kreivés determinacijos koeficiento
reik§me R?=0,985, taciau stebimas akivaizdus neproporcingas skiedimui, optinio tankio pokytis
lemiantis netikslig kalibracinés kreivés interpoliacijg (siekiant iSlaikyti bendrg 3—ios eilés
polinoming priklausomybe) tarp gauty iibarsdiusiy kreivés tagky, o ne tiksliai juose. Sj verdiy
iSsibarstyma galé€jo lemti netikslus standartiniy trombocity dozavimas, dél nepakankamai efektyvaus
maiSymo ir ne homogeniskos trombocity koncentracijos suspensijoje palaikymo. Galima priezastis —
per mazas maiSancio magneto pavirSiaus plotas.

Naudojantis sugeneruota kalibraciné kreivé iSmatuojamos vVWF:RCo aktyvumo vertés
esancios 13—160 % intervale. Tiriant atsitiktiniy pacienty plazmas susidurta su atvejais, kuomet
iSmatuotos reikSmeés yra didesnés nei maksimali kalibracinés kreives verté. Siekiant gauti tikslias
vertes butina jdiegti papildomus protokolus, kai tiriama plazma skiedZiama ir tikrosios vVWF:RCo
aktyvumo vertés apskaiciuojamos jvertinant skiedimg. Didziausias naudotas skiedimas — 30 karty.
Su problemomis susidurta ir matuojant sergan¢iy vWL ar galimai serganc¢iy vWL pacienty plazmas,
kurioms biidingas Zemas vVWF:RCo aktyvumas. Kalibracin¢ kreivé apima vWF aktyvumo reikSmes
nuo 15 %. Tarp tiriamyjy pacienty pasitaiké atvejy, kuomet vVWF:RCo aktyvumas yra maziau nei 15
%. Trecios eilés polinomine lygtis patikimai apraso vertes iki 13 % vWF aktyvumo. Nustatyti tikslia
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aktyvumo reik§mg¢ svarbu diferencijuojant vWL tipus: 1vWL ar 2vWL biidingas i§ dalies ar zenkliai
sumazgjes VWF:RCo aktyvumas, 3 vWL tipui budingas neiSmatuojamas vWF:RCo aktyvumas.
Todé¢l atvejais kai tikrasis vWF:RCo iSmatuojamas ir yra reikSmiy intervale iki 13 % sistema
pateikia atsakymg iSraiSka <13 %. Tai gali buti klaidingai interpretuojama kaip neiSmatuojamas
vWF:RCo aktyvumas, budingas 3 vWL. Sistema sukonfigiiruota taip, jog tiriama plazma visada
skiedziama 3 kartus, o iSmatuotos aktyvumo reikSmés pateikiamos jau jvertinus skiedimg. Minimali
aktyvumo verté su 3 karty skiedimu gali biiti 13 %. Siekiant iSmatuoti Zemas aktyvumo vertes jvesti
papildomi protokolai, kuriuose naudojamas 2 karty skiedimas arba tiriama plazma visai
neskiedziama, nes praskiedus vWF:RCo aktyvumas tampa neiSmatuojamas. [vesti papildomi
protokolai skirti matuoti itin aukStoms ir zemoms VWF:RCo aktyvumo reik§méms reikalauja
papildomy laiko ir reagenty sgnaudy, kai tas pats méginys analizuojamas keletg karty, nustatant
tinkamg skiedimg ir tikrosios reikSmés matavimo intervalg. Tai itin apsunkina efektyvy metodo
taikymg rutininéje laboratorinéje praktikoje.

Siekiant jsitikinti tinkamu analizatoriaus veikimu ir reagenty patikimumu atliekama
kokybés kontrolé komercine kontroline medziaga. Patologiniy ver¢iy kontroliné medziaga yra
specializuota ir priklausanti rinkiniui. Normaliy ver¢iy kontroliné medziaga néra vWF:RCo reagenty
rinkinio dalis. Metodo protokole nurodyta rekomenduojama kontroliné normaliy verciy plazma
specializuota kitiems gamintojo metodams ir analitéms. Taip pat nenurodytas ir normaliy verciy
kontrolés vidurkis ir reikSmiy patekimo intervalas. Vadinasi, normaliy reikSmiy zonai netaikoma
jokia kokybés kontrolé. Tokia praktika gali lemti klaidingus vWF:RCo rezultatus ir rezultaty
interpretacijos klaidas. 1 vWL ir 2 vWL atvejais vVWF:RCo aktyvumas gali biiti normos ribose, tod¢l
bitina, kad ir normaliy ver¢iy zonoje iSmatuoti rezultatai bty patikimi.

vWEF:RCo aktyvumas jvertimas optinio tankio poky¢iu nustatomu 540 ir 405 nm bangos
ilgyje. Siame bangos ilgyje hemoglobino formoms, bilirubinui, chilomikronams ar
triacilgliceroliams nebtidinga maksimali sugertis. Ikianaliziniy klaidy ar klinikiniy bukliy atveju
galimai vyksianCios spektrinés interferencijos jtaka vWF:RCo vertéems minimali. Ikterijos,

hemolizés ir lipemijos jtaka vWF:RCo rezultatams vaizduojama 18 paveiksle.
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18 pav. Analizuojamy metody VWF:RCo ir vWF:CB matavimo bangos ilgiai méginio ikterijos,

hemolizés ir lipemijos sugerties atzvilgiu [45] (Amat— matavimo bangos ilgis).

