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Santrauka

Ivadas. Von Vilebrando liga (vVL) yra pats dazniausias
kraujo kresé¢jimo sutrikimas, kuriuo serga iki 1 % bendros
populiacijos Zzmoniy. Sios ligos diagnostika yra gana sudé-
tinga ir kompleksiska. Tik jvairiy tyrimo metody visuma
gali uztikrinti patikima vVL diagnozg, o svarbiausia — tiks-
ly Sios ligos tipo nustatyma. Vienas i§ daugiausia i$sukiy
kelianéiy, taciau tuo pat metu ir galimybiy vVL suvaldy-
ti atverianciy tyrimy yra von Vilebrando faktoriaus (vVF)

multimery analizé elektroforezés budu. Svarbus aspektas
yra ir tai, jog $iuo tyrimu galima ne tik padéti diferencijuo-
ti ligos tipus, bet ir stebéti desmopresino atsakg taikomam
gydymui. Sio darbo tikslas — apzvelgti vVL patofiziologija,
diagnostika elektroforezés metodu, gydyma desmopresinu
ir atsako j desmopresing vertinimg. Atsizvelgiant j tai, kad
vVF multimery tyrimas atliekamas tik specializuotuose cen-
truose ir ne visose Baltijos Salyse, tampa itin aktualu plésti
zinias apie $ig metodika, jos privalumus bei pritaikomuma.

Tyrimo medziaga ir metodai. Atlikta literatiiros apzvalga
PubMed, Cochrane Library ir Google Scholar duomeny bazése.

I$vados. Vertinant kartu su kitais vVF tyrimais, multime-
ry analizé leidzia diferencijuoti vVL tipus ir (ar) potipius -
ypac 1, 2A/2B, 3. vVF multimery tyrimas yra tinkamas ir pa-
cienty, serganciy 1 tipo vVL, atsako | desmopresing stebése-
nai, ta¢iau iki $iol néra patvirtinty rekomendacijy, kiek laiko
turi bati praéje po vaisto suleidimo, kaip tinkamai interpre-
tuoti rezultatus. Siekiant pritaikyti §] metoda desmopresino
atsako stebésenai bei uztikrinti objektyvius rezultatus, buti-
ni tolimesni i§samas moksliniai tyrimai.

Reik$miniai ZodzZiai: von Vilebrando liga, elektroforezé,
desmopresinas, multimerai.

IVADAS

Von Vilebrando liga (vVL) - pats dazniausias kraujo kre-
$éjimo sutrikimas, kuriuo serga iki 1 % bendros populiacijos
zmoniy. Pirmg kartg $is sutrikimas aprasytas dar 1926 m.
suomiy kilmés gydytojo Eriko von Vilebrando kaip liga, pa-
sireikianti jvairiais kraujavimais, tac¢iau besiskirianti nuo
klasikinés hemofilijos. Tikimybé sirgti vVL tiek vyrams, tiek
moterims yra vienoda, ta¢iau moterys serga du kartus daz-
niau. Darytina prielaida, kad moterims vVL diagnozuojama
dazniau dél menoragijos ar gausaus kraujavimo gimdymo
metu. Nors $ios ligos bendro pobudzio simptomai gali pa-
sireiksti bet kuriame amziaus tarpsnyje, o simptomy sunku-
mas priklauso nuo vVL tipo, dazniausiai pasitaikantys ligos
simptomai yra Sie: lengvai atsirandanc¢ios hematomos; daz-
nas, ilgai trunkantis kraujavimas i$ nosies, danteny, o ypac¢
po danties traukimo ar chirurginiy procedary; smarkus ir
ilgai trunkantis kraujavimas jsipjovus [1]. Sios ligos dia-
gnostika yra gana sudétinga ir kompleksiska. Tik jvairiy ty-
rimo metody visuma gali uztikrinti patikimg vVL diagnoze,

226

o svarbiausia - tiksly $ios ligos tipo nustatymg. Todél sie-
kiant, kad vVL sergantys asmenys galéty gyventi kokybiska
gyvenimg atsizvelgdami j ligos sunkumg ir rizikas, tampa
itin svarbu uztikrinti tikslig ligos diagnostika. Vienas i§ dau-
giausia i§$ukiy kelianciy, taciau tuo pat metu ir galimybiy
vVL suvaldyti atverian¢iy tyrimy yra von Vilebrando fak-
toriaus (VVF) multimery analizé elektroforezés budu. Tai
brangus, ilgai trunkantis, sudétingas bei aukstos ne tik
tyrimo atlikimo, bet ir rezultaty vertinimo kompetencijos
reikalaujantis tyrimas. Tikétina, kad tai yra pagrindinés
priezastys, kodél multimery tyrimai Baltijos Saliy regione
atliekami tik Estijoje ir Lietuvoje treciojo lygio ligoninése.
Svarbus aspektas yra ir tai, jog $iuo tyrimu galima ne tik pa-
deéti diferencijuoti ligos tipus, bet ir stebéti desmopresino
(DDAVP) atsaka taikomam gydymui.

