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SAZETAK

Visestruka uloga von Willebrandova faktora (VWF) u hemostazi, sloZzenost njegove
strukture 1 veliki broj mutacija u razli¢itim dijelovima gena za VWF ¢ine von Willebrandovu
bolest (VWB) klinicki izrazito heterogenim poremecajem, a njegovu pravilnu dijagnostiku i
razlikovanje od blage hemofilije A otezanima.

Cilj ovog istrazivanja bio je primijeniti cjeloviti pristup dijagnosticic VWB-a u
Republici Hrvatskoj koji ukljucuje globalne i1 visokodiferentne koagulacijske pretrage kojima
su ispitana funkcionalna i strukturna svojstva VWF-a te molekularnu analizu svih sljednih
varijanti u genima za VWF 1 faktor zgrusavanja VIII (FVIII) sekvenciranjem sljedece
generacije (NGS) i1 dodatnim pretrazivanjem velikih delecija i duplikacija metodom
viSestrukog umnaZanja vezanih sondi.

Istrazivanje je obuhvatilo 83 ispitanika, a mutacije u genu za VWF nadene su kod njih
48. Na temelju rezultata koagulacijskih pretraga i geneticke analize, 19 ispitanika klasificirano
je kao tip 1 VWB-a, Sest kao tip 3, dok je medu 23 ispitanika s tipom 2 VWB-a 15 imalo tip
2A, sedam tip 2B, a tip 2N potvrden je u jednom slucaju. Heterozigotni genotip utvrden je
kod 38 ispitanika, sedam su bili sloZeni heterozigoti i tri homozigoti. Ukupno je utvrdeno 36
razli¢itih mutacija u genu za VWEF, od kojih su 13 novootkrivene. Mutacije u genu za FVIII
nadene su kod petero ispitanika, pri ¢emu je u dva muska homozigota postavljena dijagnoza
blage hemofilije A, dok su tri Zenske ispitanice heterozigoti i smatraju se nositeljicama
hemofilije A. Kod jedne je ispitanice uz mutaciju u genu za FVIII nadena i mutacija u genu
za VWEF. Dvije su mutacije u genu za FVIII novootkrivene. Kod 30 (36 %) ispitanika nisu
nadene mutacije u genima za VWF i FVIII, pri ¢emu je devet ispitanika zbog aktivnosti
VWEF-a ispod 50 % svrstano u kategoriju tzv. ,,niskog VWF-a“.

Ovo istrazivanje upozorilo je na znatnu heterogenost geneticke osnove VWB-a u
hrvatskoj populaciji, a istodobno sekvenciranje gena za VWF i FVIII tehnologijom NGS
omogucilo je jednoznacno postavljanje dijagnoze VWB-a te diferencijalno dijagnosticko
razluc¢ivanje od blage hemofilije A. Time je osigurana osnova za pravilno lijeenje 1 skrb za
bolesnike te su razjasnjeni molekulsko-patofizolo§ki mehanizmi koji su u podlozi poremecaja

krvarenja kod obradenih bolesnika.

Kljuéne rije¢i: von Willebrandova bolest, blaga hemofilija A, koagulacijske pretrage,

molekularna dijagnostika, sekvenciranje sljedece generacije



EXTENDED SUMMARY

Background: Von Willebrand disease (VWD) is the most common inherited bleeding
disorder caused by quantitative deficiency and/or qualitative defects of von Willebrand factor
(VWF). VWF is a large plasma glycoprotein that has two essential roles in haemostasis:
platelet adhesion and aggregation at the site of vascular injury by mediating interaction
between platelet receptor glycoprotein Ib (GPIb) and collagen in the subendothelium, and as a
carrier and stabilizer of coagulation factor VIII (FVIII) in circulation. Multiple VWF
functions in haemostasis are regulated by different regions within the encoding gene which is
located on chromosome 12 and comprises 52 exons. To date, more than 700 unique mutations
have been discovered throughout the whole VWF gene, affecting either VWF assembly,
secretion, proteolysis, clearance, and/or binding affinity to GPIb, collagen, and FVIIl. Any
impairment of VWF function results in bleeding phenotypes whose severity depends on the
causative pathophysiological mechanism and the remaining levels of functional VWF. VWD
is classified into three main categories: type 1 characterized by partial quantitative deficiency,
type 2 that encompasses qualitative defects and is subdivided into four subgroups (2A, 2B,
2M, 2N) relative to the underlying structural disorder and consequent impaired function of
VWEF, and the most severe type 3 where virtually complete absence of VWEF is observed.
Diagnosis of VWD relies on clinical features that include personal and family bleeding
history, and is confirmed by laboratory testing. The mainstay of VWD laboratory diagnostics
is determination of both VWF antigen (VWF:Ag) and activity, as well as FVIII activity.
However, due to the multifunctional nature and structural complexity of VWF, heterogeneity
of underlying genetic variants, and variable bleeding tendency, accurate differential diagnosis
of VWD is often challenging and the exact nature of causative VWF defect might remain
incompletely revealed when commonly available laboratory assays are used. Therefore, for
proper differential diagnosis of VWD subtypes, which is the basis for adequate patient
treatment and counselling, additional assays that assess structural and functional features of
VWEF are required. In the differential diagnosis of VWD, patients presenting with ambiguous
mild bleeding phenotypes coupled with borderline levels of VWF (30-50 %) are especially
hard to be properly characterized. Difficulties may also arise due to similarities in clinical
presentation and laboratory results with patients suffering from the mild form of haemophilia
A.



Aim: The aim of the present study was to provide accurate diagnosis of VWD and distinction
from mild haemophilia A by introducing a comprehensive laboratory diagnostic approach that
included screening and specific coagulation assays, as well as molecular analysis of VWF and
FVIII genes by means of next-generation sequencing (NGS) and additional targeted screening
for deletions and duplications using the multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA) method. With this approach, we aimed to reveal the types, distribution and frequency
of mutations within the VWF gene and FVIII genes in a selected cohort of Croatian patients.
Additionally, by comparing the results of coagulation testing and genetic analysis with
clinical data we wanted to gain a more profound understanding of the underlying

pathophysiological mechanism of the bleeding phenotype in the studied patients.

Patients and Methods: This cross-sectional study included 83 participants (54 adult and 29
paediatric) comprising patients previously diagnosed with VWD, their family members with
bleeding symptoms and those with indistinctive phenotypes between VWD and mild
haemophilia A. Study participants were recruited from January 2020 to May 2021 during their
regular medical visit at the University Hospital Centre Zagreb. Two 2.7 or 4.5-mL 3.2 %
sodium citrate tubes were drawn from each participant. The data about gender, age, ABO
group type, personal and family bleeding history as well as therapy were recorded.
Coagulation testing included determination of platelet count, prothrombin time (PT), activated
partial thromboplastin time (aPTT), platelet function analyzer-200 (PFA-200) closure time
using cartridges with collagen and either epinephrine (COL/EPI) or adenosine diphosphate
(COL/ADP), VWEF gain-of-function mutant GPIb binding activity (VWF:GPIbM), VWF
antigen (VWF:Ag), VWF collagen binding activity (VWF:CB) and multimeric analysis.
Genetic analysis included NGS of all 52 exons, intronic flanking regions, and promoter of the
VWEF gene, and all 26 exons, exon-intron boundaries and the promoter region of the FVIII
gene. In addition, for patients for whom mutations were not detected with NGS but still
revealed a laboratory phenotype indicative of VWD, additional targeted screening for large
deletions and duplications was performed by means of MLPA.

Results: Of the 83 study participants, 48 were identified with disease-associated mutations in
the VWF gene, of whom 19 were classified as type 1 VWD, 6 as type 3 VWD, while among
the 23 patients with type 2 VWD, 15 were assigned as type 2A, seven as type 2B, while in
one case type 2N VWD was confirmed. In 47 patients causative mutations were identified by

means of NGS, while in one patient MLPA analysis revealed the presence of a large



heterozygous deletion. Heterozygous genotype was present in 38 patients, compound
heterozygosity in 7 patients while three patients were homozygous for mutations within the
VWEF gene. In total, 36 distinct disease-associated mutations were found within the VWF
gene, comprising 25 missense mutations, six nonsense mutations, three deletions and two
splicing variants within intronic regions. Causative mutations were spread throughout the
whole VWF gene, with the majority of them (18) being located within the largest exon 28. A
total of 13 novel mutations within the VWF gene were identified: 8 missense mutations
(c.571T>C, c.1496A>C, c.1531A>C, ¢.3829G>T, ¢.3829G>C, c.4471A>G, c.6479A>G,
€.6596G>A), three nonsense mutations (c.319C>T, c¢.6151A>T, c.6504C>A), one
heterozygous deletion of exons 1 to 6 and one splicing mutation within the intronic region
(c.6599-2A>G). Four study participants were identified with mutations within the FVIII gene
only, while one female participant had mutations both in VWF and FVIII genes. The two
siblings who were homozygous for a mutation in the FVIII gene were diagnosed with mild
haemophilia A, while the three heterozygous females were classified as carriers of mild
haemophilia A. Two mutations within the FVIII gene were novel (c.1553A>C and
€.6253G>A). Of the remaining 30 (36 %) study participants without mutations within the
VWEF and FVIII genes, nine had VWF:GPIbM below 50 % and were classified as “low
VWEF“. Comparison of results of coagulation test results between patients with type 1 VWD,
type 2 VWD, type 3 VWD, patients classified as “low VWF“, those without mutations in the
VWEF and FVIII genes and normal coagulation testing results, and patients with mutations in
FVIII gene revealed statistically significant difference (P < 0.001) for aPTT, PFA-200
COL/EPI, PFA-200 COL/ADP, VWF:GPIbM, VWF:Ag, FVIII, VWF:CB, relative content of
high and low molecular weight multimers, as well as VWF:GPIbM/VWF:Ag (P < 0.001),
VWF:.CB/VWF:Ag (P = 0.022) and FVIII/VWF:Ag (P = 0.001) ratios. Both tranexamic acid
and replacement therapy with concentrates containing VWF and FVIII were more frequently
applied to patients with mutations within the VWF, compared to those without (P = 0.021 and
P =0.009, respectively).

Conclusions: The present study revealed considerable phenotypic and genetic heterogeneity
among patients with VWD in Croatia. The application of simultaneous sequencing of whole
VWEF and FVIII genes by means of NGS was proven as a valid approach for differential
diagnosis of VWD subtypes, as well as for unambiguous distinction of VWD from mild
haemophilia A and identification of complex genotypes. Identification of causative mutations,

together with detailed analysis of structural and functional disorders of VWF using specific



coagulation assays, enhanced the understanding of the pathophysiological mechanism
underlying the patient's bleeding disorder, allowed appropriate treatment and provided basis

for genetic counselling.

Keywords: von Willebrand disease, mild haemophilia A, coagulation testing, molecular

diagnostics, next-generation sequencing
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1. UVOD

1.1.  Von Willebrandova bolest — uvodni dio

Von Willebrandova bolest (VWB) naj¢es¢i je nasljedni poremecaj zgruSavanja krvi
koji nastaje zbog kvantitativnog manjka ili kvalitativnih promjena von Willebrandova faktora
(VWEF), uzrokovanih mutacijama u genu za VWF (1). Pojavnost VWB-a u opc¢oj populaciji
iznosi priblizno 1 na 1000, iako se u literaturi mogu naci podaci o prevalenciji u rasponu od
0,01 % do 1 %. VWB se smatra jednim od najmanje prepoznatih hematoloskih poremecaja.
Procjenjuje se da broj simptomatskih, klini¢ki znacajnih slu¢ajeva VWB-a iznosi 125 na
milijun stanovnika, dok se teski oblik bolesti javlja u jedan do pet sluc¢ajeva na milijun
stanovnika (2-4). VWB je etnicki i geografski jednakomjerno rasprostranjena, a iako zahvaca
oba spola podjednako, kod Zena se dijagnosticira dvostruko ¢eS¢e nego kod muskaraca zbog
fizioloskih krvarenja u reproduktivnoj dobi (2).

Simptomi bolesti izrazito su heterogeni i kod najveceg broja bolesnika ocituju se
krvarenjima u kozu i sluznice, produljenim krvarenjem nakon operacijskih zahvata ili ozljeda,
dok su krvarenja u zglobove, miSi¢e i mozak rijetka te ograni¢ena na teske oblike bolesti (1,
5). Tezina krvarenja ovisi o razini VWF-a u krvi te njegovim strukturnim i funkcionalnim
poremecajima (2).

Bolest je prvi opisao finski internist dr. Erik Adolf von Willebrand u svom radu
objavljenom 1926. godine. Teoriju o do tada neotkrivenom poremecaju krvarenja uobli¢io je
tijekom lijecenja djevojcice Hjordis S. podrijetlom s Alandskog oto&ja smjestenog U
arhipelagu izmedu Svedske i Finske koja je tijekom Zivota imala vise epizoda obilnih
krvarenja iz nosa, usana, zgloba i nakon vadenja zubiju, a naposljetku je iskrvarila do smrti
tijekom cetvrte menstruacije u dobi od 14 godina. Detaljnom obradom ¢ak 66 ¢lanova njezine
obitelji utvrdio je da je njih 23 imalo slicne simptome krvarenja, da su oba roditelja u
mladosti bila sklona u€estalim krvarenjima iz nosa te da su Cetiri njezine sestre umrle u ranom
djetinjstvu zbog prekomjernog krvarenja iz nosa, gastrointestinalnog sustava i/ili kao
posljedica ozljeda (6, 7). U svojim zapisima produljeno vrijeme krvarenja uz uredan broj
trombocita smatrao je kljuénim obiljezjima ove bolesti, a poremecaj je okarakterizirao kao
neotkriveni oblik hemofilije koji zahvaca oba spola i nazvao ga nasljedna pseudohemofilija. U
narednom razdoblju viSe je znanstvenika neovisno opisalo slucajeve oba spola s istovjetnim

klini¢kim obiljezjima, a otkri¢em metoda za odredivanje aktivnosti faktora zgruSavanja VIII
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(FVII) utvrdeno je da se uz produljeno vrijeme krvarenja moze javiti i snizena aktivnost
FVIIL. Do zaklju¢ka da se radi o primarnom poremecaju nekog drugog faktora u sustavu
zgrusavanja koji je razli¢it od FVIII dosla je 1956. godine grupa znanstvenika u Sveucili$noj
bolnici u Malméu u Svedskoj na éelu s lije¢nicom Ingom Marie Nilsson. Oni su uo¢ili da je
primjenom precipitata plazme koji je sadrzavao fibrinogen i FVIII kod bolesnice s opseznim
krvarenjima iz maternice doSlo do normalizacije vremena zgrusavanja i povisenja aktivnosti
FVIII, a krvarenja su zaustavljena. Jednak ucinak uocen je i za pripravak dobiven iz plazme
bolesnika s hemofilijom A, Sto je upucivalo da je za korekciju vremena zgruSavanja
odgovoran faktor koji je jednako prisutan u normalnoj plazmi i u plazmi bolesnika s
hemofilijom A (7). Daljnja istrazivanja koja su proveli americki lije¢nik Edwin William
Saltzman te norveski znanstvenici Leif Jorgensen i Christian Fredrik Borchgrevink pokazala
su da je kod bolesnika s VWB-om prisutna smanjena adhezija trombocita na oSte¢eni endotel
(7, 8). Za identifikaciju novog proteina u sustavu zgruSavanja, koji je kasnije nazvan VWF,
zasluzan je americki lije¢nik Theodore S. Zimmerman. On je 1971. godine imunokemijskom
metodom koja se koristila antiserumom naspram VWF-a dokazao njegovu prisutnost kod
zdravih ispitanika i bolesnika s hemofilijom A, ali ne i bolesnika s VWB-om (9). Daljnjim
istrazivanjima u podru¢ju VWB-a otkrivene su njegove funkcije u hemostazi te opisana
proteinska struktura, $to je dovelo do razvoja laboratorijskih pretraga koje se danas koriste u
dijagnostici. Takoder su provedena opsezna epidemioloska istraZivanja opcée populacije,
otkriven je gen odgovoran za sintezu VWF-a, bolest je klasificirana u podtipove ovisno o vrsti
i opsegu poremecaja VWF-a te su razvijeni pristupi lije¢enju bolesnika (8). Danas je VWB
jasno definiran poremecaj krvarenja koji se dijagnosticira na temelju pozitivne osobne 1/ili
obiteljske anamneze, a potvrduje laboratorijskom dijagnostikom. Ipak, zbog viSestruke uloge
VWEF-a u hemostazi, slozenosti njegove strukture, brojnih mutacija u razli¢itim dijelovima
gena za VWF koje razlicito utjeCu na njegovu aktivnost i posljedicno dovode do izrazite
heterogenosti klinicke slike krvarenja, pravilna je dijagnostika VWB-a jo$ uvijek znatan
izazov. Iz istog razloga detaljna patofizioloSka osnova bolesti ostaje nedovoljno istrazena, $to

1 dalje poti¢e znanstvenike na brojna istrazivanja u ovom podrucju.



1.2.  Struktura i sinteza von Willebrandova faktora

VWEF je adhezijski multimerni glikoprotein ¢ija molekularna masa moze iznositi od
500 do cak preko 20 000 kDa, $to ga Cini najve¢im poznatim ljudskim plazmatskim
proteinom. Sastoji se od pojedina¢nih polipeptidnih jedinica prosje¢ne molekularne mase 250
kDa koje su medusobno povezane disulfidnim vezama (10, 11).

Sinteza VWF-a odvija se u endotelnim stanicama i megakariocitima, a zapocinje
stvaranjem prepropolipeptida (pre-pro-VWF) kojeg ¢ini ukupno 2813 aminokiselina (AK).
Sastoji se od kratkoga signalnog peptida od 22 AK na aminoterminalnom kraju, propeptida
(VWEFpp) izgradenog od 741 AK te zrele monomerne jedinice VWF-a od 2050 AK (12, 13).
Pre-pro-VWF ima karakteristicnu viSedomensku strukturu koja se sastoji od nekoliko
homolognih podruc¢ja koja se ponavljaju u sljede¢em slijedu: SP-D1-D2-D'D3-A1-A2-A3-D4-
C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK, pri ¢emu podru¢je D1-D2 odgovara VWFpp. Slika 1 prikazuje
domensku strukturu monomera VWF-a s mjestima za vezanje kljuénih liganada. Domene
sadrzavaju brojna vezna mjesta za razli¢ite ligande, ¢ime omoguéavaju pravilnu sintezu,

sazrijevanje i hemostatsku funkciju VWF-a (Tablica 1.).

GPlb
FVIII Kolagen Kolagen GPlIb/llla

Mjesto cijepanja

— ADAMTS13 o
Multimerizacija Dimerizacija
5 UTR l ks
’
v—{ o1 | o2 { 003
Egzon 1-2 3-10 1117 18-20 20-28 28 28 28-32 33-38 38.52
22 AK
signalni 741 AK 2050 AK
peptid VWF propeptid Zreli VWF
€ 2813 AK >

Slika 1. Domenska struktura monomera von Willebrandova faktora s nazna¢enim veznim

mjestima za kljuc¢ne ligande (prilagodeno prema 14).