Trumpiausias vVWF:RCo rinkinio komponenty stabilumas — 4 valandos. vWF:CB metodo
reagenty rinkinys gali buti dalinamas j 2 dalis. Kiekviena dalis skirta jvykdyti 28 reakcijoms.
Kiekvienos analizés metu privaloma sukurti kalibracing kreive ir atlikti bent patologiniy verciy
kokybés kontrole. Kalibraciné kreiveé sudaryta i§ 6 tasky, kai vienam taSkui gauti vykdomos 2
reakcijos. Vieno lygio kokybés kontrolei vykdomos taip pat 2 reakcijos. Vadinasi vien jgyvendinti
bitinas metodo ir kokybés kontrolés salygas reikalinga 14 reakcijy. Maksimaliai iSnaudojant
reagenty rinkinj optimalu rinkinj dalinti iSnaudojant vieng dalj i§ dviejy, kai jvykdzius biitinas
metodo ir kokybés kontrolés salygas ir iStiriama 14 pacienty arba rinkinio nedalinti, kai jvykdzius
bitinas metodo ir kokybés kontrolés sglygas ir iStiriami 42 pacientai. Optimalios sglygos priklauso
nuo jstaigoje esancio klinicisty uzsakymy skaiciaus, VUL SK numanomas galimas vWF:CB
poreikis gali biiti suderinamas su efektyviu (kasty atzvilgiu) metodo jgyvendinimu, iSlaikant palanky
uzsakymo i$pildymo laika.

vWF:RCo gamintojas nepateikia metodui pritaikyto pamatiniy biologiniy ver¢iy intervalo.

Naudojamasi bendromis literatiiros Saltiniuose nurodomomis normos vertémis.

60



5.4.vWF:CB metodo vertinimas

Komercinis ,,Asserachrom VWF:CB*“ (Diagnostica Stago, Pranciizija) reagenty rinkinys
pritaikytas ,,Gemini analizatoriui (STRATEC Biomedical AG, Vokietija). Sis analizatorius gali
vykdyti visiSkai automatizuotas ELISA tipo reakcijomis pagristas metodikas. Taciau diegiant
»Asserachrom VWF:CB*“ metoda to padaryti nepavyko. Susidurta su techninémis klititimis, kai
analizatoriaus dalys — reagenty talpy laikikliai neatitinka paciy reagenty talpy ar minimaliy likutiniy
tariy. D¢l Sio sistemy nesuderinamumo pasirinkta alternatyvi ELISA tipo reakcijy vykdymo
metodika — pusiau automatinis biidas, kai méginiy ir reagenty patalpinimas ] reakcijos vieta
vykdomas rankiniu budu. Kritiné ir itin svarbi plovimo stadija, garantuojanti ELISA reakcijy s¢kme,
vykdyta automatiSkai. Rankiniu budu dozuojant meéginius ar reagentus did¢ja sisteminiy ir
atsitiktiniy klaidy tikimybeé. Tai gali lemti didelg variacijg ir Zemo lygio pakartojamuma. Pastarasis
aspektas galéjo turéti jtakos pakartojamumui metodo viduje, kuris netenkino gamintojo nurodymy.
Kita vertus, gamintojo nurodytas pakartojamumas metodo viduje yra mazdaug dvigubai mazesnis
nei jprastai nustatomi literatiiros Saltiniuose, tirian¢iuose VWF:CB metody, pagristy ELISA tipo
reakcijomis, charakteristikas (pvz. [36]). Galima jtarti, jog gamintojo nurodytos charakteristikos gali
biti iSpildomos tik esant idealios sutapties saglygoms, kai naudojama ta pati analiziné sistema. Taciau
jsitikinti biity sunku, to gamintojas nenurodo. Pateikti itin Zemi pakartojamumo ir atkuriamumo
variacijos koeficientai vertinami ne kaip realiai iSpildomas kokybés kriterijus, o komerciniais
motyvais pagrjstas rodiklis. Juo labiau, ir esant didesniems pakartojamumo variacijos koeficientams
nenustatyta reikSminga jtaka galinti neigiamai paveikti rezultaty interpretacijg ir klinikinius
sprendimus.