Sio darbo tikslas - apzvelgti von Vilebrando ligos pa-
tofiziologija, diagnostika elektroforezés metodu, gydyma
desmopresinu ir atsako j desmopresing vertinimg. Atsi-
zvelgiant j tai, kad vVF multimery tyrimas atliekamas tik
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specializuotuose centruose ir ne visose Baltijos $alyse, tam-
pa itin aktualu plésti Zinias apie $ig metodika, jos privalu-
mus bei pritaikomuma.

Von Vilebrando ligos patofiziologija

vVL genas, esantis 12 chromosomos ilgajame petyje,
gali buti paveldimas autosominiu dominantiniu arba auto-
sominiu recesyviniu biidu, o pati liga iSsivystyti dél kieky-
binio von Vilebrando faktoriaus (vVF) trakumo ar koky-
binio vVF baltymo vienos i§ funkcijy praradimo [2]. vVF
atlieka dvi esmines funkcijas: pirma, jis suriSa trombocitus
ir subendotelines struktaras veikdamas kaip pradiné jun-
giancioji molekulé pirminés hemostazés metu, antra - su-
ri$a VIII kreséjimo faktoriy ir apsaugo jj nuo proteolizés.
Sis faktorius yra itin didelis multimerinis glikoproteinas,
kuris sintetinamas endotelio Igstelése ir megakariocituose
[3]. Pirmiausia yra sintetinamas pirminis vVF geno pro-
duktas — pre-pro-vVF molekulé, kurioje iki 22 aminorags-
¢iy (a. r.) liekany sudaro signalinj polipeptida, 23-764 a. r.
liekanos yra liekamojo propeptido dalis, o 765-2813 a. r.
liekanos sudaro pagrindinj vVF subvieneta. Signalinis po-
lipeptidas pre-pro-vVF molekuléje pasalinamas iSnasos i$
branduolio j endoplazminj tinklg metu. Propeptidas ir pa-
grindinis subvienetas sudaro pro-vVF molekule. Tai yra ma-
Ziausias aktyvus vienetas — monomeras. Pagrindiniai vVF
sintezés zingsniai apima N-glikozilinimg, kurio metu pro-
vVF monomerai jungiasi j dimerus, o toliau vykdoma dime-
ry multimerizacija, kai dimerai jungiasi j itin didele spirale
[3-4]. Po sekrecijos kraujyje iSvyniota labai didelés moleku-
linés masés (LDMM) multimero molekulé (>20 dimery, iki
20 000 kDa) skaldoma j fragmentus veikiant kraujo plazmos
proteazei ADAMTSI13 (angl. a disintegrin and metallopro-
teinase with a thrombospondin type 1 motif, member 13) [3].
LDMM sveiky Zzmoniy kraujyje neaptinkama, nes vos jai pa-
tekus j kraujotaka ADATMS13 fermentas ima skaidyti vVF
multimera A2 domene. Jprastai cirkuliacijoje randami multi-
merai gali buti mazos molekulinés masés (MMM) ir sudaryti
i$ 1-5 dimery (500-2 500 kDa), vidutinés molekulinés masés
(VMM) - 6-10 dimery (3 000-5 000 kDa) bei didelés mole-
kulinés masés (DMM) - 11-20 dimery (5 500-10 000 kDa)
[3-4]. 95 % viso susintetinto VVF isskiriama j kraujotaka,
o likusi dalis nukreipiama j saugojimo granules — Weibel-
Palade kiinelius endotelinése lastelése arba alfa granules
megakariocituose. Weibel-Palade kuneliuose saugomi vVF
multimerai yra didesni nei 10 000 kDa [3, 5].