FVIII — faktor zgrusavanja VIII; GPIb — trombocitni glikoprotein Ib; ADAMTS13 - proteaza 13 iz obitelji dizintegrina i
metaloproteinaza s trombospondinskim dijelovima (engl. A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin motifs-
13); GPI1Ib/Illa — trombocitni glikoprotein 11b/111a; AK — aminokiseline; VWF — von Willebrandov faktor; 5' UTR —

netranslatirajuca regija na 5' kraju (engl. 5' untranslated region)



Tablica 1. Ligandi i vezne domene von Willebrandova faktora (prilagodeno prema 15)

Skupina liganada Protein Vezna domena VWF-a
FVIII D'-D3
Plazmatski proteini ADA_MTSB ALAZAS
Fibrin C1-C6
Komponente komplementa C1-C2
Glikoprotein Ib Al
Trombocitni receptori Glikoprotein I1b/Illa C4
P-selektin D'-D3
Integrin a V3 C4
Receptori endotelnih P-selektin D'-D3
stanica Protein sli¢an kolinskom transporteru-2 Al
CLEC4AM /
Receptori glatkih miSi¢nih
Integrin a V3 C4

stanica Krvne Zile

Integrini 2

D'-D3, A1-A2-A3

P-selektin glikoprotein-1 ligand Glikani
Leukocitni receptori )
Siglec-5 /
LRP1 /
Kolagen tip | A3
Kolagen tip I11 A3
Proteini izvanstani¢nog Kolagen tip VI Al
matriksa Trombospondin A3
Heparin Al
Histoni Al
DNA/NETovi Al
Angiopoetin-2 Al
Ostali plazmatski i/ili Interleukin-8 /
stani¢ni proteini Galektin-1, galektin-3 Glikani
Osteoprotegerin Al
Multimerin 1 Al-A2-A3




FVIII — faktor zgrusavanja FVIII; ADAMTSI13 — proteaza 13 iz obitelji dizintegrina i metaloproteinata s
trombospondinskim dijelovima (engl. A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin motifs-13);
CLEC4M - ¢lan M iz domenske obitelji 4 lektina tipa C (engl. C-Type Lectin Domain Family 4 Member);
Siglec-5 — ¢lan 5 iz obitelji lektina slicnog imunoglobulinu koji veze sijalinsku kiselinu (engl. Sialic Acid
Binding Ig Like Lectin 5); LRP1 — protein povezan s receptorom za lipoprotein niske gustoce (engl. Low density
lipoprotein receptor-related protein 1); DNA — deoksiribonukleinska kiselina; NET — neutrofilna izvanstani¢na

zamka (engl. neutrophil extracellular trap)

Prije otpustanja funkcionalnog oblika VWF-a u cirkulaciju, prethodnicka molekula
pre-pro-VWF-a podlijeze nizu posttranslacijskih modifikacija. Signalni peptid odgovoran je
za usmjeravanje ribosoma koji sadrzava pre-pro-VWF na membranu endoplazmatskog
retikula (ER) gdje dolazi do njegova uklanjanja proteolitickim cijepanjem, pri Cemu preostaje
molekula sastavljena od 2791 AK koja se naziva pro-VWF (16). U lumenu ER-a zapocinje
proces N-glikozilacije. Djelovanjem enzima oligosahariltransferaze dolazi do dodavanja 14-
saharidnih podjedinica koje se sastoje od tri molekule glukoze, devet molekula manoze i dvije
molekule N-acetilglukozamina (GlcsMangNAc2) na aminoskupine asparaginskih ostataka
osnovnoga peptidnog lanca. Time nastaje 16 N-glikoziliranih ostataka strukture Asn-bilo koja
AK-Ser ili Thr te devet N-glikoziliranih ostataka strukture Asn-bilo koja AK-Cys. Kako bi se
omogucilo pravilno prostorno uvijanje proteina, membranske glukozidaze I i II uklanjaju
dvije krajnje molekule glukoze ¢ime nastaje monoglikozilirana oligosaharidna jedinica
GlciMangNAC: koja sluzi kao vezno mjesto za stvaranje kompleksa s kalneksinom vezanim
na membrani ER ili topljivim kalretikulinom. Djelovanjem disulfid-izomeraze A3 dolazi do
stvaranja disulfidnih veza izmedu tiolnih skupina (-SH) cisteinskih ostataka, S$to olakSava
postizanje pravilne konfiguracije monomera VWF-a. Zadnji glukozni ostatak tada se uklanja
djelovanjem glukozidaze Il, a monomer VWF-a odvaja od kalneksina ili kalretikulina i
povezuje u dimere djelovanjem disulfid-izomeraze Al. Ovaj enzim katalizira stvaranje
disulfidnih veza unutar cistinskog ¢vora na karboksiterminalnom kraju unutar CK domene
VWEF-a u uvjetima neutralnog pH (16, 17). Dimeri pro-VWF prenose se u Golgijev aparat
gdje dolazi do daljnje glikozilacije. N-glikozilacija zapocinje djelovanjem manozidaze, N-
acetilglukozamin-transferaze i fukozidaze u cis odjeljcima i medijalnim odjeljcima Golgijeva
aparata, a zavrSava stvaranjem slozenih glikana djelovanjem galaktoziltransferaze i
sijaliltransferaze u trans-odjeljku. O-glikani nastaju prijenosom N-acetilgalaktozamina na
hidroksilne skupine serinskih ili treoninskih ostataka koje se nalaze na povrSini monomera

VWE-a. Slozeniji O-glikani nastaju daljnjim dodavanjem oligosaharida. Poslijetranslacijsko
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doradivanje monomera VWF-a zavrSava sijalizacijom, odnosno vezanjem sijalinskih kiselina,
od kojih je najzastupljenija N-acetilneuraminska kiselina (17).

U Golgijevu aparatu takoder dolazi do proteolitiCkog cijepanja VWFpp djelovanjem
enzima furina, ali VWFpp ostaje vezan na monomer VWF-a nekovalentnom vezom do
otpustanja zrelog VWF-a u cirkulaciju (13, 16-18). Time se olakSava proces multimerizacije
jer VWFpp ima oksidoreduktaznu aktivnost preko dva AK slijeda Cys-Gly-Leu-Cys, i to u
domeni D1 na mjestima 159 do 162 i u domeni D2 na mjestima 521 do 524. Multimerizacija
se odvija u uvjetima kiselog pH 6,2 i visoke koncentracije kalcijevih iona, a smatra se da
klju¢nu ulogu ima histidin koji jedini od svih AK-a ima pKa 6,0, §to je najblize vrijednosti pH
od 6,2 kolika je u Golgijevu aparatu. Zbog toga dolazi do protoniranja histidinskih ostataka,
dok se kljuc¢ni cisteinski ostaci Cys1099 i Cys1142 deprotoniraju, pri ¢emu nastaju disulfidne
veze izmedu istovjetnih cisteinskih ostatatka unutar domena D3 dimera VWF-a (Cys1099-
1099' i Cys1142-1142"). U konacnici nastaju multimeri VWF-a koji se sastoje od najmanje
dvije pa sve do 40 dimernih podjedinica (16, 17, 19). Multimeri VWF-a se prema broju
dimernih jedinica dijele na multimere male (engl. low molecular weight multimers, LMWM),
srednje (engl. intermediate molecular weight multimers, IMWM), velike (engl. high
molecular weight multimers, HMWM) i izrazito velike molekularne mase (engl. ultralarge
molecular weight multimers, UMWM) (Tablica 2.). Multimeri ve¢e molekularne mase nose
veci broj veznih mjesta za trombocitni GPIb i kolagen, pa hemostatska aktivnost VWF-a i

klini¢ka slika krvarenja izravno ovise 0 udjelu HMWM-a.



Tablica 2. Sastav i funkcija multimera von Willebrandova faktora (prema 20)

Broj
Multimeri : J : Molekularna . :
dimernih Raspodjela Uloga u hemostazi
VWEF-a L masa (kDa)
podjedinica
Niskomolekularni
o 1-5 500 - 2500 Iskljuéivo nosa¢ FVIII
multimeri
) _ Vezanje za trombocite
Srednjemolekularni o o
L 6—-10 3000 — 5000 niskim afinitetom;
multimeri
. - nosa¢ FVIII
Cirkuliraju
u plazmi
_ ) Vezanje na trombocite
Visokomolekularni o o
o 11-20 5500 — 10 000 visokim afinitetom;
multimeri
nosac FVIII
Pohrana u
Weiber- Cijepaju se na manje
Izrazito (ultra) Paladijevim multimere neposredno
o - >20 >10 000
veliki multimeri tjelescima i nakon otpustanja u
a-granulama cirkulaciju
trombocita

VWEF — von Willebrandov faktor; FVII1 — faktor zgrusavanja VIII

Oko 95 % VWF-a iz endotelnih stanica otpusta se kontinuirano, dok se preostali dio

najve¢im dijelom organizira u tubularne strukture i pohranjuje u Weiber-Paladijevim

tjeleScima endotelnih stanica (12, 21). Tako pohranjeni VWF sadrzava isklju¢éivo UMWM.

Do otpustanja VWF-a iz Weiber-Paladijevih tjelesaca dolazi kod svake aktivacije

hemostatskog sustava, a fizioloski moZe biti potaknuto razli¢itim agonistima poput histamina,

estrogena, trombina i fibrina. VWF se iz Weiber-Paladijevih tjelesaca otpusta egzocitozom u

obliku UMWM-a. Nakon otpustanja, VWFpp odvaja se od VWF-a i cirkulira samostalno kao

nekovalentni homodimer vrlo kratkog poluvremena zivota (~2 sata). S obzirom na to da su

UMWM izrazito hemostatski aktivni, dolazi do njihova cijepanja u domeni A2 VWF-a na
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mjestu Tyrl605-Met1606 djelovanjem proteaze ADAMTS13 (engl. A Disintegrin And
Metalloproteinase with ThromboSpondin motifs-13). Time se regulira veli¢ina VWF-a te
sprjeCava prekomjerna aktivacija i agregacija trombocita na mjestu ozljede krvne zile (12, 16,
21).

VWEF se sintetizira i u megakariocitima, a pohranjuje u a-granulama trombocita. Tu se
moze nalaziti i do 20 % ukupnog VWF-a u organizmu koji se takoder pretezito sastoji od
UMWMe-a. Medutim, VWF se iz trombocita oslobada tek nakon njihove aktivacije pod
utjecajem agonista poput adenozin-difosfata (ADP), kolagena i trombina, a otpusta se zajedno
s ostalim sadrzajem trombocitnih granula. Nakon oslobadanja, potice adheziju trombocita uz
ozlijedeno tkivo i njihovo medusobno povezivanje (21).

Nakon otpustanja u cirkulaciju, VWF se veze za FVIII i stvara nekovalentni
kompleks. Poluvrijeme zivota VWF-a iznosi oko 12 sati, a ovisi 0 stupnju i obrascu
glikozilacije VWF-a. Smatra se da su stanice srodne makrofagima u jetri i slezeni odgovorne
za uklanjanje VWF-a iz cirkulacije, medutim toan mehanizam nije jo§ u potpunosti

razjas$njen (22, 23).



1.3.  Uloga von Willebrandova faktora u hemostazi

Aktivacija sustava zgruSavanja zapocinje neposredno nakon ozljede krvne zile, pri
¢emu dolazi do niza procesa preko kojih nastaje trombocitni ugrusak (primarna hemostaza).
Susljednim djelovanjem aktiviranih ¢imbenika zgrusavanja trombocitni ugrusak ucvrséuje se
u fibrinski ugrusak (sekundarna hemostaza). VWF ima klju¢nu ulogu u primarnoj hemostazi
jer omogucuje adheziju trombocita na mjestu ozljede krvne zile posredovanjem interakcije
kolagena u subendotelu s trombocitnim receptorom glikoproteinom Ib (GPIb) unutar
kompleksa GPIb/IX/V te medusobnim povezivanjem trombocita preko vezanja na
trombocitni receptorski glikoprotein 11b/111a (GPI1b/1113).

Ozljeda krvne zile dovodi do izlaganja subendotela toku krvi. Poja¢an protok krvi
dovodi do aktivacije i usmjeravanja trombocita te cirkuliraju¢eg VWF-a na mjesto ozljede
krvne zile te otpustanja pohranjenog VWF-a iz Weiber-Paladijevih tjelesaca. VWF podlijeze
konformacijskim promjenama te prelazi iz tubularnog u izduzeni oblik i veze se pomocu
domene A3 na kolagen tipa I i III u subendotelu, dok domena A1 veze kolagen tipa VI. Tako
imobiliziran, VWF se veze na o-lanac trombocitnog receptora GPIb (GPIlba) preko
aminoterminalnog kraja domene Al i stvara most kojim dolazi do adhezije trombocita na
mjestu ozljede krvne zile (10, 24, 25). Vezanje VWF-a na GPIb potice oslobadanje
trombocitnih agonista ADP-a i tromboksana A2, $to dovodi do aktivacije trombocita i
povecanja afiniteta trombocitnog integrina GP1Ib/IIla za VWF. Aktivirani se trombociti preko
GPIIb/Illa  vezu na tetrapeptidni slijed Arg-Gly-Asp-Ser koji se nalazi blizu
karboksiterminalnog kraja u domeni C1 VWF-a. Time je potpomognuta adhezija trombocita,
ali i omoguceno njihovo medusobno povezivanje i agregacija (10, 25, 26). Shematski prikaz
uloge VWF-a u hemostazi prikazan je na Slici 2.

U sekundarnoj hemostazi VWF sudjeluje posredno jer sluzi kao nosa¢ FVIIL. FVIII
nastaje u hepatocitima i endotelnim stanicama kao prethodnic¢ki jednolancani polipeptid
sastavljen od 2351 AK. Nakon odcijepljenja signalnog peptida (19 AK) 1 viSestrukoga
proteolitickog cijepanja nastaje zreli oblik FVIII izgraden od 2332 AK koje su organizirane u
nekoliko domena prema redoslijedu A1-A2-B-A3-C1-C2. Proteolitickim cijepanjem u
podrucju domene B nastaje heterodimer sastavljen od teskog lanca (A1-A2-B) i lakog lanca
(A3-C1-C2) koji su povezani dvovalentnim metalnim ionom. FVIII se preko regija na lakom
lancu u podru¢ju domena C1 i C2 veze na domenu D'D3 koja pripada VWF-a i tvori
nekovalentnu vezu. Za tu interakciju klju¢ne su aminokiseline na mjestima od 1672 do 1689,
a posebno je vazna sulfatacija tirozina na mjestu 1680. Na taj je nacin ofuvana stabilnost
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FVIII, sprijecena njegova prerana proteoliticka razgradnja djelovanjem aktiviranog proteina C
i njegova kofaktora proteina S te mu je omoguceno nakupljanje na mjestu ozljede krvne Zile i
time ucinkovito sudjelovanje u procesu zgruSavanja (23, 24, 27, 28). Poluvrijeme zivota FVIII
u kompleksu s VWF-a iznosi 12 do 15 sati, a kada cirkulira slobodan oko dva sata (29).
Trombin koji nastaje tijekom procesa zgruSavanja oslobada FVIII iz kompleksa s VWF-a na
nacin da nastaju dva manja ulomka teskog lanca te dolazi do odvajanja manjeg ulomka iz
lakih lanaca. Time nastaje aktivni heterotrimer FVIlla koji sudjeluje kao kofaktor u reakciji
pretvorbe faktora zgruSavanja X (FX) u njegov aktivni oblik FXa pod djelovanjem
aktiviranog faktora zgrusavanja IX (FIXa). Radi odrzavanja hemostatske ravnoteze nastali
trombin aktivira protein C koji proteoliticki cijepa FVIIla i na taj nacin zaustavlja unutarnji

put zgrusavanja (30).

[ Endptel ‘ ‘ Kolagen ‘

(2)  Fm | I

X Xa Aktivacija ‘4 Adhezija i agregacija '
\\\/‘ sustava: trombocita
. zgrusavanja r
44
r) 9 Tromboct ) =
i / — Fibdnogen
\Qf b%‘}‘i \ ‘\\ﬁ ___—Gplib/lla
Gplb
Iy ;’ W - *// <

Cirkuliraju¢i VWF s |'
vezanim FVIII

VWF u ’ Osteceni ’
subendotelu endotel

Slika 2. Uloga von Willebrandova faktora u hemostazi (prilagodeno prema 31). Nakon
ozljede krvne Zile i izlaganja oStecenog endotela protoku krvi dolazi do adhezije 1 agregacije
trombocita na mjestu ozljede krvne Zile. Pritom von Willebrandov faktor posreduje
interakciju kolagena u subendotelu s glikoproteinom Ib na povr$ini trombocita te agregaciju
trombocita medusobnim povezivanjem preko vezanja na glikoprotein Ilb/Illa (oznaka 1). Von
razgradnji 1 omogucava njegovo nakupljanje na mjestu ozljede krvne zile te aktivaciju

unutarnjeg puta zgruSavanja (oznaka 2).
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1.4.  Podjela von Willebrandove bolesti

Vazeéa podjela nasljedne VWB-a, koju je definirao Pododbor za VWF
Medunarodnog drustva za trombozu i hemostazu (engl. International Society on Thrombosis
and Haemostasis, ISTH), temelji se na fenotipskim obiljezjima VWF-a i dijeli VWB u tri
osnovne skupine (1).

Tip 1 najceséi je oblik VWB-a koji obuhvaca do 80 % svih bolesnika, a obiljezen je
kvantitativnim manjkom VWF-a koji ima o¢uvanu multimernu raspodjelu i funkciju. Klini¢ka
slika krvarenja i rezultati laboratorijskih pretraga koje se koriste u dijagnostici VWB-a kod
bolesnika s tipom 1 VWB-a izrazito su heterogeni zbog postojanja brojnih mutacija u genu za
VWEF koje sve mogu uzrokovati sli¢an fenotip karakteristi¢an za tip 1 VWB-a. Snizena razina
VWEF-a u cirkulaciji moze biti posljedica smanjenog otpustanja VWF-a iz endotelnih stanica,
njegova ubrzanog uklanjanja iz cirkulacije ili povecane osjetljivosti na proteoliticko
djelovanje (1, 32). Istrazivanja geneticke osnove VWB-a pokazala su da u oko 35 %
bolesnika sa snizenim VWF-a ne postoji mutacija u genu za VWF te da vjerojatnost
prisutnosti mutacije raste Sto je aktivhost VWF-a niza. Zbog toga se u literaturi sve vise
bolesnike s aktivnos¢éu VWF-a od 30 do 50 % ne svrstava kao tip 1 VWB-a, ve¢ izdvaja u
zasebnu skupinu koja se naziva tzv. ,,niski VWF* (engl. low VWF) (33, 34).