IS sugeneruotos kalibracinés kreivés iSmatuojamos vWF:CB aktyvumo vertés esancios
6,13-98 % intervale. Kalibracing kreive apraSanti tiesés lygtis patikimai atspindi aktyvumo
priklausomybe 1-140 %. Tai yra darbinis matavimo intervalas. Tiriant plazmas su patologiniy
ver¢iy vVWF:CB aktyvumu matavimo intervalas pakankamas. Taciau tiriant normaliy ver¢iy plazmas
daznu atveju 1-140 % matavimo intervalo nepakanka. Tuo jsitikinta tiriant atsitiktiniy pacienty
grupe, kai i§ 20 tiriamyjy 7 nepavyko iSmatuoti tikslios vVWF:CB aktyvumo vertés, dél virSyto
matavimo intervalo. Siuo atveju atsakymo rezultatai jgauna pusiau kiekybinj pavidala (>140% ).
Galimas tyrimo kartojimas skiedZiant tiriama plazmg néra racionalus ir taikytinas kai tyrimas trunka

apie 3 valandas. Galimas §ios problemos sprendimo buidas skiesti tiriamyjy plazmas 1:51 ar 1:102,

61



kaip nurodyta gamintojo metodikose. Taciau atsiranda rizika gauti Zemas, neiSmatuojamas vWF:CB
aktyvumo vertes, kai neturima jokio preliminaraus numanymo, kokia tikroji vWF aktyvumo verté.
Kaip tik Sios aplinkybés daznai susiklosto rutiningje klinikinés laboratorijos praktikoje.

vWF:CB aktyvumas jvertimas optinio tankio pokyciu nustatomu 450 nm ir 620 nm bangos
ilgiuose. Pastarajame bangos ilgyje hemoglobino formoms, bilirubinui, chilomikronams ar
triacilgliceroliams nebiidinga maksimali sugertis (18 paveikslas). Vadinasi vWF:CB metodas gali
biiti taikomas esant tiriamos plazmos nezenkliai hemolizei, ikterijai ar lipemijai. Ikianaliziniy klaidy
ar klinikiniy bukliy atveju galimai vyksiancios spektrinés interferencijos jtaka vWF:CB vertéms
minimali.

Trumpiausias vVWF:CB rinkinio komponento stabilumas — 4 valandos. vVWF:CB metodo
reagenty rinkinys gali buti dalinamas j 3 dalis. Kiekviena dalis skirta jvykdyti 32 reakcijoms.
Kievinos analizés metu privaloma sukurti kalibracing kreive ir atlikti bent patologiniy verciy
kokybes kontrole. Kalibraciné kreiveé sudaryta i§ 5 taSky, kai vienam taSkui gauti vykdomos 2
reakcijos. Vieno lygio kokybés kontrolei vykdomos taip pat 2 reakcijos. Vadinasi vien jgyvendinti
biitinas metodo ir kokybés kontrolés salygas reikalinga 12 reakcijy. Maksimaliai iSnaudojant
reagenty rinkinj optimalu dalinti iSnaudojant vieng dalj i§ trijy, kai jvykdzius biitinas metodo ir
kokybes kontrolés saglygas ir iStiriama 10 pacienty (1-am pacientui po 2 pakartojimus), rinkinj
dalinti iSnaudojant dvi dalis i§ trijy, kai jvykdzius bitinas metodo ir kokybés kontrolés sglygas ir
iStirlama 26 pacientai ar rinkinio nedalinti, kai jvykdzius biitinas metodo ir kokybés kontrolés
salygas ir iStirlami 42 pacientai. Optimalios sglygos priklauso nuo jstaigoje esancio klinicisty
uzsakymy skaiciaus. VUL SK numanomas galimas vWF:CB poreikis gali biiti suderinamas su
efektyviu (kasty atzvilgiu) metodo jgyvendinimu, iSlaikant palanky uzsakymo atlikimo laika.

Sio tyrimo metodo privalumas tas, jog gamintojas pateikia metodui pritaikytas pamatiniy
biologiniy verCiy intervalo reikSmes. Pateikiamose normose atsizvelgiama ir ] kraujo grupé jtaka

normalioms vVWF:CB vertéms.
5.5. vWF:RCo ir vWF:CB metody tinkamumo jvertinimas

Siekiant racionaliai ir nesaliSkai jvertinti realias metodo idiegimo galimybes kiekvienas i$
metody—kandidaty vertinamas pagal 7 savybes. Jei metodas pateisina vertinamg savybe, suteikiamas

T, jei ne - Ivertis ,,+/-“ suprantamas kaip 1§ dalies pateisinta savybé¢ ir vertinama teigiamai ,,+*,
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bet su tam tikromis iS§lygomis. Sumuojant bendrg ,,+* skaiCiy Sis jvertis kiekybiskai jgauna 1/2,+
verte. Galutiniai metody vertinimo rezultatai pateikiami 11 lenteléje.