Tarptautinés trombozés ir hemostazés draugijos (angl.
The International Society on Thrombosis and Haemostasis —
ISTH) rekomendacijose nurodoma, kad pacientai, sergan-
tys vVL, turéty bati klasifikuojami j tris grupes: j 1-3, 2-3 ir
3-ig tipus [6]. Pirmas tipas nustatomas 60-80 % serganciy
pacienty. Tai dalinis kiekybinis sutrikimas, pasireiSkiantis
sumazéjusiu vVF kiekiu kraujyje. Sio tipo vVL sukelian¢ios
mutacijos sutrikdo dimery brendimg, pernasg ir multimery
stabiluma. Dél $iy priezasciy itin greitai degraduoja multi-
merai ir sumazéja funkcionalaus baltymo kiekis kraujyje.
Pirmo tipo vVL sergantiems pacientams dazniausiai badin-
gi lengvi kraujavimo epizodai. Taip pat yra isskiriamas ir
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1C potipis, kuris atsiranda dél reikémingai padidéjusio vVF
klirenso, dél ko sumazéja vVF ir atsiranda didesnis atsakas
j desmopresing, nei jprastai [2-3]. Antro tipo vVL sukelia
kokybiniai vVF struktiiros arba funkcijos sutrikimai. Sis ti-
pas nustatomas 15-30 % serganciyjy vVL ir dazniausiai pa-
sirei$kia vidutinio sunkumo simptomais. vVL 2 tipas klasi-
fikuojamas j keturis potipius: 2A, 2B, 2M ir 2N. Potipiui 2A
budinga sutrikusi nuo vVF priklausoma trombocity adhezi-
ja bei DMM ir VMM multimery stoka dél jvykusiy mutaci-
ju, kurios lemia netinkamg vVF multimerizacija ir padidina
ADAMTS13 proteazés poveikj. Potipis 2B i$sivysto tuomet,
kai padidéja afinitetas trombocity GPIb receptoriams - tuo-
met atsiranda DMM stoka. Potipj 2M sukelia sutrikusi nuo
vVF priklausoma trombocity adhezija be selektyvios DMM
multimery stokos. Potipis 2N i$sivysto dél sumazéjusio vVF
prisijungimo prie VIII kre$¢jimo faktoriaus [2, 7]. Trecio
tipo vVL lemia beveik visiskas vVF baltymo nebuvimas ir
labai mazas VIII kre$éjimo faktoriaus (FVIII) aktyvumas.
Sio tipo liga sukelia stabdanéios ir skaitymo rémelio poslin-
kio mutacijos. Trecio vVL tipo pacientams simptomai biina
sunkiausi, gali pasireiksti kraujavimas j raumenis ar sgna-
rius be jokios traumos. Sis tipas yra re¢iausias, nustatomas
1 pacientui i§ 1 milijono [1]. Retais atvejais pasitaiko jgy-
tas von Vilebrando sindromas. Jis atsiranda, kai sumazéja
vVF koncentracija, pakinta struktara ar funkcija, nors vVF
gaminamas kiekis nepakites. Taip nutinka dél jvairiy jgyty
bukliy, pvz.: 1étinés limfocitinés leukemijos, aortos steno-
zés, jvairiy imunologiniy bukliy (hipotirozés), autoimuni-
niy ligy, arba tam tikry vaisty vartojimo (pvz. vaisty nuo
traukuliy). Kadangi jgyta von Vilebrando sindromga gali su-
kelti plati jvairové bukliy, sindromo klinikinis vaizdas néra
galutinai ai$kus, todél daznai neatpazjstamas, kol pacientai
nepatiria sunkios traumos ar operacijos. Igytu sindromu
serganciy asmeny kraujyje vVF multimery frakcijy pasis-
kirstymas daznai panasus j 2A tipa [3].

Desmopresinas

Desmopresinas (DDAVP), dar Zinomas kaip 1-desami-
no-8-D-arginino vazopresinas, yra nattralaus hormono
vazopresino sintetinis analogas [8]. Sis vaistas pirma karta
susintetintas 1969 m. Danijoje mokslininko Poulo B. Jep-
peseno kartu su kolegomis [9]. Tyréjy komanda nagrinéjo
vazopresino strukirg ir sieké sukurti patobulinty farmako-
loginiy savybiy turintj junginj. Nataralaus vazopresino che-
miné struktira pakeista dviejose vietose, deamininant cis-
teing ir pakei¢iant L-argining D-argininu. Europoje DDAVP
pradétas vartoti 1977 m. gydant sutrikimus, pasireiskiancius
per maza antidiurezinio hormono gamyba, pavyzdziui, ne-
cukrinj diabetg ar naktine enureze [10]. Taip pat DDAVP
preparatai imti vartoti ir kreséjimo sutrikimams, ypac¢ vVL,
gydyti. Siy dieny medicinoje DDAVP daZzniausiai vartoja-
mas kraujavimo kontrolei ir profilaktikai arba prie$ nedide-
les chirurgines operacijas.