Tip 2 javlja se u oko 15 — 20 % bolesnika, obuhvaca kvalitativne poremec¢aje VWF-a i
dijeli se u cetiri podskupine (2A, 2B, 2M i 2N), ovisno o vrsti strukturnoga i funkcionalnog
poremecaja VWF-a.

Tip 2A obuhvaca oko 50 % svih bolesnika s tipom 2 VWB-a, a obiljezen je
smanjenim afinitetom vezanja VWF-a na trombocitni GPIb zbog selektivnog manjka
HMWM-a i/ili IMWM-a. Iako to nije dio sluzbene klasifikacije VWB-a, tip 2A dodatno se
moze podijeliti s obzirom na uzrok 1 to na podtipove uzrokovane poremecajem
multimerizacije (IIC, IID, IIE) i zasebni podtip koji nastaje zbog povecane podloznosti
proteolitickoj razgradnji proteazom ADAMTS-13 (IIA). Do smanjene u¢inkovitosti stvaranja
multimera VWF-a moze do¢i zbog poremecaja VWFpp koji sprecavaju multimerizaciju u
Golgijevu aparatu (1IC), promjena na karboksiterminalnom kraju CK domene koje
sprjeCavaju proces dimerizacije u endoplazmatskom retikulu (1ID) ili promjena unutar D3
domene koje utjeCu na pravilno stvaranje disulfidnih veza unutar Golgijeva aparata (I1E). Kod
podtipa IIA prisutne su mutacije u genu za VWF koje utje¢u na domenu A2 VWF-a i
povecavaju dostupnost ciljnog mjesta cijepanja proteaze ADAMTS-13 (1, 32, 35).
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Tip 2B uzrokovan je mutacijama u genu za VWF koje dovode do promjena u domeni
ATl 1 uzrokuju povecani afinitet VWF-a za trombocitni GPIb, ubrzano uklanjanje djelovanjem
proteaze ADAMTS-13 i posljedi¢no gubitak HMWM-a. Zbog spontanog vezanja VWF-a na
trombocite kod bolesnika s tipom 2B VWB-a moze biti prisutna trombocitopenija.

Tip 2M uzrokovan je promjenama u domeni Al koje dovode do smanjenog afiniteta
VWF-a za trombocitni GPIb i posljedicno smanjene adhezije trombocita, uz ocuvanu
multimernu strukturu i raspodjelu. Zbog smanjenog vezanja na trombocite kod tipa 2M ne
dolazi do ucinkovite proteoliticke razgradnje VWF-a i u cirkulaciji mogu zaostati UMWM-
ovi (1, 32, 33). Manji broj slucajeva tipa 2M moze nastati zbog promjena u domeni A3 i
poremecaja vezanja kolagena tipa V1 (2).

Tip 2N nastaje zbog promjena u podru¢ju domena D' i D3 (od Ser764 do Argl035)
koje se oc€ituju smanjenom sposobnos$¢u vezanja FVIII na VWF. Time je FVIII podloZan
brzoj proteolitickoj razgradnji te je njegov zivotni vijek skra¢en na dva sata. S obzirom na to
da se tip 2N laboratorijski o€ituje snizenom aktivno$éu FVIII, u nedostatku pretraga koje
specificno mjere sposobnost VWF da veze FVIII ovaj se oblik VWB-a moze zamijeniti
blagom hemofilijom A (1, 32, 35, 36).

Tip 3 najrjedi je, ali najtezi oblik potpunog nedostatka VWF-a koji se javlja s
ucestalos¢u od jednog slucaja na milijun stanovnika (1, 32). Karakterizira ga potpuni
nedostatak VWF-a zbog ¢ega bolesnici imaju tesku klini¢ku sliku krvarenja.

Osim nasljednih oblika VWB-a, krvarenje zbog poremecaja VWF-a moze biti i
steceno, kao posljedica nekoga drugog osnovnog patofizioloSkog poremecaja i takav se
poremecéaj naziva steCeni von Willebrandov sindrom (engl. acquired von Willebrand
syndrome, AVWS). Najces¢e se javlja u starijoj dobi i to kod bolesnika s
limfoproliferacijskim bolestima (multipli mijelom, kroni¢na limfocitna leukemija,
Waldenstromova makroglobulinemija i dr.), ali moze biti pridruzen i mijeloproliferacijskim
poremecajima, solidnim tumorima, autoimunim i kardiovaskularnim bolestima, posebice kod
bolesnika s umjetnim sréanim zaliscima. Nastaje zbog povecane razgradnje ili ubrzanog
uklanjanja VWF-a iz cirkulacije. Laboratorijski se ocituje snizenom koncentracijom i

aktivno$¢u VWF-a, a Cesto je prisutan selektivni manjak HMWM-a (37).
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1.5. Molekularna osnova i nasljedivanje von Willebrandove bolesti

Gen odgovoran za sintezu VWF-a nalazi se na kraju kratkog kraka kromosoma 12
(12p13.2), velicine je 178 kb, a sastoji se od 52 egzona. Vecéina je egzona manja i sastoje se
od 41 do 342 parova baza (pb), dok se najveci egzon 28 sastoji od 1379 pb i odgovoran je za
kodiranje klju¢nih regija VWF-a koje su odgovorne za vezanje liganada i uklanjanje VWF-a
iz cirkulacije. Egzon 28 ujedno je i podrucje s najvec¢im brojem poznatih mutacija koje
dovode do poremecaja VWF-a (38, 39). Do danas je poznato vise od 700 razli¢itih mutacija u
genu za VWF koje su rasprostranjene duz ¢itavog gena, ukljuujuc¢i promotorsku regiju, svih
52 egzona te intronske regije. Kod tipa 1 i tipa 3 VWB-a uzro¢ne mutacije mogu se nac¢i duz
cijelog gena za VWF, dok su kod podtipova tipa 2 ograni¢ene na odredene regije gena i

zahvacaju samo pojedine domene VWF-a (Tablica 3.).

Tablica 3. Raspodjela mutacija u genu i zahvacene domene von Willebrandova faktora po

tipovima von Willebrandove bolesti (40-42)

V\j_\III:-a Regije gena za VWF Domena VWF-a

1 Uzro¢ne mutacije utvrdene duz ¢itavog gena Sve domene
2A Egzoni 2-17, 22, 25-27, 28, 51-52 Al, A2, D1-D2, D3, CK
2B Egzon 28 Al

: 2M Egzoni 28 do 32 Al, A3
2N Egzoni 17 do 25 D'D3

3 Uzro¢ne mutacije utvrdene duz ¢itavog gena Sve domene

VWB — von Willebrandova bolest; VWF — von Willebrandov faktor

Najveci broj slucajeva tipa 1, 2A, 2B 1 2M nasljeduje se autosomno dominantno, dok
se rijetki slucajevi tipa 1 1 2A te vecina slucajeva tipa 3 1 2N VWB-a nasljeduju autosomno
recesivno ili su bolesnici slozeni heterozigoti (43, 44).

VWB moze biti uzrokovana razli¢itim vrstama mutacija unutar gena za VWF. Tablica
4. prikazuje vrste mutacija unutar gena za VWF, njihov uéinak i tip VWB-a koji mogu
uzrokovati. Ako se naslijede recesivno, besmislene mutacije, pomaci okvira Citanja te greske
prekrajanja rezultiraju nul-alelom i potpunim nedostatkom VWF-a. Nul-aleli uzrokuju oko 90
% slucajeva tipa 3 VWB-a (38).
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Tablica 4. Vrste mutacija u genu za von Willebrandov faktor, njihov ucinak i tip von

Willebrandove bolesti koji mogu uzrokovati (39)

Vrsta mutacije

Zahvacéen

proces

Opis poremecéaja

Tip VWB-a

Transkripcijska Prepisivanje

Poremecaj veznog mjesta transkripcijskog

MRNA faktora dovodi do smanjene ili odsutne sinteze
mMRNA
Greska Uklanjanje Promjene GT ili AG dinukleotida na 5" ili 3' Nul mutacije uzrokuju
prekrajanja introna kraju pojedinog introna ili unutar bocnih recesivni oblik tipa 3,
intronskih regija koje mogu dovesti do 2N, 2Aitipal
preskakanja egzona, zadrzavanja introna ili
drugih poremec¢aja mRNA
Preskakanje egzona moze dovesti do delecije Dominantni oblik tipa 1
unutar okvira Citanja i sinteze skracenog i2A
proteina
Konverzija Stvaranje Zamjena slijeda nukleotida gena za VWF sa 1, 2B, 2M, 3
gena MRNA ili slijedom nukleotida pseudogena dovodi do
prevodenje mutacija pogre$nog smisla ili besmislenih
proteina mutacija; zahvaéa nukleotidne slijedove
veli¢ine od 8 do 335 pb
Besmislena Prevodenje Zbog zamjene jednog nukleotida drugim Nul-mutacije uzrokuju
mutacija (engl.  proteina nastaje stop-kodon koji uzrokuje preuranjeni recesivni oblik tipa 3,

nonsense)

zavrsetak sinteze proteina

2N i 2A.
Dominantno
nasljedivanje uzrokuje

tip 1.
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Tablica 4. (nastavak) Vrste mutacija u genu za von Willebrandov faktor, njihov ucinak i tip

von Willebrandove bolesti koji mogu uzrokovati

Vrsta Zahvadéen .
mutacie oroces Opis poremecaja Tip VWB-a
Male Stvaranje Promjene okvira Citanja zbog umetanja,
delecije, mRNA ili uklanjanja ili duplikacije kraceg slijeda
insercije i prevodenje nukleotida, koje najces¢e zahvacaju
duplikacije  proteina ponavljajuce slijedove nukletoida.
Mogu dovesti do gubitka stvaranja proteina Nul-mutacije uzrokuju
ako je kodirajudi slijed aminokiselina prekinut  recesivni oblik tipa 3, 2N,
2A i tipal
Poremecaj se moze odnositi na umetanje ili Slican ucinak kao kod
gubitak aminokiselina pri ¢emu su zahvadeni ~ mutacija pogresnog smisla
viSestruki slijedovi od po tri nukleotida (vidi nize u tablici); uzrokuju
tip 1, 2A, 2B i 2M
Velike Stvaranje Mogu obuhvatiti delecije pojedinog egzona, Ovisno 0 opsegu delecije,
delecije MRNA ili viSe egzona ili Citavog gena. Poremecena je ucinak je sli¢an besmislenim
prevodenje sinteza proteina ovisno o tome gdje je prekinut ili mutacijama pogre$nog
proteina nukleotidni slijed. Uc¢inak je sli¢an kao kod smisla, a moze se ocitovati
besmislenih mutacija. fenotipom tipa 1,2 i 3. Nul-
alel dovodi do recesivnog
oblika tipa 3 i tipa 2A.
Mutacije Prevodenje Zamjena jednog nukleotida drugim i ugradnja 1, 2A, 2B, 2M, 2N, 3
pogre$nog  proteina pogresne aminokiseline. U¢inak ovisi o mjestu
smisla unutar VWF-a na kojem se supstitucija
(engl. dogodila.
missense)

MRNA — glasni¢ka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleid acid); VWB — von Willebrandova

bolest; pb — parovi baza

U najveéem broju slu¢ajeva, odnosno u oko 65 %, VWB je uzrokovana mutacijama

pogre$nog smisla (engl. missense mutation) kod kojih dolazi do zamjene jednog nukleotida

drugim, §to rezultira ugradnjom pogresne aminokiseline prilikom sinteze proteina (40).

Ovisno o mjestu unutar molekule VWF-a na kojem dolazi do zamjene aminokiselina takva
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promjena u strukturi moze dovesti do smanjenja koncentracije te razliCitih poremecaja
strukture i funkcije VWF-a. Mutacije pogresnog smisla odgovorne su za vecinu slu¢ajeva
tipova 2 VWB-a jer mogu dovesti do smanjenog vezanja VWF-a na GPIb (tip 2A i 2M),
pojacanog vezanja na GPIb (tip 2B), smanjenog afiniteta za FVIII (tip 2N), a dodatno mogu
utjecati na ucinkovitost procesa dimerizacije i multimerizacije, najées¢e uzrokujuéi promjene
u broju cisteinskih ostataka. Tip 1 i tip 3 VWB-a takoder mogu biti uzrokovani mutacijama
pogre$nog smisla, a naj¢eSc¢e se radi o poremecajima otpustanja VWF-a iz endotelnih stanica
ili podloznosti ubrzanoj razgradnji (38).

Besmislene mutacije (engl. nonsense mutations) dovode do stvaranja stop-kodona i
preuranjenog zavrsetka sinteze proteina VWF-a i pojavljuju se u recesivnom obliku kod tipa
3, 2N i 2A, dok u heterozigotnom obliku uzrokuju tip 1 VWB-a.

Mutacije pomaka okvira ¢itanja (engl. frameshift mutations) obuhvacaju delecije,
duplikacije i insercije, a najces¢e se odnose na uklanjanje ili umetanje jednog nukleotida,
premda mogu zahvatiti i krace sljedove nukleotida i to uglavnom unutar ponavljajucih
sljedova. Velike su delecije, duplikacije i insercije rijetke, a mogu zahvatiti jedan ili viSe
egzona. U homozigotnom obliku uzrokuju tip 3, dok u heterozigotnom obliku tip 1 VWB-a.

Osim egzona, mutacije se mogu naci unutar intronskih regija. To mogu biti poremecaji
GT i AG dinukleotida na 5" i 3" kraju introna koji dovode do izostanka njihova prepoznavanja
1 greSke u prekrajanju proteina. Dodatno, do neucinkovitog prekrajanja mogu dovesti
promjene u podrucju od -4 pb do +7 pb od egzon-intron grani¢nog podruéja, zbog stvaranja
pseudoegzona, dodatnih mjesta prekrajanja ili zadrzavanja introna.

SloZenosti geneticke osnove VWB-a doprinosi 1 postojanje nekodirajucega,
parcijalnog pseudogena na kromosomu 22 (22911.2) koji je velicine 25 kb i pokazuje 97-
postotnu homologiju s podru¢jem od egzona 23 do 34 gena za VWF. Homolognom
rekombinacijom pseudogena s genom za VWF nastaju mutacije pogresnog smisla ili
besmislene mutacije koje odgovaraju slijedu nukleotida na homolognom dijelu pseudogena
(10, 39).
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1.6. Klinic¢ka slika von Willebrandove bolesti

Bolesnici s VWB-om imaju poveéanu sklonost krvarenjima ¢ija vrsta i intenzitet ovise
o funkcionalnoj aktivnosti ostathnog VWF-a u krvi.

S obzirom na vecinski udio tipa 1 u odnosu na ostale tipove VWB-a, najveci broj
bolesnika ima blage simptome i znakove krvarenja. Zbog osnovnog poremecaja primarne
hemostaze, glavni simptomi jesu krvarenja u sluznice i kozu, a najcescée se ocituju pove¢anom
sklonos¢u modricama, krvarenjima iz nosa (epistaksama), prekomjernim krvarenjima nakon
manjih ozljeda, vadenja zuba ili operacijskih zahvata (npr. tonzilektomije). Kod Zena se
dodatno mogu javiti obilna i produljena menstrualna krvarenja (menoragija) te prekomjerno
krvarenje pri porodu. lzolirana hematurija zbog krvarenja iz urogenitalnog sustava ili melena
kao posljedica krvarenja iz gastrointestinalnog sustava, uz nepostojanje nekoga drugog
uzro¢nog patofizioloskog procesa, mogu takoder biti posljedica VWB-a (45).

Tezi 1 zivotno ugrozavajuci oblici krvarenja javljaju se neizostavno kod tipa 3, kao i
nekih oblika tipa 2 VWB-a. Osim izrazito niske razine VWF-a u krvi, posljedi¢no se javlja i
sniZzena aktivnost FVIII te dolazi i do poremecaja sekundarne hemostaze. Zbog toga bolesnici
s tipom 3 VWB-a imaju simptome i znakove krvarenja slicne onima kod bolesnika s
hemofilijom A. Tu se ubrajaju krvarenja unutar misi¢a koja se ocCituju intramuskularnim
hematomima te krvarenja u zglobove koja dovode do upalnih procesa, oticanja zglobova i
ogranicene pokretljivosti. Ove se komplikacije javljaju ¢ak sedam do deset puta ¢esce kod
bolesnika s tipom 3 nego kod bolesnika s tipom 1 VWB-a. Krvarenje u sredi$nji Ziv¢ani
sustav najtezi je oblik krvarenja, a njegova je ucestalost 20 puta veca kod bolesnika s tipom 3
VWB-a u odnosu na ostale oblike bolesti (45, 46).

U obradi bolesnika sa sumnjom na VWB najveci je izazov procjena tezine krvarenja i
razlikovanje fizioloSkih krvarenja od prekomjernih krvarenja koja zahtijevaju dodatnu paznju
1/ili lijeCenje. Razlog je Cinjenica Sto su simptomi krvarenja uglavnom blagi i povremeni, a
dozivljaj bolesnika o prekomjernom krvarenju subjektivan, Sto je posebno izraZzeno kod zena
koje imaju obilna menstrualna krvarenja. Obrada pedijatrijskih bolesnika osobito je zahtjevna.
S jedne strane, djeca su nakon navrsene prve godine zivota zbog kretanja sklonija padovima i
udarcima pa time i ucestalijoj pojavi modrica, epistaksama i manjim ozljedama. S druge
strane, postavljanje sumnje na VWB u ranoj dobi na temelju klini¢ke slike krvarenja otezano
je ako djeca nisu dozivjela nikakvu traumu koja bi uzrokovala produljeno krvarenje. U slu¢aju
pozitivne obiteljske anamneze na VWB kljucno je podvrgnuti dijete laboratorijskoj obradi na
VWB neovisno o tome je li imalo simptome pojacanog krvarenja. Na taj je nacin moguce
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pravodobno postaviti dijagnozu VWB-a i terapijski preventivno djelovati u slucaju traume ili
operacijskog zahvata (45, 47, 48).