D¢l tiriamo metodo trukumy lémusiy eksperimento schemos pasikeitimus (iSeikvotos
galimos reakcijos), tiriamajame darbe nebuvo jvertintas vVWF:RCo metodo glaudumas. Tuo tarpu
vWF:CB metodo glaudumas tenkino keliamus reikalavimus. Naudojant Passing—Bablok metody
palyginimo modelj nustatyta, jog VWF:RCo metodas netenkina keliamy poslinkio reikalavimy ir
pasizymi zemu atitikimu etaloniniam metodu, kai vWF:CB atitikimas vWF:Ac yra geras, o poslinkis
tenkina keliamus reikalavimus. Vertinant tiesiSkumg matavimo intervale atsizvelgiama j kalibracijos
s¢kme ir kalibracinés kreivés kokybe. Abiem metodams jvykdyta sékminga kalibracija su
reikalavimus tenkinanciais determinacijos koeficientais. Analizuojant abu tiriamus metodus
susidurta su matavimo intervalo ploCio trukumais. Kai daznu atveju nustatomos vWF aktyvumo
vertés vir§ija matavimo intervalo plotj, taip komplikuojamas tikslus kiekybinis vWF aktyvumo
jvertinimas. Si problema gali biiti sprendziama taikant méginio skiedimus. vVWF:RCo atveju
matavimo intervalas neapima itin aktualiy zemo vWF:RCo aktyvumo verciy, taciau Si problema 18
dalies gali biiti sprendZiama panaikinant pirminj méginio skiedimg pirminiame protokole. vVWF:CB
detekcijos riba siekia 1 %, tai puikiai pateisina keliamus detekcijos riby reikalavimus. Tiriamiems
metodams nenustatytas galimas reikSmingas optinés interferencijos poveikis. vVWF:RCo reagenty
stabilumas trumpas ir sunkiai suderinamas su efektyviu reagenty ir iStekliy naudojimu. vWF:RCo
gamintojai nepateikia rekomenduojamy normos verCiy, o VWEF:CB gamintojai pateikia

rekomenduojamas normos vertes.

11 lentelé. Galutiniai metody jvertinimo rezultatai (,,+“ — metodas pateisina vertinamg savybe; ,,-“ -

metodas ne pateisina vertinamos savybes; ,,+/-“ — i$ dalies pateisinta savybe¢).

Vertinama savybé vWF:RCo vWF:CB
1. Glaudumas Néra duomeny L
2. Tikslumas (poslinkis) ir lyginamy metody atitikimas i L
3. TiesiSkumas matavimo intervale n n
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4. Matavimo intervalo plotis, detekcijos riba,
kiekybinio vertinimo riba /- -
5. Interferencija n .
6. Reagenty ir méginiy stabilumas i .
7. Normos ribos i .
Bendras ,,+* skai¢ius (Visi galimi) 2,5 (6) 6,5 (7)

Susumavus gautus rezultatus paaiskéjo, jog vWF:RCo nepateisino metodui keliamy
lukesCiy. vVWF:RCo nerekomenduojama svarstyti kaip galimo patikimo metodo vWF aktyvumui
vertinti. Juo labiau kai egzistuoja puiki alternatyva — vWF:Ac metodas. vWF:CB gali biti

svarstomas kaip tinkamas metodas vVWF aktyvumui ir funkcijoms vertinti.
5.6.Pacienty sergan¢iu vWL ar jtariama vWL atvejy analizé

9 pacienty grupei su diagnozuota ar jtariama vWL atliktas visas VUL SK LMC ir Vaiky
ligonés VUL SKF LMC esanciy laboratoriniy tyrimy spekras, skirtas vWL diagnostikai. Taip pat
pacientai tirti ir naujai jdiegtais vVWF:RCo ir vWF:CB metodais. Kadangi metodai néra patvirtinti
Sty tyrimy rezultatai vertinami kaip papildoma, gretutiné informacija, o ne patikimas kriterijus
priimti klinikinius sprendimus. Pacienty atvejy analizé ir interpretacija atlikta remiantis tyrimy
rezultatais pateiktais 3 priede.

Pacienté¢ LT—1 yra 6 mety amziaus mergait¢ su kraujavimo klinika. Pacientés kraujo grupe
O Rh(D) teigiama (+), todél rezultaty analizéje naudotasi normomis rekomenduojamomis $iai kraujo
grupei. Stebimi rutininiy kraujo kre$¢jimo tyrimy pokyciai: pailgéjes PT ir ADTL laikas. Taip pat
stebimi specifiniy vWL diagnostiniy tyrimy pokyciai. vWF:Ag ir vVWF: Ac aktyvumo sumaz¢jimas ir
vWEF:Ac/ vWF:Ag santykio sumazéjimas lygus 0,6. Pastaroji santykio verté¢ budinga kokybiniams
vWF pokyc€iams ir sutrikusiai funkcijai. Funkcijos sutrikimai bidingi 2 tipo vWL. Galimg 2vWL
tipo diagnozg¢ iliustruoja ir vVWF:RCo ir vWF:CB vertés, kurios Zenkliai sumazéjusios ir artimos
detekcijos ribai. Taip pat ir vVWF:RCo/ vWF:Ag ir vVWF:CB/ vWF:Ag santykiai lygiis 0,2. Tai rodo
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rySkius vVWF funkcijos pakitimus. Toliau atlikti tyrimai skirti diferencijuoti 2 tipo VWL potipius.
Atlikus FVIII aktyvumo tyrimus atmesta 2N vWL. Nors FVIII aktyvumas ir sumazgjes taciau
FVIII/vWF:Ag santykis lygus 1,8 isduoda, jog pacientés vWF specifinés saveikos su FVIII
nepakitusios. Bendras FVIII aktyvumo sumazéjimas atsiranda dél bendro vWF:Ag aktyvumo
sumazejimo, kai dél vWF deficito FVIII degraduojamas. Galima FVIII stoka ir hemofilija paneigia
sumazejes VWF aktyvumas. Taip pat ekskliuduojamas 2B vWL, kai RIPA-L rezultatai yra normos
ribose. Taip pat nestebimas RIPA-H sumaz¢jimas aiSinamas kiekybiniais ir kokybiniams vWF
poky¢iais. Tolesnei 2A vWL ar 2M vWL diferenciacijai butina multimery analizé elektroforezés
metodu. 2M vWL tipui biidinga DMM multimery stoka, kai 2A vWL multimery elektroforezinis
profilis normalus.