Vazopresino receptoriai yra randami inkstuose, ke-
penyse, smegenyse, aortos lygiuosiuose raumenyse, taip
pat ant trombocity pavirsiaus. Sie vazopresino recepto-
riai skirstomi i dvi grupes: V1 ir V2. V1 receptoriai didina
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fosfatidilinozitolio ir kalcio jony koncentracija. Padidéjusi
Ca2+ koncentracija skatina kraujagysliy lygiyjy raumeny
susitraukimus. V2 receptorius distaliniuose meduliniuose
nefronuose aktyvuoja adenilato ciklaze ir taip lastelése pa-
didina adenozino monofosfato kiekj [11]. DDAVP veikimo
mechanizmas apima jo gebg stimuliuoti vVF atpalaidavima
i$ endoteliniy lgsteliy. DDAVP jungiasi ir aktyvina V2 re-
ceptorius ant endoteliniy lasteliy, tai lemia proteinkinazés
A aktyvavima, dél to vVF atpalaiduojamas i§ Weibel-Palade
kaneliy, o faktorius VIII - i§ endoteliniy lasteliy [12]. Taip
kraujo cirkuliacijoje yra padidinamas tiek vVF kiekis, ku-
ris jungdamasis prie trombocity aktyvina jy agregacija, tiek
FVIIIL, kuris dalyvauja kre$éjimo kaskadoje. Svarbus aspek-
tas yra ir tai, kad DDAVP stimuliuoja ADAMTS13, kuri
LDMM multimerus skaido j maZzesnius.

DDAVP yra keliy farmakologiniy formy: nosies purska-
las, tabletés, injekcinis tirpalas (intraveninis (j/v) arba po-
odinis (p/0)). vVL gydyti vartojamas tik injekcinis tirpalas,
kurio skilimo pusperiodis priklauso nuo injekcijos tipo. In-
traveninio desmopresino veikimo pradzia bei skilimo pus-
periodis yra trumpesni lyginant su p/o. Demopresino j/v
tirpalo skilimo pusperiodis 1,5-3 val.,, o veikimo pradzia
30 min.-2 val. po injekcijos ir tesiasi 2—4 val. P/o desmopre-
sinas turi $iek tiek ilgesnj skilimo pusperiodj - 2,5-4 val.
ir létesne veikimo pradzia — 1-3 val. [13]. Be abejonés, $ios
desmopresino veikimo bei skilimo trukmés gali svyruo-
ti kiekvienam pacientui individualiai, priklausomai nuo
jo amziaus ir inksty funkcijos, todél ir dozé, ir injekcijos
budo pasirinkimas turi bati individualizuoti. DaZzniausi
$io vaisto $alutiniai poveikiai yra galvos, pilvo skausmai,
pykinimas, hiponatremija, paraudimas infuzijos vietoje,
hipertenzija ar hipotenzija. Sie $alutiniai poveikiai gali biiti
kontroliuojami lé¢iau suleidziant DDAVP. Sio vaisto nega-
lima vartoti pacientams, kuriems diagnozuota vainikiniy
arterijy liga [3]. Jj reikéty skirti atsargiai pacientams, kurie
turi nekontroliuojama hipertenzija, nesenai patyrusiems
miokardo infarktg ar insultg, taip pat sergantiems kratinés
angina, dél galimos trombozés rizikos [14]. DDAVP gali
bati saugiai skiriamas gimdymo metu vVL sergan¢ioms
moterims, kurios jj sékmingai vartojo pirmaji néstumo
tre¢dalj atliekant tokias invazines procediras, kaip vilo-
centezé ir amniocentezé [14].

Vadovaujantis ISTH rekomendacijomis, DDAVP yra
pirmo pasirinkimo vaistas pacientams, sergantiems 1 tipo
vVL [12]. Taip pat DDAVP kartais gali bati skiriamas 2A
potipiu, bet ne 2B, 2M, 2N bei 3 vVL tipu sergantiems
asmenims. 2B atvejais DDAVP gali suzadinti trombocity
sukibimg su vVFE lemti dideliy nefunkcionaliy agregaty
susidarymg ir dél to paiméjusj kraujavima [11, 15]. Re-
trospektyviojoje studijoje, atliktoje su 55 pacienty imtimi,
buvo parodyta, jog net 43 % pacienty po injekcijos patyré
kraujavimo epizodus [16]. 2M potipio atveju yra sutrikusi
nuo vVF priklausoma trombocity adhezija, o DDAVP ska-
tinama vVF ir FVIII sekrecija neturés jtakos tinkamos vVF
ir trombocity saveikos susidarymui, kadangi problema yra
ne vVF kiekis, o struktaros defektai [10, 16]. 2N potipio
atveju situacija labai panasi j 2M, tik yra pastebimas vVF ir