Za procjenu sklonosti prekomjernom Kkrvarenju primjenjuju se upitnici o sklonosti
krvarenju (engl. bleeding assessment tool, BAT) kojima se izra¢unava indeks krvarenja (engl.
bleeding score, BS). U svrhu standardizacije preporuc¢eno je koristenje validiranog ISTH-
BAT bodovnog sustava koji se sastoji od niza pitanja koja se odnose na 14 vrsta krvarenja.
Mogu¢im odgovorima dodijeljeni su bodovi od nula do cetiri ovisno o tezini krvarenja i
potrebi za lijeCenjem. Bodovni zbir ve¢i ili jednak cCetiri kod muskaraca, odnosno Sest kod
zena i tri kod djece upucuje na to da su kod bolesnika prisutni znakovi prekomjernog
krvarenja (48). Provedenom metaanalizom o dijagnosti¢koj to¢nosti BAT-a kao probirne
pretrage u dijagnostici bolesnika sa sumnjom na VWB dobivena je ukupna dijagnosti¢ka
osjetljivost od 75 %, dok je dijagnosticka specifi¢nost iznosila 54 % (49). Korisnost BAT-a
znatno ovisi o populaciji, pri ¢emu je najveéa dijagnosticka osjetljivost kod odraslih zena koja
je u nekim istrazivanjima iznosila ¢ak i 100 % te se stoga BAT preporucuje za pocetni probir
na VWB kod Zena s prekomjernim krvarenjem. Sukladno navedenom, primjena BAT-a kao
probirne pretrage u svrhu odluke o daljnjoj laboratorijskoj obradi na VWB ima ogranicenja,
prije svega nedovoljnu osjetljivost. Zbog toga se posebno ne preporucuje primjena kod djece
zbog izostanka znakova krvarenja u ranoj dobi, kao i kod bolesnika koji imaju blagu klini¢ku

sliku krvarenja (33).
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1.7.  Terapijski pristupi kod von Willebrandove bolesti

Cilj je lije¢enja VWB-a regulirati dvojni poremecaj hemostaze: poremecaj adhezije i
agregacije trombocita na mjestu ozljede krvne Zile zbog primarnog manjka funkcionalnog
VWE-a i poremecaj unutarnjeg puta zgruSavanja zbog sekundarno snizene aktivnosti FVIIIL.
Dostupno je nekoliko terapijskih mogucnosti kod bolesnika s VWB-om, a izbor ovisi o tipu
VWB-a, uzro¢nom strukturnom i/ili funkcionalnom poremecaju VWF-a i tezini krvarenja.

Dezmopresin (1-dezamino-8-D-arginin-vazopresin, DDAVP) sintetski je analog
antidiuretskog hormona koji poti¢e otpustanje pohranjenog VWF-a iz Weiber-Paladijevih
tjeleSaca endotelnih stanica u cirkulaciju. VWF se otpusta u omjeru 1 : 1 s VWFpp, a sastoji
se od hemostatski najaktivnijin HMWM-ova. Prije primjene DDAVP potrebno je provesti
ispitivanje u¢inkovitosti ovog oblika terapije kod pojedinog bolesnika. Individualni odgovor
na DDAVP uobicajeno se ispituje mjerenjem aktivnosti VWF-a i FVIII prije te jedan, dva i
Cetiri sata nakon primjene lijeka. Lijek se moZe primjenjivati intravenski i subkutano na nacin
da se dozira 0,3 pg/kg tjelesne tezine, a moguca je i intranazalna primjena ubrizgavanjem po
300 pg u svaku nosnicu, odnosno 150 pg kod bolesnika tjelesne tezine manje od 30 kg (50,
51). Optimalan odgovor na DDAVP podrazumijeva poviSenje razine VWF-a i FVIII dva do
Cetiri puta od bazalne vrijednosti unutar 30 do 60 minuta od primjene, pri ¢emu bi aktivnost
VWEF-a trebala biti iznad 30 %. Odredivanje je vazno ponoviti i Cetiri sata nakon primjene
lijeka zbog procjene poluvremena zivota VWF-a i njegova uklanjanja iz cirkulacije. DDAVP
je u¢inkovit kod bolesnika s tipom 1 VWB-a koji imaju aktivnosti VWF-a i FVIII iznad 10 %,
dok je kod bolesnika s tipovima 2 i 3 terapija DDAVP-om neucinkovita, a kod tipa 2B
kontraindicirana zbog moguceg pogorSanja trombocitopenije.

Nadomjesna terapija temelji se na primjeni pripravaka koji sadrzavaju VWF i FVIII ili
rjede samo VWF, a najcesée se primjenjuje preventivno, prije operacijskin zahvata ili
invazivnih postupaka kod kojih postoji rizik od pojacanog krvarenja. Dugotrajna profilaksa
nadomjesnom terapijom primjenjuje se kroz dulje razdoblje kod bolesnika s tipom 3 i teSkim
oblikom tipa 1 VWB-a (52). U Republici Hrvatskoj registrirani su sljede¢i kombinirani
pripravci VWF-a i FVIII: Immunate (Baxter International, Deerfield, Illinois, SAD), Fanhdi
(Grifols, Barcelona, Spanjolska), Haemate P (CSL Behring, King of Prussia, Pensilvanija,
SAD) i Wilate (Laboratorio Varifarma SA, Buenos Aires, Argentina). Primjena nadomjesnih
pripravaka VWF-a rijetko moze uzrokovati stvaranja aloprotutijela (inhibitora) na VWF.
Pojava inhibitora zabiljezena je u 5 do 10 % bolesnika s tipom 3 VWB-a koji su homozigoti
za velike delecije ili besmislene mutacije, a moze dovesti do po Zivot opasne anafilakticke
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reakcije u sluaju ponovne primjene pripravaka VWF-a. Laboratorijsko dokazivanje
prisutnosti inhibitora klju¢no je za sprjecavanje komplikacija lijecenja. Temelji se na
testovima mijeSanja kojima se dokazuje inhibicija sposobnosti VWF-a da veze trombocitni
GPIb, ali sam postupak nije standardiziran, §to otezava njegovu Siroku primjenu. Kod
bolesnika kod kojih su prisutni inhibitori na VWF za zaustavljanje krvarenja primjenjuju se
pripravci rekombinantnog FVII1 ili rekombinantnoga aktiviranog faktora zgrusavanja VII (50,
53).

Za regulaciju krvarenja iz sluznica kod bolesnika s VWB-om Koriste se
antifibrinolitici  (traneksamic¢na  kiselina, epsilon-aminokaproi¢na kiselina).  Obilna

menstrualna krvarenja kod Zena reguliraju se hormonskom nadomjesnom terapijom (50).
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1.8. Laboratorijska dijagnostika von Willebrandove bolesti
Dijagnoza VWB-a zasniva se na pozitivnhoj osobnoj i/ili obiteljskoj anamnezi, a
potvrduje laboratorijskom dijagnostikom. Zbog viSestruke uloge VWF-a u sustavu
zgrusavanja, slozenosti njegove strukture, brojnih mutacija u genu za VWF 1 raznolikosti
Klinicke slike primjenjuje se slozen i postupan dijagnosticki pristup (37, 54).
Laboratorijske pretrage koje se koriste u dijagnostici VWB-a mogu se prema razinama
podijeliti u tri skupine:
- probirne laboratorijske pretrage
- usmjerene laboratorijske pretrage

- diferencijalno-dijagnosticke pretrage.

1.8.1. Probirne laboratorijske pretrage

Probirne laboratorijske pretrage koje se koriste kao dio pocetne obrade bolesnika sa
sumnjom na VWB ukljucuju niz nespecificnih laboratorijskih pretraga kojima se ispituju
znacajke primarne i sekundarne hemostaze.

Od globalnih pretraga zgrusavanja, protrombinsko vrijeme (PV) uobic¢ajeno je uredno
kod bolesnika s VWB-om, dok aktivirano parcijalno troboplastinsko vrijeme (APTV) moze
biti produljeno zbog sekundarnog manjka FVII11, posebice kod tipa 2N i tipa 3 VWB-a gdje je
taj manjak znatan. Ipak, s obzirom na to da najveéi broj slu¢ajeva VWB-a obuhvaca blage
oblike, nalaz APTV-a vrlo je ¢esto uredan (5, 54, 55).

Vrijeme krvarenja po Ivy-ju je in vivo pretraga koja se koristi za procjenu funkcije
primarne hemostaze, a oznacava vrijeme koje je potrebno za zaustavljanje krvarenja nakon
incizije koze podlaktice pod stalnim tlakom od 40 mmHg. Produljeno vrijeme krvarenja moze
upozoravati na poremec¢aj VWF-a, ali i biti posljedica razli¢itih poremecaja trombocita, pa
Cak 1 anemija. Zbog ru¢ne izvedbe, invazivnosti postupka i nedovoljne dijagnosticke
osjetljivosti za VWB vrijeme krvarenja vise se ne preporucuje kao probirna pretraga U
dijagnostici VWB-a (56).

Kvantitativno ispitivanje kapaciteta primarne hemostaze moze se provesti in vitro na
analizatoru funkcije trombocita koji mjeri vrijeme nastanka trombocitnog ugruska (engl.
closure time, CT). Oponasanjem in Vvivo uvjeta fizioloSke brzine protoka krvi u arterijama
dolazi do adhezije i agregacije trombocita na kolagenskoj membrani djelovanjem
trombocitnih agonista adrenalina, odnosno ADP-a. S obzirom na kljuénu ulogu VWF-a u

posredovanju pri procesima adhezije i agregacije trombocita na mjestu ozljede krvne Zile,
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dijagnosticka osjetljivost ove pretrage kod VWB-a iznosi 99,3 % jer je produljeno vrijeme
nastanka ugruska prisutno kod svih bolesnika s tezim oblicima (tip 2A, 2B, 2M i 3). Kod tipa
1 VWB-a dijagnostic¢ka osjetljivost iznosi oko 80 % i ovisi 0 funkcionalnoj aktivnosti VWF-a
u plazmi. Vrijeme nastanka ugruska bit ¢e produljeno i kod drugih ¢imbenika koji utjecu na
funkciju primarne hemostaze, ukljucujuéi kvalitativne ili kvantitativne poremecaje trombocita
te terapije antiagregacijskim lijekovima. Stoga je zbog gotovo 100-postotne negativne
prediktivne vrijednosti za VWB najveca vrijednost ove pretrage iskljuc¢enje VWB-a u slucaju
urednih nalaza za vremena nastanka ugruska s oba trombocitna agonista, posebice u hitnim
stanjima kada provodenje specifi¢nih pretraga u dijagnostici VWB-a nije odmah dostupno
(55-57).

Kompletna krvna slika dio je laboratorijske obrade bolesnika sa sumnjom ili
potvrdenom dijagnozom VWB-a, a sluzi za otkrivanje anemije koja je posljedica krvarenja te
kao pomo¢ u diferencijalnoj dijagnostici tipa 2B VWB-a kod kojeg se moze javiti

trombocitopenija (55).
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1.8.2. Usmjerene laboratorijske pretrage
Usmjerena laboratorijska dijagnostika VWB-a ukljucuje odredivanje aktivnosti i
koncentracije (antigena) VWEF-a te aktivnosti FVIII.

1.8.2.1.  Odredivanje aktivnosti von Willebrandova faktora
Odredivanje aktivnosti VWF-a podrazumijeva mjerenje sposobnosti vezanja VWF-a
na trombocitni GPIb. Znanstveni standardizacijski odbor (engl. Scientific Standardization
Committee, SSC) ISTH-a svrstava dostupne testove prema metodologiji u Cetiri osnovne
kategorije (Tablica 5.) (58).

Tablica 5. Nazivlje i podjela testova za odredivanje aktivnosti von Willebrandova faktora
(58)

Pokrata testa Opis testa

VWEF:RCo Ristocetin-kofaktorska aktivnost: svi testovi koji rabe trombocite i
ristocetin
VWF:GPIbR Svi testovi koji se temelje na ristocetinom potpomognutom vezanju

VWEF-a na rekombinantni divlji tip GPIb

VWF:GPIbM Svi testovi koji se temelje na spontanom vezanju VWF-a na

rekombinantni GPIb s mutacijama koje pojacavaju njegovu funkciju

VWF:Ab Svi testovi koji se temelje na vezanju monoklonskog protutijela na vezno
mjesto u domeni A1 VWF-a

VWF — von Willebrandov faktor; GPIb — glikoprotein Ib

Ristocetin-kofaktorska aktivnost VWF-a (VWF:RCo0) obuhvaca sve testove koji
rabe trombocite, bilo svjeze, fiksirane u formalinu ili u obliku otopina liofiliziranih
pripravaka. Nacelo testa temelji se na dodatku antibiotika ristocetina koji uzrokuje
konformacijsku promjenu VWF-a, pri ¢emu vezno mjesto na GPIb postaje dostupno za VWF,
Sto uzrokuje agregaciju trombocita. [ako se ova metoda desetlje¢ima smatrala zlatnim
standardom za odredivanje aktivnosti VWF-a, optereCena je brojnim ograni¢enjima. Prije
svega, problem cine kratkotrajna stabilnost i razlicitost trombocitnih pripravaka te rucna
izvedba metode s posljedicnom nepreciznosti. Takoder, metoda je niske analitiCke
osjetljivosti s nemogucénoS$¢u odredivanja aktivnosti VWF-a nize od 10 % d&ime je
onemogucena pouzdana karakterizacija bolesnika s teskim oblicima VWB-a. Zbog svega

navedenog, ova se metoda smatra neprikladnom za koriStenje u rutinskom radu te se u
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danasnje vrijeme zamjenjuje automatiziranim metodama koje se ne koriste trombocitima (55,
58).

Jedna od njih je metoda ristocetinom potaknutog vezanja GPIb (VWF:GPIbR) u
kojoj su trombociti zamijenjeni lateks-¢esticama obloZzenim rekombinantnim divljim tipom
trombocitnog GPIb. U prisutnosti ristocetina VWF iz uzorka aglutinira lateks-cestice Sto se
mjeri turbidimetrijski. Ova metoda postoji i u izvedbi koja se koristi magnetnim cesticama
oblozenima rekombinantnim GPIb. Nakon vezanja VWF-a iz uzorka na GPIb potaknutog
ristocetinom, dodaje se monoklonsko protutijelo naspram VWF-a obiljezeno izoluminolom,
pri ¢emu dolazi do kemiluminescencije koja je proporcionalna aktivnosti VWF-a (58, 59).

Automatizirane imunoturbidimetrijske metode postoje i u izvedbi bez ristocetina, a
koriste se lateks-Cesticama oblozenima rekombinantnim GPIb koji sadrzava dvije mutacije
koje pojacavaju vezanje VWF-a (VWF:GPIbM). Istrazivanja koja su ispitivala znacajke
dostupnih lateks-imunoturbidimetrijskih testova za odredivanje aktivnosti VWF-a pokazala su
visoku preciznost i zadovoljavajuéu osjetljivost mjerenja u podru¢ju niskih vrijednosti.
Dodatno, dokazano je visoko slaganje rezultata dobivenih razli¢itim testovima kod bolesnika
s VWB-om, $to ove metode ¢ini pogodnima i jednakovrijednima za koristenje u rutinskoj
laboratorijskoj dijagnostici VWB-a (59, 60).

lako postoje na trzistu, testovi koji se temelje na vezanju monoklonskog protutijela na
vezno mjesto za GPIb u Al domeni VWF-a (VWF:AD) ne odrazavaju izravno vezanje VWEF-
a na GPIDb te se smatraju posrednim testovima za odredivanje aktivnosti VWF-a.

1.8.2.2.  Odredivanje koncentracije antigena von Willebrandova faktora
Odredivanje antigena von Willebrandova faktora (VWF:Ag) pretraga je kojom se
odreduje koncentracija glikoproteinske molekule VWF-a neovisno o njezinoj funkcionalnoj
aktivnosti. U tu svrhu koriste se enzimski povezani imunosorpcijski testovi (engl. enyzme-
linked immunosorbent assay, ELISA) ili automatizirane imunoturbidimetrijske metode koje se
koriste polistirenskim kuglicama oblozenima specificnim protutijelima naspram VWF-a.
Vezanjem VWF-a iz uzorka dolazi do aglutinacije i posljedi¢nog povecanja zamuéenja

reakcijske smjese, $to je proporcionalno koncentraciji antigena VWF-a u uzorku (5).

1.8.2.3.  Odredivanje aktivnosti faktora zgrusavanja VIII
Zbog ovisnosti FVIII o razini VWF-a u cirkulaciji, odredivanje aktivnosti FVIII
neizostavni je dio laboratorijske obrade bolesnika sa sumnjom ili potvrdenom dijagnozom
VWB-a. Oboljeli od tipa 1 ili 2 VWB-a mogu imati blago do umjereno snizenu aktivnost
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FVIII, dok su aktivnosti FVIII kod bolesnika s tipom 3 VWB-a izrazito niske te odgovaraju
vrijednostima bolesnika s umjerenim ili teskim oblikom hemofilije A. Aktivnost FVIII znatno
je snizena 1 kod bolesnika s tipom 2N VWB-a zbog poremecaja vezanja FVIII na VWF i
posljedi¢ne ubrzane razgradnje. Omjer aktivnosti FVIII i VWF:Ag kod svih ¢e tipova VWB-a
biti priblizno jedan, izuzev tipa 2N VWB-a u kojem postoji neproporcionalno snizenje
aktivnosti FVII1 u odnosu na VWF:Ag, uz omjer manji od 0,5 (5, 61).

Mjerenje aktivnosti FVIII moze se provoditi koagulacijskim ili kromogenim
metodama. Najéesce koristena, i za potrebe dijagnostike VWB-a dostatna, jest koagulacijska
metoda u jednom stupnju (engl. one-stage clotting assay) koja se temelji na sposobnosti
ispitivane plazme da korigira APTV u mjesavini s FVIII-deficijentnom plazmom (aktivnost
FVIII < 1 %) koja sadrzava sve faktore zgrusavanja osim FVIII, pa produljenje APTV-a ovisi

isklju¢ivo o aktivnosti FVIII u ispitivanom uzorku (62).

25



1.8.3. Diferencijalno dijagnosticke pretrage

U ovu skupinu ubrajaju se pretrage kojima se ispituju dodatna strukturna i/ili
funkcionalna svojstva VWF-a, a koriste se u svrhu diferencijalne dijagnostike podtipova
VWB-a.

Analiza multimera VWF-a pretraga je kojom se ispituju strukturne znacajke VWF-a
odredivanjem raspodjele i relativnog udjela HMWM-a, IMWM-a i LMWM-a. S obzirom na
povezanost hemostatske aktivnosti i udjela HMWM-a, otkrivanjem strukturnih promjena
VWF-a moze se razjasniti uzrok poremecaja funkcije VWF-a. Najveca je vrijednost ove
pretrage u razlikovanju tipova 2A i 2B VWB kod kojih postoji manjak HMWM-a i/ili
IMWM-a, od tipova 1, 2M i 2N Kkoji imaju uglavhom urednu raspodjelu multimera uz
jednakomjerno sniZen intenzitet svih frakcija, ili samo blage promjene multimerne strukture i
raspodjele. Jednako kao i kod ostalih diferencijalno dijagnosti¢kih pretraga, analiza multimera
nema dijagnosti¢ku vrijednost kod bolesnika s tipom 3 VWB-a zbog potpunog nedostatka
VWEF-a. Analiza multimera primjenjuje se i kod AVWS-a u kojem se uobicajeno nailazi na
gubitak HMWM-a.