Pacientas LT-2 yra 2 m. amZiaus berniukas su netipine kraujavimo klinika. Biidingos
visame kiine atsirandancios sunkiai gyjancios kraujosriivos. Kraujosriivy atsiradimg sukelia net
nezymus fizinis kontaktas, pvz. vaikiSkos kepurélés rySio jspaudas. Stebimi rutininiy kraujo
kreseéjimo tyrimy pokyciai — Zenkliai pailgéjes ADTL laikas. Taip pat padidéjes trombocity skaicius,
aiSkinamas mieloidinio kamieno aktyvinimu po nukraujavimy. Atlikus vWL diagnostikai skirtus
tyrimus nukrypimai nuo normos verciy nestebimi. Vienintelis pokytis — fibrinogeno koncentracijos
ir FVIII aktyvumo padidéjimas. Galima uzdegiminé biikl¢, maskuojanti vVWF pokyc€ius. Uzdegimas
gali turéti jtakos ir trombocitozei. Rekomenduotina ir tikslinga kartoti tyrimus biiklei pageréjus.

Pacientas LT—3 yra 5 m. amziaus berniukas su kraujavimo klinika ir pailgéjusiu kraujavmo
laiku. Paciento kraujo grupé B Rh(D) neigiama(—). Kraujo grupés jtaka vWF aktyvumui nebiidinga.
Rutininiy kraujo kres¢jimo tyrimy pokyciai nestebimi. Specifiniai vWL diagnostiniai tyrimai
atskleidza kokybinius vVWF funkcijos pakitimus, kai vVWF:Ag normos ribose, o vVWF:Ac sumazgjes.
Tai atspindi ir vVWF:Ac/ vWF:Ag santykis lygus 0,5. Papildomi funkcijy tyrimai vWF:RCo ir
vWEF:CB papildo ankstesnius radinius ir atspindi funkcinius vWF pokyCius ir 2 tipo vWL.
Agregacijos tyrimy rezultatai su LRIPA agonistu paneigia 2B potipio vVWL. Taip pat atmetama ir 2N
potipio VWL, nes nustatytas FVIII aktyvumas ir santykis su vVWF:Ag normos ribose. 2A ir 2M vWL
potipiy skirtumai nustatomi tik multimery elektroforezés biidu, kai 2A vWL atveju stebima DMM
multimery stoka, o 2N vWL metu pasiskirstymo profilis normalus. Dar vienas, ne itin jautrus
kriterijus vVWF:CB aktyvumas. 2M vWL atveju vVWF:CB vertés normos ribose ar sumaz¢jusios

nezenkliai, kai 2A vWL metu vWF:CB sumaZzéjimas Zenklus. Pastarasis atvejis vWF:CB aktyvumo
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atzvilgiu giminingesnis 2M potipio vWL. Tiksliam vWL tipo nustatymui rekomenduojama atlikti
multimery analizg elektroforezés metodu.

Pacient¢ LT—4 yra 12 m. mergaité, kuria budinga rys$ki kraujavimo klinika. Pacientés
kraujo grupé O Rh(D) teigiama (+), todél rezultaty analizéje naudotasi normomis
rekomenduojamomis O kraujo grupei. Atlikus rutininius kraujo kres$¢jimo tyrimus nustatytas ADTL
pailgéjimas. Specifiniai VWF tyrimai nerodo reik§mingy nukrypimy nuo normos. Agregacijos
tyrimo metu nustatyta ribiné agregacijos aktyvumo verté su ADP agonistu ir sumazejes aktyvumas
su didelés koncentracijos ristocetinu. Pastarasis radinys nudoro, jog galimi trombocito ar jo
pavir§iaus struktiiry (receptoriy) pokyéiai. Sis jtarimas kyla lyginat vVWF:RCo ir vVWF:Ac su RIPA
agregacijos rezultais. vVWF:RCo ir vWF:Ac tyrimai nerodo nukrypimy nuo normos. Vadinasi
sgveika tarp standartiniy trombocity (su normaliomis pavirSiaus struktiiromis) ir pacientés vVWF yra
nepakitusi. Todé¢l atmetama vWL, dél vWF multimery pokyc€io galimybés. Nukrypimai iSrySkéja
tuomet, kai reakcijoje dalyvauja tiriamosios trombocitai. Agregacijos pokyciai tik su ADP ir
RISTO-H agonistu biidingi trombocity kaupimo sutrkimams, bei egzogeniniy preparaty sukeltiems
kreséjimo sutrikimams, Bernard—Soulier sindromui, TT VWL. Zinoma, kad pacienté nevartoja jokiy
vaisty. Be to, pacientés mamai nustatyta nepatikslinta koaguliopatija su panasia klinikine iSraiskai
kaip ir pacientei. Kraujo tepinélyje stebimi morfologiniai pokyciai: dideli trombocitai, taciau
trombocitopenijos néra. Bernard—Soulier sindromas ir TT vWL diagnozés atmestos atlikus
trombocity Gplb receptoriy tipavimo tyrimus, tekmés citometru. Pokyciai nenustatyti. Nepaneigti
lieka tik trombocity granuliy saugojimo ir i§skyrimo sutrikimai. Siuo metu diagnozé jvardinta kaip
nepatiklinti kokybiniai trombocity pakitimai.