228

FVIII saveikos defektas. Dél $ios priezasties DDAVP didi-
nama FVIII ir vVF koncentracija neturés jtakos tinkamam
kre$éjimui ir vaistas bus neveiksmingas kraujavimui gydyti
[17]. Svarbu paminéti, jog pacientai gali patirti kraujavimo
epizodus po vaisto suleidimo, nes sumazés FVIII aktyvu-
mas dél defektyvaus vVF ir FVIII jungimosi [18]. Ligos
3 tipui budingas absoliutus vVF nebuvimas, tad dél $ios
priezasties DDAVP injekcijos bus visiSkai neefektyvios. Pa-
cientams, sergantiems 1 tipo liga, DDAVP efektyvumas va-
rijuoja: vieniems atsakas yra geresnis, kitiems — prastesnis.
Atsaka galima pagerinti optimizuojant doze ir injekcijos
tipa kiekvienam pacientui individualiai. Kadangi ne visi
pacientai vienodai reaguoja j vaista ir atsako stiprumas bei
trukmé skiriasi, svarbu stebéti pacienty atsakg, kad baty
galima nustatyti tinkamiausia doze, vartojimo daznumo
poreikj ir jvertinti gydymo efektyvuma bei nustatyti, ar
reikia papildomy vaisty. Siekiant nustatyti individualy at-
sako i vaistag modelj reikalinga bandomoji DDAVP infuzi-
ja. Atsakas | DDAVP vertinamas maziausiai po 1 valandos
(piko metu) nuo infuzijos [14]. Atsakas dazniausiai stebi-
mas pasitelkiant keletg tyrimy, pavyzdziui:

o VVF antigeno (VVF:Ag) tyrima, kurio metu matuoja-
mas VVF baltymo kiekis paciento méginyje;

o VVF aktyvumo (vVF:Ac) tyrima, kurio metu matuoja-
mas funkcinis vVF aktyvumas paciento méginyje;

o EVIII aktyvumo tyrimg, kurio metu matuojamas funk-
cinis FVIII aktyvumas paciento méginyje.

Po DDAVP visy $iy tyrimy rezultatai, t. y. VVF:Ag kie-
kis, vVF:Ac, FVIII aktyvumas, turi reik§mingai padidéti po
1-2 val. ir tokie rezultatai islikti iki 8-12 val. vVF:Ag kie-
kio bei FVIII aktyvumo padidéjimas varijuoja ir priklauso
nuo pradinio vVF bei FVIII kiekio paciento kraujyje. Ta-
¢iau dazniausiai randamas didesnis vVF:Ac padidéjimas
nei vVF:Ag. Atsakas laikomas efektyviu, kai vVF:Ac ir (ar)
FVIII aktyvumas biina bent 3 kartus didesnis nei pradinis
lygis [14]. Taip pat svarbu i$matuoti vVF:Ac bei FVIII ak-
tyvumg plazmoje praéjus 4 val. po DDAVP infuzijos, kad
buty galima nustatyti $iy rodikliy klirenso modelj. Praéjus
30-90 min. po DDAVP infuzijos, vVF:Ac bei FVIII akty-
vumas padidéja nuo dviejy iki penkiy karty, o i pradines
ribas grjzta praéjus mazdaug 8-10 val. [3]. Taciau nemaza
dalis pacienty gali turéti labai trumpg FVIII ir vVF:Ac pu-
sinés eliminacijos perioda, o j pradinj lygj $is rodiklis gali
grijzti jau po 2-4 val. [14].

Trombocity funkcijos tyrimas (PFA-100/PFA-200) taip
pat tinkamas DDAVP terapijos efektyvumo stebésenai. Daz-
niausiai po DDAVP PFA tyrimy rezultatai patenka j pamati-
niy biologiniy ver¢iy intervalus.

vVF multimery analizé
elektroforezés metodu

Itariant vVL, pirmiausiai pradedama nuo pirminio at-
rankinio laboratorinio jvertinimo: atliekamas automatizuo-
tas hematologinis tyrimas, trombocity funkcijos tyrimai, fi-
brinogeno, aktyvinto dalinio tromboplastino laiko (ADTL)
bei protrombino laiko (PL) nustatymas. Stipriai pailgéjes
ADTL pastebimas 3 bei 2N vVL tipy atvejais, kai pailgéjima

LABORATORINE MEDICINA 2023, tomas 25, Nr. 4(96)



Von Vilebrando liga serganciy pacienty gydymas desmopresinu ir diagnostika taikant multimery tyrima

lemia sumazéjusi FVIII koncentracija [5]. Vis délto daznu
atveju nustatytas ADTL patenka j pamatiniy biologiniy ver-
¢iy intervalo ribas arba yra tik Siek tiek pailgéjes. PL ir fibri-
nogeno tyrimai naudojami siekiant atmesti kitas kraujavimo
priezastis, nes vVL atveju $ie rodikliai islieka pamatiniy bio-
loginiy ver¢iy intervaly ribose. Norint nustatyti vVL tipa, di-
agnostikai pasitelkiami skirtingi specifiniai tyrimai: vVF:Ag,
vVE:Ac, FVIII aktyvumo, trombocity agregacijos, vVF mul-
timery (VVF:MM) bei molekuliniai genetiniai tyrimai.