Pracenje promjene profila multimera, uz aktivnost VWF-a, dodatni je doprinos
procjeni terapijskog odgovora bolesnika na primjenu DDAVP-a, gdje se kod optimalnog
odgovora ocekuje porast HMWM-a. Koristi se i u diferencijalnoj dijagnostici trombocitnih
mikroangiopatija za razlikovanje trombocitne trombocitopeni¢ne purpure kod koje su prisutni
UMWM od hemoliti¢éno-uremijskog sindroma kod kojeg oni izostaju. Analiza multimera
VWEF-a izvodi se elektroforetskim tehnikama, a najcesce se primjenjuje elektroforeza na
agaroznom gelu uz imunofiksaciju sa specificnim VWF antiserumom (20, 63, 64).
Karakteristican izgled raspodjele multimera kod pojedinih tipova VWB-a prikazan je u
Tablici 6.
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Tablica 6. Raspodjela multimera von Willebrandova faktora kod pojedinih tipova von
Willebrandove bolesti (55)

Raspodjela multimera Izgled elferograma

Uredna raspodjela multimera s ozna¢enim =z
multimerima male (LMWM), srednje (IMWM) i = R i
visoke (HMWM) molekularne mase u omjerima i i Ly
intenzitetima jednakim kao u normalnoj plazmi

Uredna raspodjela multimera uz jednakomjerno
sniZen intenzitet svih frakcija multimera;
uobicajen izgled kod tipa 1, 2N i 2M VWB-a

Promijenjena raspodjela multimera uz gubitak
HMWM; uobicajen izgled kod tipa 2B VWB-a

-
=

Promijenjena raspodjela multimera uz gubitak
HMWM-a i smanjenje frakcije IMWM-g;
uobicajen izgled kod tipa 2A VWB-a LR

Potpuna odsutnost multimera; uobicajen izgled
kod tipa 3 VWB-a
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Test vezanja kolagena (engl. von Willebrand factor collagen binding activity,
VWEF:CB) pretraga je kojom se ispituje dodatno svojstvo VWF-a u primarnoj hemostazi koje
se odnosi na njegovu sposobnost adhezije na kolagen u subendotelu nakon ozljede krvne zile.
Dostupni testovi obuhvac¢aju ELISA metode i u novije vrijeme automatizirane
kemiluminescentne imunokemijske metode, a temelje se na odredivanju stupnja vezanja
VWEF-a iz uzorka bolesnika na kolagen. Sposobnost pojedinog VWF:CB testa da otkrije
poremecaj vezanja VWF-a na kolagen ovisi o tipu koriStenog kolagena. Najcesce izvedbe
testova rabe kolagen tipa I i tipa Il koji mogu biti prisutni samostalno ili u kombinaciji, a
sluze za ispitivanje poremecaja u veznom mjestu za kolagen unutar domene A3 VWF-a.
Manji broj testova rabi kolagen tipa VI i njima se mogu otkriti oblici VWB-a kod kojih
postoji poremecaj U vezanju kolagena zbog promjena u domeni A1 VWF-a. S obzirom na to
da HMWM sadrzavaju najveci broj veznih mjesta za kolagen, VWF:CB izravno ovisi o
koji ispituju sposobnost vezanja VWF-a na trombocitni GPIb. Primjena ove pretrage ima
najvece znacenje U razlikovanju tipova 2A i 2B, kod kojih dolazi do gubitka HMWM-a, od
tipa 2M VWB-a u kojem je multimerna struktura, a time i sposobnost vezanja kolagena,
ocuvana (56, 65). To potvrduju i do sada provedena istrazivanja koja su pokazala da se
ukljucivanjem odredivanja VWF:CB u dijagnosticki algoritam VWB-a broj nepravilno
klasificiranih slucajeva tipa 2M VWB-a smanjio s prethodnih ¢ak 75 — 90 % na 30 — 45 %.
Kombinacijom odredivanja VWF:CB i aktivnosti koja odrazava sposobnost vezanja
trombocitnog GPIb te izracunom odgovaraju¢ih omjera s VWF:Ag, kod tipa 2A i 2B dobivaju
se u oba sluc¢aja omjeri nizi od 0,6. Suprotno tomu, kod tipa 2M omjer VWF:CB/VWF:Ag
uobiCajeno ¢e biti ve¢i od 0,6 uz snizeni omjer VWF:GPIb/VWF:Ag zbog smanjene
sposobnosti vezanja VWF-a na trombocitni GPIb (66, 67). Ipak, manji broj slucajeva tipa 2M
moze biti uzrokovan i mutacijama koje dovode do poremecaja u domeni A3 i smanjenog
vezanja kolagena tipa VI, a tada ¢e VWF:CB/VWF:Ag biti snizen (2).

Test vezanja FVIII (engl. FVIII binding assay, VWF:FVIIIB) ispituje sposobnost
VWEF-a da veze FVIII, a izvodi se ELISA metodama. Koristi se za potvrdu dijagnoze tipa 2N
VWB-a gdje se, uz snizenu aktivnost FVIII zbog ubrzane proteoliticke razgradnje, uocavaju i
snizene vrijednosti VWF:FVIIIB zbog smanjenog afiniteta vezanja FVIII, a kao posljedica
promjena veznog mjesta unutar podrucja D'-D3 VWF-a. Zbog snizene aktivnosti FVIII i
blage klinicke slike krvarenja tip 2N VWB-a fenotipski se moze zamijeniti s blagom
hemofilijom A. Odredivanjem VWF:FVIIIB i izra¢unom omjera s VWF:Ag omoguéeno je
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njihovo jednozna¢no razlikovanje s obzirom na to da se kod tipa 2N VWB-a nalazi
neproporcionalno snizena aktivnost VWF:FVIIIB u odnosu na VWF:Ag uz omjer < 0,6, dok
je kod hemofilije A njihov omjer uredan zbog o¢uvane sposobnosti vezanja FVIII na VWF
(68).

Agregacija trombocita potaknuta ristocetinom (engl. ristocetin-induced platelet
aggregation, RIPA) Koristi se za ispitivanje medusobne interakcije trombocitnog kompleksa
GPIb/IX/V i VWEF-a. Ristocetin djeluje kao sredstvo koje potiCe agregaciju trombocita u
plazmi bogatoj trombocitima (broj trombocita u rasponu od 150 do 600 x 10%L). Stupanj
agregacije trombocita najces¢e se mjeri optickom metodom kojom se odreduje porast
transmisije svjetla kroz reakcijsku kivetu zbog potaknutog stvaranja agregata trombocita.
RIPA se uobicajeno izvodi s ristocetinom koncentracije 1,2 mg/mL, a u sluc¢aju urednog
nalaza analizu je potrebno ponoviti s nizom koncentracijom (0,5 — 0,7 mg/mL). Trombociti
zdrave osobe daju dvofaznu krivulju s ristocetinom 1,2 mg/mL, dok kod snizene razine VWF-
a agregacija trombocita izostaje. 1zostanak odgovora na ristocetin koncentracije 1,2 mg/mL
upucuje na poremecaj VWF-a ili trombocitnog kompleksa GPIb/IX/V. Jedino ¢e kod tipa 2B
VWB-a agregacija trombocita potaknuta ristocetinom biti prisutna kod niske i visoke
koncentracije ristocetina zbog poremecaja koji uzrokuje pojacano vezanje VWF-a na
trombocitni GPIb. Stoga je najveca vrijednost ove pretrage upravo u diferencijalnoj
dijagnostici VWB-a u smislu razlikovanja tipa 2B od ostalih tipova VWB-a (69, 70).

Izra¢un omjera izmedu pretraga aktivnosti VWF-a koje se primjenjuju u dijagnostici
VWB-a i VWF:Ag praktican je pristup koji omogucava pocetno razlikovanje kvantitativnog
tipa 1 od kvalitativnih tipova 2 VWB-a te sluzi usmjeravanju daljnje diferencijalne
dijagnostike. Kao grani¢na vrijednost najc¢esce se uzima 0,6 iako sukladno literaturnom izvoru
moze varirati od 0,5 do 0,7 (56, 68).

Kod tipa 1 VWB-a prisutna je snizena koncentracija potpuno funkcionalnog VWF-a te
¢e dovesti do jednakomjernog snizenja kako aktivnosti tako i antigena VWF-a, pa je njihov
omjer uobicajeno oko 1. Za tip 3 VWB-a ovaj pristup nije primjenjiv niti potreban zbog
potpune odsutnosti VWEF-a i uglavnom nemjerljivo snizenih vrijednosti aktivnosti i antigena
VWE-a (33).

Tip 2 VWB-a obuhvaca razlicite strukturne i funkcionalne poremecaje VWF-a, §to se
odituje neproporcionalno snizenim rezultatima pretraga aktivnosti VWF-a u odnosu na
VWF:Ag i omjerima ispod 0,6. Kod tipa 2A zbog gubitka HMWM-a i/ili IMWM-a i
smanjenog broja veznih mjesta za GPIb i kolagen, omjeri VWF.GPIb/VWF.:Ag i
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VWEF:CB/VWF:Ag bit ¢e znatno nizi od 0,6. Snizeni omjeri uocavaju se i kod tipa 2B zbog
gubitka HMWM-a, premda su uobicajeno manje snizeni nego kod tipa 2A. Tip 2M uzrokovan
je najces¢e smanjenim vezanjem GPIb pa ¢e omjer koji proizlazi iz rezultata pretrage koja
myjeri sposobnost vezanja GPIb biti znatno nizi od onog koji ukljuc¢uje VWF:CB. Ipak, postoje
1 oblici tipa 2M kod kojih se javlja poremecaj vezanja kolagena i u tom ¢e slucaju omjer
VWEF:CB/VWF:Ag biti znatnije snizen.

Snizen omjer FVIII/VWF:Ag omogucava razlikovanje tipa 2N od ostalih podtipova
tipa 2 VWB-a (33, 56, 68).

Tablica 7. prikazuje karakteristi¢ne laboratorijske nalaze prema pojedinom tipu VWB-

a, a Slika 3. prikazuje dijagnosticki algoritam VWB-a.
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Tablica 7. Karakteristi¢ni laboratorijski nalazi prema tipu von Willebrandove bolesti (prilagodeno prema 56,68)

Laboratorijska pretraga

Tip von Willebrandove bolesti

1 2A 2B 2M 2N 3
PV Uredno Uredno Uredno Uredno Uredno Uredno
Uredno / Uredno / Uredno / Uredno / Uredno / .
RN Produljeno Produljeno Produljeno Produljeno Produljeno Produljeno
Broj trombocita Uredan Uredan Snizen / uredan Uredan Uredan Uredan
Vrijeme nastanka ugruska Uredno / Produljeno / Produljeno / Produljeno / Produljeno /
5 . 0 S C Uredno N
na uredaju PFA produljeno nemjerljivo nemjerljivo nemjerljivo nemjerljivo
Snizena / u Izrazito
. .\ Snizena rijetkim . Uredna / snizena /
. *
VWEF:aktivnost SniZena / uredna (< 30 %) slucajevima Snizena / uredna snivena nemjerljivo
uredna niska (< 5 %)
Uredan / Izrazito snizen
VWEF:Ag Snizen /uredan  SniZen /uredan  Snizen /uredan  Snizen / uredan . / nemjerljivo
sSnizen .
nizak (<5 %)
. . Y Y . Snizena
FVIII Snizena /uredna Snizena/uredna SniZena/uredna SniZena/uredna Snizena (< 20 %)
Izrazito
. . Snizena Snizena . Uredan / snizena /
VWEF:.CB SniZena / uredna (< 15 %) (< 40 %) Snizen / uredan snizen nemjerljivo

niska (< 5 %)
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Tablica 7. (nastavak) Karakteristi¢ni laboratorijski nalazi prema tipu von Willebrandove bolesti

Tip von Willebrandove bolesti
Laboratorijska pretraga

1 2A 2B 2M 2N 3
< 0,6 (poremecaj
Omjer vezanja GPIb) ili Nije
VWEF:aktivnost*/VWF:Ag >06 <06 <06 > 0,6 (poremecaj >06 primjenjivo
vezanja kolagena)
< 0,6 (poremecaj
vezanja kolagena) Niie
Omjer VWF:CB/VWF:Ag >0,6 <0,6 <0,6 ili >0,6 _NIE
. primjenjivo
> 0,6 (poremecaj
vezanja GPIb)
Omjer Nije
FVII/VWF:Ag >06 >06 >06 >06 <06 primjenjivo
Uredna uz ep Uredna, uz manje
Raspodjela multimera snizen intenzitet LHMWM i/ili JHMWM promjene Uredna Odsutna
) - IMWM .
svih frakcija raspodjele

*oznacava aktivnost VWF-a dobivenu bilo kojim testom koji se temelji na sposobnosti vezanja GP1lb (VWF:RCo, VWF:GPIbR, VWF:GPIbM ili

VWE:Ab)

PV — protrombinsko vrijeme; APTV — aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme; VWF — von Willebrandov faktor; VWF:CB: test sposobnosti vezanja kolagena; VWF:
Ag — antigen von Willebrandova faktora; FVIII — aktivnost faktora zgrusavanja VIII; GPIb — trombocitni glikoprotein 1b; HMWM — visokomolekularni multimeri; IMWM —

srednjemolekularni multimeri; PFA (engl. Platelet function analyzer) — uredaj za ispitivanje kapaciteta primarne hemostaze mjerenjem vremena nastanka ugruska uz

prisutnost kolagena i agonista trombocita (adenozin-difosfata i adrenalina)
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1) Klini¢ka slika krvarenja 2) Pozitivna obite ljska anamneza

VWF:aktivnost/ FVIII/VWEF:Ag

VWF:Ag
>0.6 >1 <1
Tip 1 VWB

VWF:CB Analiza multimera B Diferencijalno-

dijagnosticke

Manjak HMWM i/ IMWM Uredan profi mutimera laboratorijske

<0.7 mg/mL VWEF.CB/VWF:AZ<0.6 VWF.CB/VWF:AZ>0.6 pretrage
e
Molekularna dijagnostika

Slika 3. Dijagnosticki algoritam von Willebrandove bolesti (55)

*oznacava aktivnost VWF-a dobivenu bilo kojim testom koji se temelji na sposobnosti vezanja GPIb (VWF:RCo, VWF:GPIbR, VWF:GPIbM ili VWF:Ab)

VWE: Ag: antigen von Willebrandova faktora; FVIII: aktivnost faktora zgruSavanja VIII; RIPA: ristocetinom potaknuta agregacija trombocita; VWF:CB: test vezanja

kolagena; VWF:FVIIIB: test vezanja FVIII; HMWM: visokomolekularni multimeri; IMWM: srednjemolekularni multimeri



1.8.4. Predanaliticki i bioloski ¢cimbenici u dijagnostici von Willebrandove bolesti

Za pravilno izvodenje i interpretaciju rezultata koagulacijskih pretraga koje se koriste
u dijagnostici VWB-a klju¢no je poStovati predanalitiCke zahtjeve za obradu uzoraka te
poznavati bioloske ¢imbenike koji su uzrokom varijabilnosti rezultata koagulacijskih pretraga
(72).

VWEF je reaktant akutne faze Cija koncentracija raste pod djelovanjem proupalnih
citokina interleukina-1p, interleukina-6, interleukina-8 i tumor-nekrotiziraju¢eg faktora a.
Djelovanjem citokina dolazi do pojacanog otpustanja VWF-a iz endotelnih stanica te
inhibicije razgradnje VWF-a proteazom ADAMTS-13 (72). Povisene vrijednosti VWF-a u
upalnim stanjima mogu prikriti manjak VWF-a, posebice kod blagih oblika bolesti, te se
dijagnosticka obrada bolesnika na VWB ne bi trebala provoditi tijekom akutnih upalnih
stanja. Trudnoca je hiperkoagulabilno stanje koje takoder karakterizira porast VWF-a te se
stoga VWB nikad ne dijagnosticira u trudno¢i, a slican uc¢inak uocava se i kod bolesnica koje
uzimaju oralne kontraceptive na bazi estrogena. Prolazno povisene vrijednosti VWF-a javljaju
se u stanjima stresa 1 pojacane tjelesne aktivnosti zbog endogenog otpustanja adrenalina.
Stoga je prije uzorkovanja krvi za potrebe laboratorijske dijagnostike VWB-a klju¢no
izbjegavati tjelesnu aktivnost barem dva sata te mirovati najmanje pet minuta prije vadenja
krvi (54).

Razina VWF-a raste s dobi i procjenjuje se da u odraslih osoba raste 1 — 2 % po
godini. Uzro¢ni mehanizam nije u potpunosti razjasnjen, no smatra se da se to dogada zbog
smanjene uc¢inkovitosti uklanjanja VWF-a iz cirkulacije (73).

Koncentracija VWF-a u plazmi fizioloski se razlikuje ovisno o krvnoj grupi ABO.
Razlog tomu je izrazaj ekspresija ABH antigena krvnog sustava ABO na povr$ini VWF-a.
Oligosaharidni antigeni izrazeni su na N-vezanom oligosaharidnom lancu unutar domene Al
VWEF-a koja sadrzava vezno mjesto za GPIb. Kod osoba krvne grupe 0 ne dolazi do
glikozilacije H antigena, Sto VWF ¢ini podloznijim razgradnji posredovanoj proteazom
ADAMTS-13. Stoga je poluvrijeme zivota VWF-a kod osoba krvne grupe 0 oko 40 % krace,
a koncentracija VWF-a oko 25 % niza u odnosu na ostale krvne grupe. Epidemioloska su
istrazivanja pokazala da je krvna grupa O najviSe zastupljena medu bolesnicima s tipom 1
VWB-a, dok kod ostalih tipova VWB-a to nije uoceno (73, 74).

Zbog svega navedenog uputno je za postavljanje dijagnoze blagog oblika tipa 1 VWB-

a potvrditi snizene vrijednosti VWF-a u dva neovisna uzorkovanja (54).
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Krv za koagulacijske pretrage uzorkuje se u epruvetu koja sadrzava puferirani 3,2-
postotni trinatrijev citrat kao antikoagulans, pri ¢emu mora biti zadovoljen omjer krvi i
antikoagulansa koji iznosi 9 : 1. Uzorci se dostavljaju na sobnoj temperaturi (15 — 25 °C) jer
smrzavanje uzoraka pune krvi prije centrifugiranja moze uzrokovati lazno snizene vrijednosti
FVIII i VWF. Analize se provode iz plazme siromasne trombocitima (< 1 x 10%L) koja se
dobiva dvostrukim centrifugiranjem pri brzini od 4000 okretaja u minuti tijekom 15 minuta.
To je posebno vazno ako se uzorci zamrzavaju jer u slucaju prisutnosti veéeg broja ostatnih
trombocita pri odmrzavanju dolazi do razaranja trombocita i otpuStanja proteaza, $to
posljedicno moze dovesti do naruSavanja multimerne strukture i gubitka funkcionalne
aktivnosti VWF-a. Preporuka je da se analize provedu unutar dva sata od uzorkovanja krvi, a
ako to nije izvedivo, uzorci plazme zamrzavaju se na -70 °C ili nizim temperaturama.
Odmrzavanje se provodi u vodenoj kupelji na 37 °C kako bi se osigurala intaktnost

multimerne strukture (54).
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1.8.5. Molekularna dijagnostika von Willebrandove bolesti

Dijagnoza i podjela VWB-a temelji se na rezultatima koagulacijskih pretraga, dok
molekularna dijagnostika jo§ uvijek nije dio rutinskoga laboratorijskog postupnika za VWB.
Odredivanje genske osnove VWB-a za sada se primjenjuje u prenatalnoj i preimplantacijskoj
dijagnostici za utvrdivanje nositelja genskih promjena kod ¢lanova obitelji oboljelih od teskih
oblika VWB-a u svrhu genetickog savjetovanja te kod oboljelih od tipa 3 VWB-a za
utvrdivanje uzro¢nih genskih promjena koje mogu biti rizicni ¢cimbenik za razvoj aloantitijela
na VWF.