Pacientas LT—5 yra 9 m. amZiaus berniukas. Pacientés LT—4 brolis. Siam tiriamajam
nebiidinga zymi kraujavimo anamnez¢. Pastebétas retai pasireiSkiantis kraujavimas i§ nosies,
galimai ne spontaniSkas, o iSprovokuotas aplinkos poveikio. Laboratoriniai tyrimai atlieckami
siekiant jvertitnti galimg paveldéjima ir ligos fenotipo pasireiSkima Seimoje, kai LT—4 ir LT-5
mamai nustatyta neaptikslinta trombocitopatija. Pacientui LT-5 atlikus visg galimy vWL tyrimy
spektra, pokyciai nenustatyti. ISskyrus ideopating trombocitoze, kuriai priezastis nenustatyta.

Pacienté¢ LT—6 yra 2 m. amziaus mergaite, su biidinga Svelnia kraujavimo klinika. Pacientei
nustatyta A krajo grup¢ Rh(D) teigiamas(+), kraujo grupé¢ jtakos vWF tyrimy rezultaty
interpretacijai jtakos neturi. Atliktus tyrimus skirtus vVWF kokybiniams ir kiekybiniams pokyc¢iams

jvertinti pakitimai nenustatyti. Pastariesiems radiniams prieStarauja RIPA-H tyrimo rezultatai. Su
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didelés koncentracijos ristocetino agonistu nustatytas zemas agregacijos aktyvumas. Skiekiant
atmesti atsitiktinés klaidos tikimybe tyrimus rekomenduojama kartoti. Rezultatams atsikartojus
biitina kokybiniy trombocity pokyciy diferenciacija nuo vWL. Tam pasitarnauty vWF multimery
tyrimai.

Pacient¢ LT—7 yra 15 mety mergina. Biidinga klinika — gausus kraujavimas menstruacijy
metu. Taip pat nereguliarus ciklas, kurio gydimui paskirti geriamieji kontraceptikai. Atlikti tyrimus
nustayta padidéjusi fibrinogeno koncentracija taip pat padidéjes vWF:RCo, VWF:CB ir FVIII
aktyvumas. Didéle tikimybe, kad minétus pokyCius sukelia taikoma terapija. Rekomenduojama
tyrimus kartoti nutarukus gydyma kontraceptinémis tabletémis.

Pacientas LT—8 12 mety berniukas. Su teigiama kraujavimo klinika ir Seimine anamneze.
Paciento mamai diagnozuota 1 tipo vWL. Rutininiy kraujo kre$¢jimo tyrimy pokytis — pailgéjes
ADTL. Sumazéjusi vWF:Ag verté¢ nurodo apie kiekybinius vWF pokycius. Atveju, kai stebimas
kiekybinis vWF:Ag sumazéjimas, Zemesnés VWF:Ac, vWF:RCo, vWF:CB aktyvumo vertés
nebiitinai nurodo kokybinius VWF pokycius. 1 ir 2 vWL tipy diferenciavimui naudojamasi
surogatiniais iSvestiniais rodikliais. Nustatatytas vVWF:Ac/vWF:Ag ir vWF:RCo/vWF:Ag santykiy
sumazéjimas liudija galimg 2 tipo vVWL ir vWF funkcija pazeidzianCius pokycius. NetipiSkai
vWF:CB/vWF:Ag santykio verté — normali. Tokia santykiy kompozicija bidinga 2M vWL potipui,
kai atmesta 2N vWL tipo galimyb¢, esant FVIII/vWF:Ag normos ribose. Vertéty pastebéti, kad
zenklus kiekybinis vVWF sumaz¢jimas lemia vWF funkcinio aktyvumo pokycius d¢l bendros vWF
stokos. Siuo atveju, kai vVWF:Ag aktyvumas itin Zemas, i$vestiniy rodikliy skai¢iavimas néra
adekvatus. Kaip bebiity, patvirtinimui biitina atlikti multimery tyrimus.