Pagal ISTH rekomendacijas, vVWE:MM tyrimas indikuo-
jamas tik tada, kai vVF:Ac ir vVF:Ag santykis yra <0,7, taip
diferencijuojant 2A, 2B, 2M potipius [6]. Taciau klinikinéje
praktikoje vVE:MM atliekamas ir 1 tipo vVL pacientams.
Multimery tyrimo principas pagristas elektroforezés princi-
pu. Tai brangus, sudétingas bei aukstos ne tik tyrimo atliki-
mo, bet ir rezultaty vertinimo kompetencijos reikalaujantis
tyrimo metodas. Tai yra pagrindinés priezastys, kodél mul-
timery tyrimas Baltijos Saliy regione atliekamas tik Estijoje
ir Lietuvoje trecio lygio ligoninése.

Pirmasis vVF:MM elektroforezés metodas aprasytas
salyginai vélai, tik 1993 m. Net ir modifikuotas siekiant
iSgauti geresne MMM multimery rai$kg ir sutrumpinti ty-
rimo laika, uztrunka maziausiai 18 val. Dabar visame pa-
saulyje jsivyrauja pirmasis ir kol kas vienintelis pranctazy
in vitro diagnostikos priemoniy gamintojo Sebia sukurtas
pusiau automatizuotas vVF:MM elektroforezés metodas,
kuris uztrunka apytiksliai 7 val. Sj metodg lyginant su
kitais laboratorijose sukurtais metodais (angl. in-hou-
se), kuriy yra keletas, vieni i$§ pagrindiniy privalumy yra
trumpas atlikimo laikas bei standartizacija ir atkuriamu-
mas [19]. Dauguma laboratorijose sukurty metody remia-
si natrio dodecilsulfato (SDS) baltymy elektroforeze po-
liamidiniame gelyje, kur multimerams gelyje vizualizuoti
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pasitelkiami radioaktyviais izotopais Zyméti polikloni-
niai antikanai arba monokloniniy antikiny derinys [20].
Taip pat gali bati atliekama ir Western-blot analizé, kai
multimerai identifikuojami imunofluorescencijos ar kitu
dazymo budu. Tokius laboratorijy sukurtus metodus su-
détinga standartizuoti ir dazniausiai jiems reikalinga spe-
cializuota jranga bei auksta specialisty kompetencija, o
$tai komerciniai rinkiniai turi standartizuotus protokolus
bei validuotus reagentus. Sebia vVF:MM sistemos naudo-
jimas uztikrina patikimus, tikslius bei atsikartojancius re-
zultatus, kuriuos gali buti sunku pasiekti naudojant daug
rankinio darbo reikalaujancius laboratorijy sukurtus me-
todus. Sio metodo rezultaty analizés etape naudojamas
gelio skenavimas densitometru lemia puiky rezultaty
atsikartojamuma, o pats metodas pasizymi dideliu jau-
trumu (100 %) ir specifiSkumu (97,1 %) [21]. Taip pat
pazymétini ir kiti privalumai: pusiau automatizuota sis-
tema leidzia pasiekti didelj nasuma bei greita salyginai
didelio méginiy skai¢iaus analize (iki 10 méginiy), dél to
sutaupoma laiko ir resursy. Dazniausiai standartizuoti
komerciniai rinkiniai yra pigesni nei reagentai bei jvairi
jranga, reikalinga laboratorijy sukurtiems metodams, tad
jie leidZia sutaupyti lésy.

vVE:MM tyrimas pagrjstas baltymy atskyrimu pagal jy
dydj ir kravj, o esminiai $io metodo etapai yra $ie: 1) pa-
cienty plazmos meéginiy elektroforezé agarozés gelyje: dél
savo molekulinés masés DMM multimerai migruoja léciau
nei MMM, todél pastarieji migruoja toliausiai nuo méginio
uznes$imo takelio; 2) pirmoji imunofiksacija su antikiinais
prie$ vVF antigeng; 3) antroji imunofiksacija su peroksidaze
konjuguotais monokloniniais antikiinais; 4) agarozés gelio
frakcijy vizualizavimas dazais; 5) gelio dziovinimas, plovi-
mas ir skenavimas densitometru (1 pav.) [22].
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1 pav. vVF multimery analizés elektroforezés metodu etapai
Fig 1. Stages of vVF multimer analysis by electrophoresis

Agarozés gelyje vVVFE:MM frakcijas galima jvertinti vi-
zualiai, taciau skirtingo dydzio multimery frakcijy MMM,
VMM, DMM (2 pav., A) santykiniam (procentiniam) jverti-
nimui butinas skenavimas densitometru (2 pav., B).