Molekularna dijagnostika VWB-a zahtjevna je zbog veli¢ine gena za VWEF, brojnih
mutacija koje su rasprostranjene duz ¢itavog gena, ukljucujuci svih 52 egzona i intronska
podrudja, te razli¢itih obrazaca nasljedivanja. Dodatno, molekularnu dijagnostiku otezava
postojanje parcijalnog pseudogena na kromosomu 22 koji pokazuje 97-postotnu homologiju s
podru¢jem od egzona 23 do 34 gena za VWEF. O tome treba voditi racuna prilikom
osmisljavanja pocCetnica za reakciju lancane polimeraze (engl. polymerase chain reaction,
PCR) kako bi se specifi¢no umnozile samo regije gena za VWF (41).

U svrhu otkrivanja mutacija kod bolesnika s VWB-a moguce je primijeniti nekoliko
pristupa. Ciljano sekvenciranje metodom po Sangeru korisno je za utvrdivanje geneticke
osnove kod bolesnika s jasnom klini¢kom i laboratorijskom slikom tipova 2 VWB-a jer su
mutacije ograni¢ene na odredene regije gena za VWF. Sekvenciranje ¢itavog gena nuzno je za
utvrdivanje mutacija kod bolesnika s tipom 1 i tipom 3 VWB-a. Metoda izbora kojom je
omoguceno sekvenciranje Citavog gena tijekom jedne analize u znatno kra¢em vremenskom
roku jest sekvenciranje sljedece generacije (engl. next generation sequencing, NGS). S
obzirom na ucestalo preklapanje klinicke slike i izrazitu varijabilnost laboratorijskih nalaza,
NGS analizu ¢itavog gena za VWF uputno je provoditi i za utvrdivanje mutacija kod tipova 2
VWB-a. Ovom tehnologijom moguce je istodobno sekvencirati i viSe razli¢itih gena. U
dijagnostici VWB-a korisno je, osim gena za VWEF, sekvencirati gen za FVIII u
diferencijalnoj dijagnostici VWB-a od blage hemofilije A te gen za GPIb za razlikovanje tipa
2B od pseudo-VWB-a koji se ocituje istom klinickom slikom i laboratorijskim fenotipom, ali
je uzrokovan mutacijama u genu za GPIb. Analiza podataka dobivenih NGS metodom
provodi se primjenom bioinformati¢kih alata koji predvidaju patogenost utvrdenih genskih
varijanti (38, 39, 41).

NGS tehnologija pouzdano moze otkriti mutacije pogreSnog smisla, besmislene
mutacije te male delecije i insercije, dok delecije ili duplikacije Citavih egzona nije moguce
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detektirati. Razlog je tomu to §to ova metoda za osnovu ima umnazanje reakcijom PCR-a.
Kod heterozigotnih delecija do¢i ¢e do urednog umnazanja alela divljeg tipa i produkt PCR
reakcije bit ¢e prisutan, dok kod homozigota jednostavno nece do¢i do umnazanja
nepostojeceg dijela gena i taj ¢e dio biti presko¢en pri procesu sekvenciranja. Za razliku od
toga, prisutnost duplikacija uzrokovat ¢e stvaranje viSe produkata umnazanja gena, ali s
obzirom na uredan slijed nukleotida takva promjena nece biti uoCena analizom sirovih
rezultata sekvenciranja tehnologijom NGS-a. Stoga je kod bolesnika koji imaju jasni fenotip
VWB-a, a tehnologijom NGS-a nisu utvrdene mutacije, potrebno provesti dodatnu analizu
metodom visestrukog umnazanja vezanih sondi (engl. multiplex ligation-dependent probe
amplification, MLPA). Ova metoda rabi specifi¢ne sonde koje se vezu na ciljne regije gena, a
do umnazanja tijekom PCR reakcije doci ¢e samo ako se dogodilo komplementarno vezanje
sondi (41). Na temelju omjera ja¢ine signala svake sonde u ispitivanom uzorku u odnosu na
referentni uzorak s urednim brojem kopija analiziranog gena odreduje se omjer koji upucuje

postoji li promjena broja kopija egzona.
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1.9. Razlikovanje von Willebrandove bolesti i blage hemofilije A

Hemofilija A nasljedni je poremecaj zgrusavanja uzrokovan mutacijama u genu za
FVIII, a uzrokuje ga djelomicni ili potpuni manjak FVIII u cirkulaciji. FVIII je kodiran
genom veli¢ine 186 kb koji se sastoji od 26 egzona, a nalazi na kraju dugog kraka X-
kromosoma (Xq28). Hemofilija A nasljeduje se X-vezano recesivno, a do danas je otkriveno
viSe od 2000 razli¢itih mutacija u genu za FVIII (75, 76). Prenose je Zene, a obolijevaju
muska djeca koja naslijeduju X-kromosom s mutiranim genom za FVIII od majke. Oboljeli
od hemofilije A sinovima prenose Y-kromosom te su oni stoga zdravi, dok kceri nasljeduju
X-kromosom i postaju heterozigotne nositeljice bolesti (75).

Hemofilija A se na temelju ostatne aktivnosti FVIII u cirkulaciji dijeli na teski (FVIII
< 1 %), umjereni (FVIIlI od 1 do 5 %) i blagi oblik (FVIII od 5 do 40 %) (76). Najéesca
uzro¢na mutacija koja se javlja u 30 % svih bolesnika s hemofilijom A 1 50 % slucajeva
teSkog oblika inverzija je introna 22. Male delecije i insercije uzrok su hemofilije A u 10 %,
dok velike delecije i greske prekrajanja u 3 % slucajeva. Tockaste mutacije u genu za FVIII
prisutne su kod 56 % bolesnika s hemofilijom A, mogu biti rasprostranjene duz ¢itavog gena
za FVIIL, ukljucujuéi egzone i intronske regije, a uzrokuju pretezno umjereni i blagi oblik
bolesti (75).

Teski oblici bolesti klinicki se o¢ituju spontanim krvarenjima u zglobove i misice, dok
se kod umijerenih oblika obilna krvarenja javljaju pri minimalnim traumama. Blagi oblici
bolesti o€ituju se produljenim krvarenjima kod vecih ozljeda i tijekom kirurskih zahvata,
sli¢no kao 1 VWB (77). Osim sli¢ne klini¢ke slike krvarenja, zbog ovisnosti aktivnosti FVIII o
koncentraciji te oCuvanosti strukture i funkcije VWF-a, rezultati koagulacijskih pretraga mogu
se preklapati kod bolesnika s VWB-om i blagom hemofilijom A. Zbog toga je razlikovanje
ovih poremecaja iskljucivo na temelju fenotipskih obiljezja otezano. To se posebno odnosi na
razlikovanje blage hemofilije A i tipa 2N VWB-a zbog snizenih aktivnosti FVIII u oba
sluaja, iako su zabiljezeni i slucajevi zamjene tipa 1 VWB-a s blagom hemofilijom A (75).
Boylan i sur. (78) u svom su istrazivanju pokazali da odredeni broj bolesnika s blagom
hemofilijom A moZze imati i snizen VWF:Ag, §to dodatno doprinosi klinickoj slici krvarenja 1
unosi dvojbe oko pravilne dijagnoze. Dodatni je izazov pravilna identifikacija nositeljica
hemofilije A medu bolesnicama s produljenim krvarenjima. Plug i sur. (79) usporedivali su
aktivnosti FVIII 1 simptome krvarenja izmedu nositeljica hemofilije A 1 zdravih ispitanica te
dokazali da se kod nositeljica hemofilije A mogu javiti izrazito varijabilne aktivnosti FVIII
(medijan 60 %; raspon od 5 do 219 %). Takoder su kod nositeljica hemofilije A prisutna
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pojacana krvarenja u odnosu na zdrave Zene, a najcesca tegoba jest menoragija (77, 79) koja
je istodobno i jedan od najucestalijih, a ponekad i jedini simptom pojacanog krvarenja kod
zena s VWB-om. U nedostatku poznate obiteljske anamneze na blagu hemofiliju A, a na
temelju sli¢ne klini¢ke slike krvarenja i1 rezultata koagulacijskih pretraga, nije moguce uvijek
jednoznacno razlikovati oboljele ili nositeljice blage hemofilije A od VWB-a. S obzirom na to
da se radi o poremecajima koji se razlikuju po genetickoj osnovi i nacinu nasljedivanja, a
primarno je prisutan manjak razli¢itih ¢imbenika u sustavu zgruSavanja, diferencijalno
dijagnosticko razlu€ivanje blage hemofilije A od VWB-a kljuno je za pravilnu skrb 1
lijeenje bolesnika, kao i za odgovarajuci pristup u genetickom savjetovanju.

Istodobno sekvenciranje gena za VWF i FVIII tehnologijom NGS u nekoliko se
istrazivanja pokazalo ucinkovitim pristupom koji omogucuje otkrivanje genske osnove

poremecaja zgrusavanja i time jednoznac¢no postavljanje pravilne dijagnoze (75, 78).

39



2. OBRAZLOZENJE TEME I HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

VWB je klinicki, laboratorijski i geneticki vrlo heterogen poremecaj. U Republici
Hrvatskoj postavljanje dijagnoze VWB-a danas se jos uvijek temelji iskljuc¢ivo na klinickoj
slici krvarenja, pozitivnoj obiteljskoj anamnezi te rezultatima odredivanja aktivnosti VWF-a,
VWF:Ag i FVIIL. Zbog visestruke uloge VWF-a u sustavu zgrusavanja, veli¢ine i1 sloZenosti
njegove strukture, brojnih mutacija koje se mogu nac¢i duz citavog gena za VWF s
potencijalno razli¢itim uéinkom na tezinu krvarenja i rezultate koagulacijskih pretraga, kao i
ovisnosti razine VWF-a o krvnoj grupi ABO, dobi, stresu i upali, navedeni je pristup
nedostatan. Navedenim fenotipskim pristupom ne dobiva se potpuni uvid u funkcionalne i
strukturne poremecaje VWF-a te nije uvijek moguce jednoznacno postaviti dijagnozu VWB-a
i razlikovati pojedine tipove bolesti. Dodatno, zbog klini¢ke fenotipske sli¢nosti VWB-a i
blage hemofilije A postoji znatan problem postavljanja to¢ne medicinske dijagnoze ovih
dvaju razli¢itih poremecaja zgruSavanja, Sto ima utjecaj na pracenje i pravilno lijeCenje
bolesnika.

Ovo istrazivanje osmisljeno je s ciljem da se primjenom cjelovitog postupnika
dijagnostike VWB-a koji ukljuéuje probirne i specificne koagulacijske pretrage te
molekularnu analizu svih sljednih varijanti u genima za VWF i FVIII suvremenom
tehnologijom NGS omoguéi postavljanje to¢ne dijagnoze tipa VWB-a te jednoznacno
razlikovanje nejasnih fenotipova izmedu VWB-a i blage hemofilije A. lzabrana skupina
ispitanika obuhvatila je bolesnike kojima je ranije postavljena dijagnoza VWB-a, bolesnike
nejasnih fenotipova izmedu VWB-a i blage hemofilije A, kao i ¢lanove obitelji bolesnika koji
imaju znakove 1 simptome pojacanog krvarenja.

Hipoteza ovog istrazivanja bila je da istodobno odredivanje genskih varijanti gena za
VWEF 1 FVII sekvenciranjem svih 52 odnosno 26 egzona, bo¢nih intronskih regija te
promotorskih regija gena za VWF 1 FVIII, uz dodatno ciljano pretrazivanje duplikacija i
delecija te specificne koagulacijske pretrage omogucava jednoznacno postavljanje dijagnoze
VWB-a i diferencijalno dijagnosticko razlu¢ivanje od blage hemofilije A.

U ovom je istrazivanju po prvi put u populaciji Republike Hrvatske utvrdena
pojavnost pojedinih genskih varijanti gena za VWF i FVIII koje pridonose razvoju specifi¢nih
obiljezja VWB-a i procijenjeno njihovo diferencijalno-dijagnosti¢ko znacenje u razlikovanju
VWB-a i blage hemofilije A. S obzirom na nedostatnost sli¢nih istrazivanja u populacijama

ovog geografskog podrucja te znac¢ajnu poddijagnosticiranost VWB-a, utvrdivanje pojavnosti
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specificnih mutacija u genima za VWF 1 FVIII u izabranoj skupini bolesnika s VWB-a i
poremecajima krvarenja nejasnih fenotipskih obiljezja pridonosi boljem razumijevanju
molekulsko-patofizioloskih procesa koji su u podlozi ovakvih poremecaja krvarenja te

posljedi¢no unaprijeduje njihovu diferencijalnu dijagnostiku i terapiju.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja jesu:

1.

Ispitati vrstu, raspodjelu 1 uCestalost mutacija u genu za VWF 1 FVIII kod bolesnika s
dijagnozom VWB-a i nejasnim fenotipovima izmedu VWB-a i blage hemofilije A u

Republici Hrvatskoj na temelju rezultata sekvenciranja tehnologijom NGS-a.

Usporediti  rezultate geneticke analize tehnologijom NGS-a s rezultatima

laboratorijskih pretraga u dijagnostici VWB-a te anamnestickim i klini¢kim podacima.

Pravilno klasificirati bolesnike s VWB-a na temelju geneti¢ke analize.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1.  Ispitanici i uzorci

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 83 ispitanika kako slijedi: bolesnici s poremecajima
krvarenja kojima je na temelju klini¢ke slike i ranije laboratorijske obrade postavljena
dijagnoza VWB-a, bolesnici nejasnih fenotipova izmedu VWB-a i blage hemofilije A, te
¢lanovi obitelji bolesnika koji su imali znakove i1 simptome pojacanog krvarenja. U
istrazivanje su ukljuceni pedijatrijski i odrasli bolesnici neovisno o dobi, spolu, vremenu
postavljanja dijagnoze ili nacinu lijecenja.

Ovo presjecno istrazivanje provedeno je u razdoblju od sijecnja 2020. do svibnja
2021. godine. Pedijatrijski su ispitanici u istrazivanje ukljuceni tijekom redovnih pregleda u
ambulanti Zavoda za pedijatrijsku hematologiju, onkologiju i transplantaciju krvotvornih
mati¢nih stanica Klinike za pedijatriju Klini¢koga bolnickog centra Zagreb, a odrasli pri
pregledu u ambulanti Odjela za hemostazu i trombozu te benigne bolesti krvotvornog sustava
Zavoda za hematologiju Klinike za unutarnje bolesti Klinickoga bolni¢kog centra Zagreb.

Pregled je uklju¢ivao iscrpnu osobnu i obiteljsku anamnezu krvarenja i pregled
medicinske dokumentacije, a prikupljeni su podaci o dobi, spolu, vrstama Kkrvarenja,
primjenjivanoj terapiji te o krvnoj grupi ABO.

Za potrebe laboratorijskih analiza svakom su ispitaniku uzorkovane dvije epruvete
krvi s 3,2-postotnim trinatrijevim citratom (0,105-0,109 M) kao antikoagulantom volumena
2,7 mL ili 4,5 mL. Plazma siroma$na trombocitima dobivena je dvostrukim centrifugiranjem
15 minuta na 4000 okretaja/min. Za pretrage iz plazme koje nisu provedene unutar istog dana
uzorci plazme zamrznuti su na -80 °C do analize. Laboratorijske analize provedene su u
Klini¢kom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klini¢ckoga bolnickog centra Zagreb.

Svi ispitanici potpisali su informirani pristanak o sudjelovanju u istrazivanju.
Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinickoga bolnickog centra Zagreb (klasa: 8.1-
19/293-2; broj: 02/21 AG) te Povjerenstvo za eti¢nost eksperimentalnog rada Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (klasa: 643-02/20-01/02; ur. broj: 251-62-03-
20-13).
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4.2. Metode
4.2.1. Koagulacijske pretrage

4.2.1.1.  Broj trombocita
Broj trombocita odreden je u uzorcima pune Ccitratne krvi unutar dva sata od
uzorkovanja na hematoloskom analizatoru Sysmex XN-10 (Sysmex, Kobe, Japan) metodom
impedancije. Konacan broj trombocita dobiven je mnozenjem izmjerenog broja trombocita na
hematoloskom analizatoru s faktorom 1,1, a radi uklanjanja ucinka razrjedenja zbog analize iz

epruvete s teku¢im antikaogulantom 3,2-postotnim trinatrijevim citratom.

4.2.1.2. Kapacitet primarne hemostaze

Kapacitet primarne hemostaze odreden je u uzorcima pune krvi unutar dva sata od
uzorkovanja na uredaju PFA-200 (Siemens Healthcare, Marburg, Njemacka) pomocu
jednokratnih test-kazeta koje sadrzavaju membranu obloZzenu kombinacijom trombocitnih
agonista: kolagena i adrenalina (COL/EPI) te kolagena i ADP-a (COL/ADP). Puna citratna
krv aspirira se kod stalnog konstantnog tlaka na membranu, a djelovanjem agonista
trombocita 1 fizioloSke brzine protoka krvi dolazi do adhezije, aktivacije 1 agregacije
trombocita te stvaranja trombocitnog ugruska koji prekriva otvor u membrani pritom
zaustavljajuci protok krvi. Vrijeme potrebno za zaustavljanje protoka mjeri se u sekundama
(55).