Pacienté¢ LT—10 14 mety mergina, kuriai diagnozuota nepatikslinta koaguliopatija. Budinga
klinika — menoragija. Pacientés kraujo grupé¢ — O Rh(D) teigiama(+). Atliktus tyrimus nustatytas
ADTL pailgéjimas. vWL specializuoty diagnostiniy tyrimy rezultaty nukrypimai nuo nuormos
nenustatyti iSskyrus vVWF:CB aktyvumo sumaz¢jima. Tik izoliuotas vWF gebos prijungti kolagena
sumazg¢jimas, be bendro funkcino aktyvumo sumaZz¢jimo nenurodo aiSkiy vWF pakitimy. Iprastai
bendro aktyvumo vertés turéty gerai iliustruoti specifinio aktyvumo vertés. Siuo atveju taip néra.
Atmetus atsitiktinés vWF:CB matavimo klaidos galimybeg, Sie radiniai galéty biti neZymiy
kokybiniy vWF defekty atveju. Kai nestebimi bendro funkcinio aktyvumo poky¢iai, tiklus potipio

nustatymas galimas tik atlikus vVWF multimery analizg elektroforezés metodu.
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5.7. Pacienty atvejy analizés aptarimas

Skirsnyje aptariami pacienty atvejy analizés metu iSryskéje¢ vWEF:RCo ir vWF:CB rezultaty
aspektai.

Analizuojant vVWL sergan¢iy ar galimai serganciy pacienty atvejus pastebéta, kad visais
atvejais VWF:RCo vertés iliustatravo vVWF:Ac vertes, nors metody palyginamosios analizés metu,
vWF:RCo nerodé patenkinamo vWF:Ac atitikimo. Kaip bebiity tiek tiriamojo darbo metu, tiek
litertiiros apzvalgos metu paaiskéjo, jog vVWF:RCo patikimumas abejotinas.

DidZiojoje dalyje atvejy vWF:CB iliustravo VWF:Ac vertes. ISskiriant atvejj, kuriame
analizuojamas LT-8 pacientas, kai vVWF:CB santykis galimai iSrySkina specifinius vWF funkcijos
poky¢ius, biidingus tik 2MvWL.

DidZiajai daliai atvejy patvirtinti biitina vVWF multimery anlizé. Jos metu gaunamas
multimery kompozicijos profilis yra vVWF struktirinés visumos atspindys, naudojamas nustatyti
sgsajas su galimais kiekybiniais ar funkciniais pakitimais. Multimery tyrimai nejrodo vVWF
funkciniy savybiy. Funkcinis aktyvumas gali biiti vertinamas tiesiogiai, kaip geba sgveikauti su
tikslinémis struktiiromis. Taigi, patikimam ligos diagnozavimui biitini vienas kitg papildantys
metodai. Nors atvejy aptarime multimery tyrimai jvardinami kaip patvirtinamieji, kitais metodais

(VWF:CB ir vWF:Ac) nustatyti radiniai neturéty priestarauti, o tik papildyti pirmuosius.
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6. ISVADOS

1. Von Vilebrando faktoriaus ristocetino kofaktoriaus aktyvumo tyrimas (VWF:RCo) netenkino

kokybiniy ir techniniy reikalavimy, tod¢l naudoti von Vilebrando ligos diagnostikai néra tinkamas.

2. Von Vilebrando faktoriaus kolageno jungiamosios gebos aktyvumo tyrimas (VWF:CB) tenkino

techninius ir kokybinius reikalavimus, todél naudoti von Vilebrando ligos diagnostikai yra tinkamas.

3. Tik von Vilebrando faktoriaus kolageno jungiamosios gebos aktyvumo tyrimo (VWF:CB)
rezultatai gali biiti pritaikyti surogatiniams von Vilebrando ligos Zymenims skaiCiuoti ir von

Vilebrando faktoriaus funkcijoms vertinti.

4. Atlikus sergan¢iy von Vilebrando liga ir asmeny su jtariama von Vilebrando liga atvejy analize
paaiskéjo, kad VWF:CB gali buti naudojamas kaip von Vilebrando ligos Zymuo, tadiau jo
jtraukimas j von Vilebrando ligos diagnostikai taikomy tyrimy spektra néra pakankamas iki galo

diferencijuoti von Vilebrando ligos tipa.
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7. SUMMARY

Practical application of diagnostic guidelines and implementation of new markers of von

Willebrand disease

Background. Von Willebrand disease (VWD) is the most common genetic bleeding disorder caused
by missing or defective von Willebrand factor (vWF). There are three main types of vWD based on
qualitative or quantitative defects of VWEFE. Type 1 vWD is most common type. It causes lower-than-
normal levels of VWF to occur in body. Meanwhile Type 3 vWD is very rare. People with type 3
vWD have a quantitative deficiency of vWF. People with type 2 vWD have a qualitative deficiency
of vVWF. Type 2 is clasified into subtypes, including: 2A, 2B, 2M, 2N. Laboratory diagnosis of vWD
requires a series of assays. In this master thesis Von Willebrand factor Ristocetin Cofactor
(VWF:RCo) and von Willebrand factor collagen binding (vVWF:CB) assays were applied as new
additional vVWD markers.