Esant 1 tipo vVL paprastai yra matomos visos trys mul-
timery frakcijos, jy procentinis pasiskirstymas yra badingas
ir sveikiems asmenims, tac¢iau vizualiai gelyje yra mazesnio

LABORATORINE MEDICINA 2023, tomas 25, Nr. 4(96)

intensyvumo, o tai atspindi mazesne vVF baltymo koncen-
tracijg tiriamoje kraujo plazmoje (2 pav., B 2). Kitiems vVL
tipams budingas vVL:MM frakcijy pasiskirstymas apiben-
drinamas lenteléje [6, 22, 23]. I§ lentelés duomeny akivaiz-
du, kad vien vVE:MM tyrimo vVL tipui ar potipiui dife-
rencijuoti neuztenka - biutina vVF tyrimy visuma, neretai
apimanti ir molekulinius genetinius tyrimus.
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2 pav. A. Multimery frakcijos elektroforezés metodu. 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10, 11 — normalus multimery i§sidéstymas,

kai matomos visos 3 frakcijos - MMM, VMM, DMM. 4 —

1 tipo vVL profilis, kai frakcijy intensyvumas sumazéjes.

6 - 1C tipo vVL profilis, kai matomas frakcijy intensyvumo sumazéjimas kartu su LDMM frakcija. 9 - 2A/2B vVL profi-
lis, kai matoma DMM stoka ir VMM sumazéjimas. B. 1. Normalaus multimery i$sidéstymo vaizdas densitometru.
2.1 tipo vVL frakcijy i$sidéstymo vaizdas densitometru. 3. 2A/2B vVL frakcijy i§sidéstymo vaizdas densitometru.

4. 3 tipo vVL frakcijy i$sidéstymo vaizdas densitometru. *Rodyklé nurodo kontrolés i$sidéstyma.
Fig. 2. A. Multimer fractions by electrophoresis method. 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10, 11 — normal arrangement of multimers

when all 3 fractions are observed - LMM, MMM, HMM. 4 —

vWD profile of type 1 when reduction of fractions inten-

sity is observed. 6 - vVWD profile of type 1C, where a decrease in the intensity of the fractions is observed along with the
ULMM fraction. 9 - vWD profile of 2A/2B when lack of HMM and reduction of MMM is observed. B. 1. Densitometer
image of normal arrangement of multimers. 2. Densitometer image of the distribution of type 1 vWD fractions.
3. Densitometer image of the distribution of type 2A/2B vWD fractions. 4. Densitometer image of the distribution of
type 3 vWD fractions. *Arrow indicates control layout.

Lentelé. vVF multimery elektroforezés rezultaty variantai ir tikétini vVL tipai
Table. Variants and possible types of vVWD of results obtained during vWF multimer electrophoresis

Galimas vVF multimery modelis

Tikétinas ligos tipas

Aigkiai matomos visos trys frakcijos

Sveikas pacientas arba 2M, 2N tipai

Tuscias takelis gelyje 3 tipas
Sumazéjes visy trijy frakcijy intensyvumas 1 tipas
Matoma LDMM frakcija 1C tipas

DMM intensyvumo sumazéjimas arba nebuvimas

2A, 2B tipai, retai jgytas von Vilebrando sindromas

DMM nebuvimas ir VMM intensyvumo sumaz¢jimas arba nebuvimas

Dazniausiai 2A tipas, ta¢iau butina diferencijuoti nuo 2B tipo

LDMM - labai didelés molekulinés masés multimerai; DMM - didelés molekulinés masés multimerai; VMM - vidutinés molekulinés masés multimerai