4.2.1.3.  Probirne koagulacijske pretrage

U uzorcima plazme siromasne trombocitima odredeni su PV i APTV
koagulometrijskim metodama na automatiziranom koagulacijskom uredaju s optickom
detekcijom Sysmex CS-5100 (Siemens Healthcare, Marburg, Njemacka). Za odredivanje PV-
a korisSten je rekombinantni tromboplastin Dade Innovin, a rezultati su izrazeni kao PV-udjel
ocitani iz kalibracijske krivulje dobivene pomocu kalibracijskih plazmi PT Multi Calibrator
(Siemens Healthcare, Marburg, Njemacka). Za odredivanje APTV-a koriSteni su reagensi
Actin FS i 25 mM CaCl; (Siemens Healthcare, Marburg, Njemacka), a rezultati su izrazeni u
sekundama. U svrhu unutarnje kontrole kvalitete koriStene su komercijalno dostupne
kontrolne plazme Control Plasma N, Control Plasma P i Ci-Trol 2 (Siemens Healthcare,

Marburg, Njemacka).
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4.2.1.4. Odredivanje aktivnosti von Willebrandova faktora

Aktivnost VWF-a odredena je automatiziranom lateks-imunoturbidimetrijskom
metodom koja rabi lateks-Cestice i mutirani oblik rekombinantnog GPIb s dvije mutacije
(p.Gly233Val, p.Met239Val) koje pojacavaju vezanje VWF-a bez potrebe za ristocetinom
(VWF:GPIbM). Analiza je provedena na automatiziranom koagulacijskom analizatoru
Atellica COAG 360 (Siemens Healthcare, Marburg, Njemacka) pomocu trokomponentnog
reagensa INNOVANCE VWF Ac (Siemens Healthcare, Marburg, Njemacka). Reagens
sadrzava polistirenske lateks-Cestice oblozene protutijelima na GPIlb. Dodatkom
rekombinantnog GPIb s dvije pojacivacke mutacije (GPIbM) dolazi do njegova vezanja na
VWEF iz uzorka te vezanja nastalog kompleksa na povrsinu lateks-Cestica, pri cemu dolazi do
aglutinacije Sto se mjeri kao povecanje zamucenja reakcijske otopine. Promjena zamucenja
proporcionalna je aktivnosti VWF-a koja se ocitava iz prethodno izradene kalibracijske
krivulje koja oznacava odnos vremena potrebnog za postizanje odredenog zamucéenja i
pripadajuée aktivnosti VWF-a izraZzene kao postotak normalne vrijednosti (%). Prije analize
uzoraka provedena je unutarnja kontrola kvalitete pomoc¢u komercijalno dostupnih kontrolnih

uzoraka Control Plasma N 1 Control Plasma P (Siemens Healthcare, Marburg, Njemacka).

4.2.1.5. Odredivanje koncentracije antigena von Willebrandova faktora

VWEF:Ag odreden je automatiziranom lateks-imunoturbidimetrijskom metodom na
automatiziranom koagulacijskom analizatoru Atellica COAG 360 (Siemens Healthcare,
Marburg, Njemacka) pomocu trokomponentnog reagensa VWF Ag (Siemens Healthcare,
Marburg, Njemacka). Reagens sadrzava polistirenske lateks-Cestice oblozene antitijelima
naspram VWF-a. Dodatkom plazme bolesnika dolazi do vezanja VWF-a iz uzorka na
povrsinu lateks-Cestica pri cemu dolazi do zamucenja reakcijske smjese. Povecanje zamucenja
izravno je razmjerno koncentraciji VWF-a u uzorku, a o€itava se iz prethodno izradene
kalibracijske krivulje koja oznacava 0dnos vremena potrebnog za postizanje odredenog
zamucenja 1 pripadajuc¢e koncentracije VWF-a izraZzene kao postotak normalne vrijednosti
(%). Prije analize uzoraka provedena je unutarnja kontrola kvalitete pomoc¢u komercijalno
dostupnih kontrolnih uzoraka Control Plasma N i Control Plasma P (Siemens Healthcare,

Marburg, Njemacka).
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4.2.1.6. Odredivanje aktivnosti faktora zgrusavanja VIII

Za odredivanje aktivnosti FVIII koriStena je koagulacijska metoda u jednom stupnju
na automatiziranom koagulacijskom analizatoru Atellica COAG 360 (Siemens Healthcare,
Marburg, Njemacka) koja se temelji na odredivanju APTV-a u mjesavini bolesnikove i FVIII-
deficijentne plazme. Reagensi koriSteni za potrebe odredivanja aktivnosti FVIII jesu
deficijentna plazma za FVIII, Actin FS i 25 mM CaCl. (Siemens Healthcare, Marburg,
Njemacka). S obzirom na to da FVIlI-deficijentna plazma sadrzava sve faktore zgruSavanja
osim FVIII (< 1 %), vrijeme nastanka ugruska ovisi isklju¢ivo o aktivnosti FVIII u
ispitivanom uzorku. Na temelju izmjerenih sekundi rezultat se ocitava iz prethodno izradene
kalibracijske krivulje koja oznacava odnos izmjerenih sekundi i pripadajuéih aktivnosti FVIII
(%). Prije analize uzoraka provedena je unutarnja kontrola kvalitete pomoc¢u komercijalno
dostupnih kontrolnih uzoraka Control Plasma N i Control Plasma P (Siemens Healthcare,

Marburg, Njemacka).

4.2.1.7. Test vezanja kolagena

Odredivanje stupnja sposobnosti VWF-a da veze kolagen (VWF:CB) provedeno je
ELISA metodom pomoc¢u komercijalno dostupnog kompleta reagensa TECHNOZYM
VWEF:CB (Technoclone, Be¢, Austrija). Dodatkom uzorka dolazi do vezanja VWF-a za
ljudski kolagen tipa III kojim su obloZene jazice mikrotitarske plo¢ice. Nakon ispiranja
dodaje se poliklonsko antitijelo obiljezeno peroksidazom koje se veze za VWF. Nakon
inkubacije 1 ispiranja suviska nevezanih antitijela dodaje se kromogeni supstrat
tetrametilbenzidin, pri ¢emu se razvija plavo obojenje. Reakcija se zaustavlja dodatkom 0,45
M sumporne kiseline pri ¢emu nastaje zuto obojenje Ciji je intenzitet proporcionalan
VWEF:CB, a izmjeren je fotometrijski na 450 nm pomocu citata mikrotitarskih plocica
SPECTROstar Nano (BMG LABTECH, Ortenberg, Njemacka). Iz dobivenih vrijednosti
oc¢itanja u mA konacan rezultat VWF:CB (%) ocitava se iz kalibracijske krivulje koja se

izraduje za svaku seriju uzoraka pomocu kalibratora s definiranim VWF:CB vrijednostima.
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4.2.1.8. Izracun omjera

Iz izmjerenih vrijednosti koagulacijskih pretraga izraGunani su sljede¢i omjeri:

e omjer VWF:GPIbM / VWF:Ag
e omjer VWF:CB / VWF:Ag
e omjer FVIII / VWF:Ag.

4.2.1.9. Analiza multimera von Willebrandova faktora

Analiza multimera VWF-a provedena je elektroforezom na agaroznom gelu i
imunofiksacijom primjenom komercijalno dostupnog kompleta reagensa HYDRAGEL 5 von
WILLEBRAND MULTIMERS (Sebia, Lisses, Francuska) na uredaju HYDRASYS 2 Scan
(Sebia, Lisses, Francuska). Postupak analize proveden je prema izvornim uputama
proizvodaca (80). Uzorci plazme prethodno pohranjeni na -80 °C odmrznuti su u vodenoj
kupelji na 37 °C i lagano promijesani prije pocetka analize. Priprema uzoraka za analizu
obuhvaca razrjedenje plazme pomocu odgovarajuceg razrjedivaca uzoraka u omjerima ovisno

o vrijednosti VWF:Ag za pojedini uzorak, kako je opisano u Tablici 8.

Tablica 8. Priprema razrjedenja uzoraka za analizu multimera VWF-a

VWEF:Ag (%) Razrjedenje Razrjedivac¢ uzoraka (uL) Plazma (uL)
<20 1:4 30 10
20— 150 1:6 50 10
150 - 300 1:10 90 10

VWEF:Ag — antigen von Willebrandova faktora

Razrijedeni uzorci inkubirani su 20 minuta na 45 °C u vodenoj kupelji, nakon ¢ega je
unutar 10 minuta 5 pLL obradenog uzorka naneseno u jazice agaroznog gela. Elektroforetsko
razdvajanje provedeno je pri konstanti od 1 W na 10 °C kontroliranim Peltierovim efektom do
akumulacije 170 Vh. Nakon elektroforetskog razdvajanja provedena je imunofiksacija u dva
stupnja, pri ¢emu se u prvoj koristio antiserum koji sadrzava ljudska antitijela na VWF, a u
drugoj antiserum koji sadrzava monoklonska antitijela naspram ljudskog imunoglobulina G,
obiljeZena peroksidazom. Vizualizacija razdvojenih multimera VWF-a provedena je pomocu
TTF otopine za vizualizaciju, a slijedili su postupci upijanja, rehidracije, suSenja i
odbojavanja gela. Denzitometrijsko ocitavanje elektroforetskih profila i analiza raspodjele

multimera provedeni su pomocu pripadajueg programa za analizu Phoresis (Sebia, Lisses,

47



Francuska). Vrsci 1 — 3 odgovaraju niskomolekularnim, vrsci 4 — 7 srednjemolekularnim dok
vrsci > 7 visokomolekularnim multimerima (Slika 4.). Dobiveni rezultati usporedeni su i
interpretirani u odnosu na raspodjelu multimera VWF-a normalne plazme u kojoj je vrijednost
VWF:Ag ~100 %.

Visokomolekularni multimeri
(engl. high molecular weight
multimers, HMWM)

v

)

Srednjemolekularni multimeri
(engl. intermediate molecular
we:’ght multimers, fMLLVM)

) -

Niskomolekularni multimeri
(engl. low molecular weight
muftimers, LMWM)

-

AN

I |

Slika 4. Raspodjela multimera VWF-a s dodijeljenim niskomolekularnim (LMWM),

srednjemolekularnim (IMWM) i visokomolekularnim frakcijama multimera (HMWM)
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4.2.2. Geneti¢ka analiza

42.2.1. lzdvajanje genomske DNA

Za izdvajanje genomske deoksiribonukleinske kiseline (DNA) iz leukocita periferne
krvi koristen je ostatni stani¢ni dio uzoraka dobiven nakon centrifugiranja citratne krvi i
izdvajanja plazme siromasne trombocitima. Izdvajanje genomske DNA provedeno je
automatiziranom metodom pomoc¢u magnetnih cestica na uredaju MagNA Pure Compact
(Roche Diagnostics, Basel, Svicarska) primjenom odgovarajuéeg kompleta reagensa za
izolaciju MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit (Roche Diagnostics, Basel,
Svicarska). Djelovanjem lizirajuéeg pufera i proteinaze K dolazi do lize stanica i digestije
proteina. Oslobodena DNA veze se na povrSinu magnetnih Cestica, nakon Cega slijedi
magnetno razdvajanje kompleksa DNA i magnetnih ¢estica. Visestrukim ispiranjem uklanjaju
se stani¢ni ostatci te se ponavlja postupak magnetnog razdvajanja kompleksa DNA i
magnetnih Cestica. Odvajanje DNA od magnetnih Cestica postize se elucijom pri visokoj

temperaturi.

4.2.2.2. Mjerenje koncentracije i ¢istoce DNA

Neposredno nakon izolacije koncentracija izolirane DNA izmjerena je na
spektrofotometru NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)
koji mjeri apsorbanciju vodene otopine DNA na 260 i 280 nm te iz dobivenih rezultata rac¢una
koncentraciju DNA. Cisto¢a DNA ra¢una se na temelju omjera apsorbancija na 260 i 280 nm,
a prihvatljiva je unutar raspona od 1,8 do 2,0. Izolirane DNA pohranjene su u hladnjaku na +4
°C do analize.

Za potrebe NGS-a koncentracija DNA u svakom uzorku dodatno je izmjerena na
fluorimetru Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) koji mjeri
fluorescenciju nastalu vezanjem fluorescentne boje specificno 1 isklju¢ivo na dvolancanu
DNA u uzorku. Na taj nacin uklonjen je doprinos tvari iz uzorka koje nespecifi¢no apsorbiraju
na 260 nm, $to je poznati nedostatak spektrofotometrijskog mjerenja na uredaju NanoDrop
Lite. Za odredivanje koncentracije DNA na Qubit 3.0 fluorimetru koriSten je odgovarajuci
komplet reagensa Qubit dsSDNA Broad Range Assay kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD) koji omogucuje mjerenje koncentracije DNA u rasponu od 2 do 1000
ng/uL. Prije odredivanja koncentracije DNA u seriji uzoraka analizirani su standardi niske i
visoke koncentracije, pri ¢emu na temelju dobivenih fluorescencija uredaj automatski izraduje
kalibracijsku krivulju. Reagens je razrijeden puferom u omjeru 1 : 200. Uzorci za mjerenje
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koncentracije DNA pripremljeni su u razrjedenju 1 : 200 mijeSanjem 1 pL uzorka i 199 pL
razrijedenog reagensa. Nakon inkubacije u trajanju od dvije minute na sobnoj temperaturi
izmjerena je fluorescencija, a uredaj automatski iz kalibracijske krivulje izracunava

koncentraciju DNA u ng/uL.

4.2.2.3. Sekvenciranje sljedece generacije
Postupak NGS-a proveden je prema izvornom protokolu proizvodaca (81), a
obuhvatio je sljedece postupke: pripremu knjiznice, kvantifikaciju knjiznica i provjeru
veli¢ine ulomaka, hibridizaciju i reakcije obogacéivanja, sekvenciranje gena za VWF i FVIII te

analizu dobivenih rezultata sekvenciranja pomocu bioinformatickih alata.

4.2.2.3.1. Priprema knjiznica
Priprema knjiznice obuhvatila je razrjedenja uzoraka, tzv. tagmentaciju DNA
(enzimsko cijepanje uz dodavanje adaptora), procis¢avanje tagmentirane DNA, obiljeZzavanje
uzoraka 1 umnazanje PCR reakcijom te procis¢avanje dobivenih knjiznica pomocu magnetnih
kuglica.
Reagensi potrebni za pripremu knjiZnica:
1) razrjedenje uzoraka: sterilna voda
2) tagmentacija DNA: magnetne kuglice s vezanim transpozonima (engl. enrichment
bead-linked transposomes, eBLT), pufer za tagmentaciju
3) prociscavanje tagmentirane DNA: pufer za zaustavljanje reakcije tagmentacije (engl.
stop tagment buffer 2, ST2), pufer za ispiranje nakon tagmentacije (engl. tagment
wash buffer, TWB)
4) obiljezavanje i umnazanje tagmentirane DNA: reakcijska smjesa za PCR (engl.
enhanced PCR mix, EPM), komplet jedinstvenih dvojnih indeksa (i7 i i5) veli¢ine 10
pb za obiljezavanje uzoraka (IDT for Illumina DNA/RNA UD Indexes Set A)
5) proc¢is¢avanje knjiznica: magnetne kuglice za procis¢avanje AMPure XP Beads
(Beckman Coulter, Brea, Kalifornija, SAD), svjeze pripremljeni 80-postotni etanol,

pufer za resuspendiranje (engl. resuspension buffer, RSB).
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Postupak:

Na temelju koncentracija DNA izmjerenih fluorimetrijski uzorci su razrijedeni sterilnom

vodom do pocetne koli¢ine DNA od 300 ng u ukupnom volumenu od 30 pL.

Volumeni DNA i volumeni sterilne vode za svaki uzorak izra¢unani su prema sljede¢im

formulama:

300

V (DNA), “1 - C (DNA),ng/uL

V (sterilna voda), uL = 30 — VV (DNA)

U svako pripremljeno razrjedenje uzorka dodaje se 11,5 uL eBLT i 11,5 pL pufera za
tagmentaciju. Proces tagmentacije izvodio se u termobloku MiniAmp Plus Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) tijekom pet minuta na 55 °C uz
prethodno zagrijan poklopac na 100 °C. Proces procis¢avanja tagmentirane DNA zapocinje
dodavanjem 10 pL ST2, inkubacijom pet minuta na sobnoj temperaturi te tri minute na
magnetnom podlosku, nakon Cega se supernatant uklanja. Daljnji postupak prociS¢avanja
ukljucuje ispiranje magnetnih kuglica s TWB-om te uklanjanje supernatanta, pri ¢emu se
navedeni postupak ponavlja dva puta. U zavrsnom koraku magnetne kuglice se ispiru sa 100
uL TWB-a, supernatant se uklanja te se pristupa pripremi reakcijske smjese za umnazanje
tagmentirane DNA. U tu svrhu, 23 pL EPM-a razrjeduje se s 23 uL sterilne vode. Na
magnetne kuglice koje na sebi imaju vezanu tagmentiranu i pro¢is¢enu DNA svakog uzorka
dodaje se 40 uL dobivene reakcijske smjese za PCR.

Nakon toga u svaki se uzorak dodaje 10 uL uparenih indeksa s adaptorima za
obiljezavanje uzoraka, ¢ija je kombinacija jedinstvena za svaki uzorak. Umnazanje
tagmentirane 1 obiljezene DNA provedeno je u termobloku MiniAmp Plus Thermal Cycler
pod sljede¢im uvjetima: tri minute na 72 °C; tri minute na 98 °C; devet ciklusa od 20 sekundi
na 98 °C, 30 sekundi na 60 °C i jedna minuta na 72 °C; tri minute na 72 °C; « na 10 °C.
Nakon PCR reakcije odvaja se 45 ul supernatanta te se u svaki uzorak dodaje 77 pL sterilne
vode i 88 pL magnetnih kuglica AMPure XP Beads. Slijede postupci mijesanja, inkubacije na
magnetu, uklanjanja supernatanta te dvostrukog ispiranja magnetnih kuglica 80-postotnim
etanolom. U zadnjem se koraku magnetne kuglice resuspendiraju dodavanjem 17 ul. RSB-a, a
nakon mijesanja, inkubacije na sobnoj temperaturi i na magnetnom podlosku tijekom dvije

minute, 15 pL supernatanta prebacuje se u novu PCR ploc€icu za daljnji postupak.
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4.2.2.3.2. Kvantifikacija knjiznica i provjera velicine ulomaka

Koncentracija knjiznica izmjerena je fluorimetrijski prema postupku opisanom u
poglavlju 4.2.2.2.

Ocekivana je veli¢ina ulomaka u rasponu od 300 do 400 pb, a provjerena je pomoc¢u
kompleta reagensa DNA 1000 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD) na
uredaju za automatizirano elektroforetsko odredivanje veli¢ine ulomaka i koncentracije
nukleinskih kiselina 4150 TapeStation (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD)
(Slika 5.).
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Slika 5. Prikaz odredivanja veli¢ine ulomaka DNA elektroforezom PCR produkta na uredaju
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4.2.2.3.3. Hibridizacija i reakcije obogacivanja
Ovaj dio postupka obuhvatio je spajanje knjiznica svakoga pojedina¢nog uzorka u
jedinstvene uzorke, njihovu hibridizaciju sa sondama specifi¢nim za ciljne regije gena za
VWEF i FVIII, ciljano izdvajanje hibridiziranih sondi, umnaZanje obogacene knjiZnice,
prociscavanje PCR produkata te provjeru veli¢ine ulomaka i odredivanje koncentracije DNA.
Ulazna koli¢ina DNA svake knjiznice za postupak spajanja po masi (engl. pool by
mass) u jedinstvene uzorke (engl. pool) definirana je na 500 ng, a ulazni volumen svake
pojedine knjiznice izraunan je dijeljenjem broja 500 s koncentracijom DNA izmjerenom
fluorimetrijski u prethodnom koraku. S obzirom na to da je svih 83 uzoraka bilo odjednom u
postupku, na temelju izracunanih volumena pripremljeno je Sest jedinstvenih uzoraka koji su
dobiveni spajanjem vise pojedinacnih knjiznica. Koristenjem magnetnih kuglica AMPure XP
Beads i RSB-a jedinstveni uzorci ukoncentrirani su do volumena od 30 pL.
Potrebni reagensi:
1) Hibridizacija: hibridizacijski pufer za reakciju obogacivanja 2 (engl. enrichment
hybridization buffer 2, EHB2), panel sondi za ciljne gene, hibridizacijski pufer 2 +
IDT NXT blokirajuce tvari (engl. hybridization buffer 2 + IDT NXT blockers, NHB2),
RSB.
2) Vezanje hibridiziranih sondi: streptavidinske magnetne kuglice (engl. streptavidin
magnetic beads, SMB3), otopina za pojacano ispiranje kod reakcije obogacivanja
(engl. enhanced enrichment wash, EEW), pufer za eluciju kod reakcije obogacivanja
(engl. enrichment elution buffer 1, EE1), 2N otopina natrijeva hidroksida (HP3), ciljni
pufer za eluciju (engl. elute target buffer 2, ET2).
3) Umnazanje obogacenih knjiznica: EPM, pocetnice za PCR reakciju (engl. PCR Primer
Cocktail, PPC).
4) Procis¢avanje PCR produkata: magnetne kuglice AMPure XP Beads, svjeze
pripremljen 80-postotni etanol, RSB.