Methods. vWF:RCo and vWF:CB assays were implemented and evaluated by precision, measured
bias, linearity over the measuring interval or analytical measurement range, limit of detection, limit
of quantitation, interference, reagent carryover, reference interval or decision value. 29 blood
specimens were collected from 2 groups of individuals: 20 healthy persons and 9 patients with
confirmed or suspected vWD. All individuals were tested for vWF:RCo (ABP VWF Ricof Assay,
ABP, UK) and vWF:CB (Asserachrom VWF:CB, Diagnostica Stago, France). Tests results were
compared against a reference VWF:Ac method (Innovance VWF:Ac, Siemens Healthcare
Diagnostics, Germany) to determine analytical accuracy. Additionally, patients were evaluated for
other vVWD markers: factor VIII, vWF antigen (vWF:Ag), platelet aggregation with ristocetin.
Results.  Performance of both implemented assays according to internal quality control
requirements were shown to be acceptable. Evaluation by biological variation concept was
acceptable for vWF:CB assay, but not for vWF:RCo. Comparison between different methods
revealed that vWF:RCo does not approve raised criteria. Surrogate vWD markers (ratios of
vWF:RCo and vWF:CB to vWF:Ag) have shown statistically significant correlation r=0,741
(p=0,001) and r=0,699 (p=0,011) with corresponding surrogate vWD markers of reference method
(ratio of vVWF:Ac to vVWF:Ag).
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Conclusion. Only vWF:CB assay has proved it’s usefulness as an additional vWD marker, but vWD
cases analysis revealed that this functional activity test is not enough for proper subtyping of vWD.
Several other methods, such as vVWF multimer analysis or flow cytometry, are needed.

Key words. Von Willebrand disease, von Willebrand factor, von Willebrand factor Ristocetin

Cofactor assay, VWF:RCo, von Willebrand factor collagen binding assay, vWF:CB.
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PRIEDAI

1 priedas. A) vWF amino riigs¢iy sekos pokyciai baltymo brendimo metu. B) vWF multimero
domeny organizacija. C) vVWF monomery organizacija multimero molekuléje.
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pre-pro-viWF
2 priedas. vWF multimery brendimas ir i§skyrimas
C) LD-vWF multimery spiralés B) N-dimerizacija ir A) vWF biosintezé ir
surinkimas trans-GK O-galikezilinimas GK C-dimerizacija ET

D] Sekrecijos metu LD-vWF
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skaidant furinui
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3 priedas. Tyrimy rezultatai, kuriais remiantis atlikta 5.6. skirsnyje pateikta pacienty atvejy analizé
ir interpretacija. (* kraujo émimo dieng).

Pacientas LTIl LT2 LT3 LT4 LT5 LT6 LT7 LTS8 LT10
Lytis (V-vyras; |y \ Y M Y M M v M
M-moteris)
Gimimo data 2010.0 | 2014.0 | 2010.0 | 2004.0 | 2007.1 | 2013.1 | 2001.1 | 2004.0 | 2003.0
5.07 1.11 8.30 826 0.17 2.11 1.04 4.29 2.10
Kraui ) ORh B Rh ORh B Rh A Rh O Rh
A ) ] D- | O+ | - | (D) ] ] (D)+
AmZius * 6 2 5 12 9 2 15 12 14
PLT 2-6 m. 211-
370 -10° PLT/L; 6-
12 m. 219-350
10° PLT/L: 12-18 198,7 519,6 211 368 545 - 201 - 190
m. 180-307 -10°
PLT/I)
PT (70-140%) 126 100 105 103 94 97 108 74 90
PT (21-29 s) 20,9 23,1 22,6 23,5 24,5 24,1 23 27,5 24,9
TNS (0,9-1,19) 0,91 1 0,98 0,99 1,03 1,01 0,97 1,14 1,04
ADTL (28-40 s) 48,7 58,6 39,1 42,8 39,9 37,7 42,0 49,5 41,9
Fibrinogenas
(2-4 g/l) 2,72 4,34 2,3 3,11 3,63 2,52 5,9 3,1 2,88
vWF:Ag,
(50-160 %) 25 88 67 59 89 62 127 14 63
vWF:Ac (O kr. gr.
46,3-145,6 %:;
A/B/AB kr. gr. 14,8 80,4 36,4 64,7 81,1 70,4 1452 6,1 62,5
61,4-179,1%)
vWF:RCo
(50-150%) 6 94 50 64 91 77 197 <9 59
vWF:CB
(O kr. gr.
62-138%: 5 97 37 68 116 75 179 12 55
A/B/AB kr. gr.
86-160 %)
VIII
(60-150 %) 44 158 66 66 85 97 215 50 68
VIII/ vWF:Ag
(0.6-1.5) 1,8 1,8 1,0 1,1 1,0 1,6 1,7 3,6 1,1
vWF:RCo/vWF:A
0 (0.6-1.5) 0,2 1,1 0,7 1,1 1,0 1,2 1,6 <0,6 0,9
VWF:Ac/vWF:Ag
(0.6-1.5) 0,6 0,9 0,5 1,1 0,9 1,1 1,1 0,4 1,0

71




vWF:CB/vWF:Ag

(0,6-1,5) 0,2 1,1 0,6 1,2 1,3 1,2 1,4 0,9 0.9
Agregacija su
ADP (57-113 AU) 91 129 57 57 87 78 154 133 94
ASP (71-115 AU) 101 167 78 100 120 80 154 150 143
T (84-123 121 151 86 92 124 91 197 152 142
AU)
RIPA-H
(98-180 AU) 32 123 66 86 113 73 214 27 111
RIPA-L
(13-69 AU) 14 19 17 8 12 22 34 17 11
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