vVE:MM elektroforezés tyrimas gali buti naudojamas ne
tik diagnostikai, bet ir gydymo efektyvumo stebésenai. Tai
ypac svarbu 1 tipo vVL pacientams, kuriy atsakg | DDAVP
gydyma galima stebéti vertinant, ar ir kaip po gydymo pa-
sikeité frakcijy intensyvumas. Nors kol kas $is tyrimas néra
naudojamas DDAVP atsako stebésenai, taciau DDAVP gali
paveikti multimery dydzio pasiskirstyma. Nors ir atlikty ty-
rimy, jrodanciy frakcijy iSsidéstymo pokycius, néra daug,
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taciau aprasomas DMM frakcijos padidéjimas [20]. Sios mo-
lekulinés masés multimerai yra svarbus trombocity adhezijai
bei agregacijai ir taip prisideda prie geresnés hemostazés po
DDAVP injekcijos. Komercinio vVEMM tyrimo rinkinio
gamintojas apra$o, jog metodas gali biti naudojamas DDAVP
terapijos efektyvumui vertinti, taciau jokiy tyrimy kol kas
neatlikta. Taip pat néra rekomendacijy, kiek laiko praéjus po
vaisto suleidimo reikéty paimti paciento kraujo méginj ir kaip
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Von Vilebrando liga serganciy pacienty gydymas desmopresinu ir diagnostika taikant multimery tyrima

tinkamai interpretuoti rezultatus. Kadangi néra rekomenda-
cijy, gali pasitaikyti neobjektyviy paciento atsako j gydyma
vertinimy ar net klaidy. Dél $ios priezasties prie$ pradedant
naudoti §j tyrimg terapijai jvertinti batina i$samiau istirti ir
jvertinti vVF:MM frakcijy pasiskirstymo pokycius bei nusta-
tyti rekomendacijas, kaip ir kada imti méginius.

ISVADOS

Pastaraisiais deSimtmeciais buvo jdéta daug pastangy sie-
kiant suprasti ir i$siaiskinti visus biologinius mechanizmus,
kurie dalyvauja vVL patogenezéje. Nors egzistuoja tiksli li-
gos tipy ir potipiy klasifikacija, tac¢iau jy nustatymas kelia
daug issukiy ne tik klinicistams, bet ir laboratorijy specia-
listams. Siekiant tiksliai klasifikuoti tipus ar potipius, reikia
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TREATMENT OF PATIENTS WITH
VON WILLEBRAND DISEASE WITH
DESMOPRESSIN AND DIAGNOSIS
BY MULTIMER ASSAY
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Introduction. Von Willebrand disease (VWD) is the
most common blood clotting disorder, affecting up to 1%
of the general population. The diagnosis of this disease is
quite difficult and complex. Only a set of various research
methods can ensure a reliable diagnosis of vWD, and most
importantly, the determination of the type of this disease.
One of the most challenging but at the same time opening
up opportunities for vWD control is the analysis of Von
Willebrand factor (vWF) multimers by electrophoresis.
An important aspect is that this test can not only help to
differentiate the types of the disease, but also it is useful to
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pasitelkti jvairius diagnostinius algoritmus, kurie apima ne
vieng reikalinga vVF tyrima. Vienas i§ svarbiy tyrimy yra
von Vilebrando faktoriaus multimery analizé elektroforezés
metodu. Vertinant kartu su kitais vVF tyrimais, multimery
analizeé leidZia diferencijuoti vVL tipus ir (ar) potipius, ypac¢
1, 2A/2B ir 3. vVFE:MM tyrimas yra tinkamas ir pacienty,
serganciy 1 tipo vVL, atsako j desmopresing stebésenai, ta-
¢iau iki $iol néra patvirtinty rekomendacijy, kiek laiko turi
bati praéje po vaisto suleidimo, kaip tinkamai interpretuoti
rezultatus. Siekiant pritaikyti §j metoda DDAVP atsako ste-
bésenai bei uztikrinti objektyvius rezultatus, butini tolesni
iSsamtis moksliniai tyrimai.
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monitor desmopressin's response to treatment. The aim of
this work is to review the pathophysiology of vVWD, diagno-
sis by electrophoresis, treatment and assessment of response
to desmopressin. vVWF multimers analysis is carried out only
in specialized centers and not in all Baltic countries, thus it
becomes extremely important to expand knowledge about
this methodology, its advantages and applicability.

Material and methods. Literature review was perfor-
med in PubMed, Cochrane Library and Google Scholar
databases.

Conclusions. When evaluated together with other
VWE tests, multimer analysis allows differentiation of VWD
types and/or subtypes — especially 1, 2A/2B, 3. The vVWF
multimer test is also suitable for monitoring response to
desmopressin in patients with type 1 vVWD, but so far there
are no established recommendations about how long after
drug administration blood sample should be taken and
how to interpret the results. In order to apply this method
to the monitoring of desmopressin response and to ensure
objective results, detailed scientific studies are necessary.

Keywords: von Willebrand disease, electrophoresis,
desmopressin, multimers.
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