Za postupak hibridizacije pripremljena je reakcijska smjesa za svaki jedinstveni
uzorak koja se sastojala od 30 pL jedinstvenog uzorka knjiznica, 50 uL NHB2, 10 pL sondi iz
panela za ciljne gene i 10 pL EHB2. Hibridizacija je provedena u termobloku MiniAmp Plus
Thermal Cycler pod sljede¢im uvjetima: pet minuta na 95 °C; 16 ciklusa po jednu minutu

pocevsi na 94 °C pri ¢emu se u svakom ciklusu temperatura spusta za 2 °C; 90 minuta na 62
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°C. Radi optimizacije reakcije hibridizacije i smanjenja nespecificnog vezanja pocetnica
preporuka je da se inkubacija moze produljiti do 16 sati, $to je i ucinjeno.

Vezanje hibridiziranih sondi na streptavidinske magnetne kuglice provedeno je
neposredno nakon postupka hibridizacije. U prvom koraku izdvojeno je 100 uL produkata
hibridizacije i dodano 250 uLL. SMB3. Dobivena reakcijska smjesa inkubirana je 15 minuta na
62 °C, nakon ¢ega se provodi ispiranje pomoc¢u EEW prethodno zagrijanog na inkubacijskom
uredaju Hybex (SciGene, Sunnyvale, Kalifornija, SAD). Postupak se ponavlja cetiri puta, a
ukljucuje dodavanje 200 uL. EEW, mijeSanje, inkubaciju na 62 °C tijekom pet minuta te
uklanjanje supernatanta od streptavidinskih magnetnih kuglica na kojima su vezani produkti
hibridizacije pomo¢u magneta. Nakon zadnjeg ciklusa slijedi postupak elucije koji se provodi
pomocu smjese za eluciju koja se priprema mijeSanjem 28,5 pL EEI1 1 1,5 pL HP3, a po
uzorku se dodaje 23 pL navedene elucijske smjese. Slijede inkubacija, centrifugiranje i
izdvajanje 21 pL supernatanta pomoc¢u magneta u koji se dodaje 4 uLL ET2. Dobivena smjesa
oznacava prociS¢ene knjiznice obogacene pocetnicama (hibridizirane) koje su spremne za
umnazanje. Za PCR reakciju potrebno je dodati u svaki uzorak 5 pL PPC i1 20 pL EPM.
UmnaZanje je provedeno u termobloku MiniAmp Plus Thermal Cycler pod sljede¢im
uvjetima: 30 sekundi na 98 °C; 16 ciklusa od 10 sekundi na 98 °C, 30 sekundi na 60 °C i 30
sekundi na 72 °C; pet minuta na 72 °C, o na 10 °C.

Pro¢i$¢avanje umnoZenih PCR produkata provedeno je prema postupku opisanom u

poglavlju 4.2.2.3.1.
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4.2.2.3.4. Razrjedivanje knjiznica i zavrsna priprema za sekvenciranje
Potrebni reagensi: RSB, 0,2 N NaOH, hibridizacijski pufer HT1
Postupak:
Koncentracija hibridiziranih obogacenih knjiznica izmjerena je fluorimetrijski prema
postupku opisanom u poglavlju 4.2.2.2., dok je veli¢ina ulomaka provjerena kako je opisano u
poglavlju 4.2.2.3.2.
Na temelju koncentracije umnoZenih knjiznica i prosje¢ne veli¢ine ulomaka izra¢unana je
molarnost svake knjiznice prema sljede¢oj formuli:

mica™d
C (kn]lznlca, llL)x 100000

Molarnost (hnmol/L) =—— —
660mx prosjecna velicina ulomaka (pb)

KnjiZnice su razrijedene s RSB-om na koncentraciju 4 nM u ukupnom volumenu od 30 uL,

pri ¢emu je volumen svake knjiznice izraCunan prema sljede¢oj formuli:

4_nmol

V (knjiznica, pl) = L ol

¢ (knjiznica, I )

x 30 pL

Od svake razrijedene knjiznice odvojeno je 10 pL za izradu jedinstvenoga multipleksiranog
uzorka.

Zavr$na faza pripreme za sekvenciranje ukljucuje denaturaciju, pri ¢emu se 5 uL
multipleksiranoga jedinstvenog uzorka mijeSa s 5 pL svjeZze pripremljenog 0,2 N NaOH. Iz
toga se priprema 20 pM knjiznica mijeSanjem 10 pL denaturirane 4 nM knjiznice i 990 pL
HT1 ohladenog na 4 °C. Kona¢na koncentracija za sekvenciranje iznosi 12 pM, a postize se

razrjedivanjem 360 uL 20 pM knjiznice s 240 pL HT1.
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4.2.2.35. Sekvenciranje gena za von Willebrandov faktor i faktor zgrusavanja FVIII
na uredaju MiSeq
Sekvenciranje gena za VWF 1 FVIII provedeno je na uredaju MiSeq (Illumina, San
Diego, Kalifornija, SAD) Kkoristenjem kompleta reagensa V2 (lllumina, San Diego,
Kalifornija, SAD) s 300 ciklusa, duljine ¢itanja 150 pb na uparenom kraju, ¢ime je postignuta
pokrivenost odabranih regija gena od 660x. Koristen je panel sondi specifi¢no osmisljen za
potrebe ovog istrazivanja tvrtke Integrated DNA Technologies (Coralville, lowa, SAD).
Sonde su obuhvatile sljedece ciljne regije:
- regije gena za VWF na kromosomu 12 koje ukljucuju svih 52 egzona, bo¢ne intronske
regije i promotorsku regiju, s posebnom paznjom na dizajn sondi u podrucju egzona
23 do 34 koje sadrzavaju razlikovne baze i ¢ime je omoguéeno specifi¢no umnazanje
regije gena za VWF na kromosomu 12, a otklonjena moguc¢nost umnazanja vrlo
homolognog pseudogena na kromosomu 22 (82)
- regije gena za FVIII na kromosomu X koje ukljucuju svih 26 egzona, intron-egzon

grani¢na podruéja te promotorsku regiju (83).

Ciljne regije gena za VWF i FVIII odabrane su na temelju referentnoga ljudskog
genoma GRCh37 (hgl9, veljaca 2009.) i prikazane su u Tablicama 9. i 10.
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Tablica 9. Regije gena za von Willebrandov faktor obuhvacene panelom KkoriStenim u

istrazivanju

Regije gena za VWF na kromosomu 12

prema referentnom ljudskom genomu hg19

6058054 — 6058486

6131846 — 6132293

6058733 — 6059172

6132665 — 6133073

6060757 — 6061170

6134628 — 6135414

6061477 — 6061903

6138446 — 6138891

6062564 — 6062980

6140388 — 6140811

6076471 — 6076878

6143653 — 6144079

6077205 - 6077619

6145362 — 6145763

6078262 — 6078666

6153395 — 6153841

6080672 — 6081080

6155734 — 6156124

6085205 — 6085646

6161622 — 6162037

6090788 — 6091234

6165915 — 6166330

6092058 — 6092496

6166849 — 6167272

6094070 — 6094474

6171934 — 6172334

6094481 — 6094884

6173203 — 6173631

6100851 — 6101256

6174141 — 6174574

6102969 — 6103415

6180162 — 6180609

6103443 — 6103869

6181328 — 6181728

6105030 — 6105430

6182713 — 6183118

6120679 — 6121463

6184410 — 6184792

6122551 — 6122952

6204415 — 6204839

6125072 — 6125466

6219451 — 6220251

6125479 — 6126102

6230201 — 6230619

6127429 — 6128967

6232070 — 6232494

6130980 — 6131389

6233525 — 6235621

VWE — von Willebrandov faktor
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Tablica 10. Regije gena za faktor zgruSavanja VIII obuhvaéene panelom koriStenim u

istrazivanju

Regije gena za FVIII na kromosomu X

prema referentnom ljudskom genomu hg19

154255054 — 154255180 154134694 — 154134848

154250684 — 154250998 154133085 — 154133298

154227753 — 154227875 154132570 — 154132799

154225247 — 154225370 154132180 — 154132363

154221210 — 154221423 154130325 — 154130442

154215511 — 154215580 154129645 — 154129717

154212961 — 154213078 154128140 — 154128226

154197605 — 154197827 154124351 — 154124507

154194700 — 154194962 154114408 — 154114577

154194244 — 154194416 154091357 — 154091502

154189349 — 154189443

154089992 — 154090141

154185231 — 154185446

154088706 — 154088883

154182166 — 154182317

154065871 — 154066027

154175972 — 154176182
154156845 — 154159951

154254067 — 154257797

FVIII — faktor zgrusavanja VIII

Sekvenciranje sintezom na uredaju MiSeq provodi se pomocu opticki transparentnoga
protocnog clanka (engl. flow cell) koji na svojoj povrSini ima vezane dvije vrste
oligonukleotida. Jednolancani ulomci DNA koji se sastoje od nekoliko pb i popravljenih
krajeva na nacin da je stvoren 5'-fosforilirani tupi kraj vezu se pomocu adaptora na
komplementarni slijed jedne vrste oligonukleotida na povrSini optickog €lanka. Djelovanjem
polimeraze dolazi do stvaranja komplementarnog lanca. Nastale dvolancane DNA
denaturiraju se i dolazi do ispiranja lanaca oligonukleotida koji su bili vezani na ¢vrstu
povrsinu, dok novosintetizirani lanci ostaju povrSinski usidreni i klonalno se umnazaju
postupkom premoscujuéeg PCR-a (engl. bridge polymerase chain reaction; bridge
amplification). U tom procesu DNA lanci nadsvoduju susjedni oligonukleotid na povrsini

optickog Clanka i vezu se na njega pomocu adaptora, a djelovanjem polimeraze nastaje
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dvolan¢ana DNA koja se denaturira i u konacnici na povrsini opti¢kog ¢lanka ostaju vezane
po dvije jednolanéane DNA. Tijekom viSestrukog ponavljanja ovih ciklusa dolazi do
umnazanja svih ulomaka pri ¢emu nastaju milijuni prostorno odvojenih tzv. klastera, odnosno
gustih nakupina umnozenih ulomaka DNA. Slijedi denaturacija i ispiranje komplementarnih
lanaca, a za proces sekvenciranja ostaju samo izvorni lanci vezani na ¢vrstu povrsinu opti¢kog
¢lanka.

Sekvenciranje zapocinje dodavanjem cetiri deoksiribonukleotida (engl. deoxyribose
nucleotide triphosphate, dNTP), od kojih je svaki obiljezen razli¢itom fluorescentnom bojom,
pocetnica za prvo Citanje i DNA polimeraze. Tijekom svakog ciklusa dolazi do produljenja
lanca komplementarnim vezanjem jednog dNTP-a, dok se ugradnjom baze koja sadrzava
blokirani 3'-kraj prekida proces elongacije. Nukleotidi koji se nisu ugradili ispiru se, dok se
vezani ANTP izlaze laserskom pobudivanju 1 dolazi do fluorescencije. U konacnici, sekvenca
gena rezultat je komplementarnog vezanja i mjerenja fluorescencije nastale pobudivanjem
fluorescentno obiljezenih vezanih ANTP tijekom ponavljaju¢ih ciklusa. Proces se odvija u
milijunima paralelnih reakcija, pri ¢emu se identi¢ni sljedovi za odredeni klaster ocitavaju
istodobno. Ovime se dobivaju podaci prvog ¢itanja (engl. read 1).

Nakon toga dolazi do ispiranja lanca ocitanja te se oCitava prvi indeks na jednak nacin:
dolazi do vezanja prvo pocetnice prvog indeksa, komplementarnog vezanja fluorescentno
obiljezenih ANTP-a i oc¢itavanja fluorescencije.

Za ocitanje slijeda drugog indeksa, dolazi do nadsvodenja lanca DNA na susjedni
oligonukleotid, a djelovanjem polimeraze i komplementarnim vezanjem nukleotida nastaje
dvolan¢ana DNA. Njezinom denaturacijom izvorni se lanac ispire, a preostaje
komplementarni lanac koji se umnaza vezanjem pocetnice drugog cCitanja, djelovanjem
polimeraze i komplementarnim vezanjem fluorescentno obiljezenin dNTP-a, ¢ime se
generiraju podaci drugog Citanja (engl. read 2).

Sljedovi za svaki uzorak iz multipleksiranoga jedinstvenog uzorka knjiznice
razdvajaju se na temelju indeksa kojima su obiljeZeni tijekom pripreme uzoraka. Prvo i drugo

ocitanje uparuju se i poravnavaju s referentnim genomom hg19 (engl. allignment) (84, 85).
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4.2.2.3.6. Analiza rezultata sekvenciranja

Rezultati sekvenciranja (o€itanja) pohranjeni su unutar datoteka FASTQ formata koje
su u binarnom obliku za kodiranje ocitanja, a sadrzavaju sekvence, njihove identifikatore te
oznaku kvalitete svakog oCitanja. FASTQ datoteke uvedene su u program BaseSpace Variant
Interpreter (Illumina, San Diego, Kalifornija, SAD) gdje je provedeno utvrdivanje i
dodijeljivanje (engl. annotation) sljednih varijanti gena za VWF i FVIIL. Patogenost utvrdenih
sljednih varijanti gena ispitana je pomoc¢u platforme VarSome (86). VarSome je
bioinformaticki alat koji omoguéava pretrazivanje identificiranih varijanti gena unutar
ljudskog genoma. Pretrazivanjem pojedine varijante dobivaju se podaci o vrsti genske
varijante, lokaciji unutar gena i HGVS (engl. Human Genome Variation Society) nazivlju. U
slucajevima kada se genska varijanta nalazi unutar egzona, prikazuje se i njegova struktura,
viSestruki prijepisi i regije od interesa (npr. proteinske funkcionalne domene, specificna vezna
mjesta itd.) na temelju podataka iz povezanoga bioinformatickog programa UniProt. Dodatno,
prikazuju se strukturne varijante gena koje se nalaze u blizini prema podacima dostupnim u
ClinVar bioinformati¢kom alatu (87).

Patogenost pojedinih sljednih varijanti gena klasificirana je prema nazivlju koje je
definiralo Americko drustvo za medicinsku genetiku i genomiku (engl. American College of
Medical Genetics and Genomics, ACMG) (88) na sljede¢i nacin: patogene varijante (engl.
pathogenic), vjerojatno patogene varijante (engl. likely pathogenic), varijante nepoznatog
znacaja (engl. variant of uncertain significance), vjerojatno benigne varijante (engl. likely
benign) i benigne varijante (engl. benign). Predvidanje patogenosti temelji se na
objedinjavanju podataka iz izraCuna stupnja patogenog ucinka pojedine genske varijante
primjenom preko 20 razlicitih predvidajucih algoritama te podatka o ucestalosti pojedine
varijante u populaciji. Takoder, ako postoje, prikazuju se klinicki relevantni podaci povezani s
ucinkom odredene genske varijante i povezani fenotipovi (89).

Genske varijante Klasificirane kao patogene, vjerojatno patogene i varijante
nepoznatog znacaja smatrale su se uzrocnim mutacijama za fenotip krvarenja kod ispitanika u
ovom istrazivanju.

Dijagnoza pojedinog tipa VWB-a postavljena je na temelju kombinacije rezultata

koagulacijskih pretraga i geneticke analize.
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4.2.2.4. Metoda viSestrukog umnazanja vezanih sondi

Za deset ispitanika kod kojih su rezultati koagulacijskih pretraga upucivali da se radi o
poremecaju VWF-a, a metodom NGS-a nije utvrdeno postojanje mutacija u genu za VWEF,
provedena je analiza ciljanih regija gena za VWF metodom MLPA.

MLPA metoda temelji se na umnazanju oligonukleotidnih sondi obiljezenih
fluorescentnim bojama ako je doslo do njihova vezanja na komplementarni slijed DNA u
ispitivanom uzorku. Umnozene MLPA sonde razlikuju se po duljini PCR produkta i
razdvajaju se kapilarnom elektroforezom s fluorescentnim detektorom. Intenzitet
fluorescentnog signala svake sonde odreduje koli¢inu PCR produkta, a usporeduje se u

odnosu na uzorak referentne DNA.

Potrebni reagensi:

Komplet reagensa MLPA (MRC Holland, Amsterdam, Nizozemska) koji sadrzava:

e SALSA MLPA pufer

e enzim SALSA ligaza-65

e pufer za ligaciju A

e pufer za ligaciju B

e SALSA smjesu pocetnica za PCR
e SALSA polimerazu.

Kompleti sondi za gen za VWF:

e SALSA MLPA P011 VWF (MRC Holland, Amsterdam, Nizozemska)
e SALSA MLPA P012 VWF (MRC Holland, Amsterdam, Nizozemska).

Svaki komplet sadrzava 37 MLPA sondi, ukljucujuéi 28 sondi specificnih za 26 od 52
egzona gena za VWF te devet referentnih sondi za autosomne kromosomske regije.

Koristenjem obaju kompleta obuhvaceni su svi egzoni gena za VWF-a (Tablica 11.)
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Tablica 11. Duljine sondi i regije gena za von Willebrandov faktor obuhvaéene MLPA
sondama iz kompleta PO11 VWF i P012 VWF

Duljina (pb) Egzon Vezno mjesto prema Duljina (pb) Egzon Vezno mjesto prema
PO011 PO12 NM_000552.4 P011 PO12 NM_000552.4
Start kodon 256 — 258 (egzon 2) 178 27 12 pb nakon egzona 27
232 1 210-211 384 28 3941 — 3942
265 2 5 pb prije egzona 2 148 28 4608 — 4609
337 2 22 pb prije egzona 2 154 29 5372 - 5373
427 3 380 — 381 391 30 5454 — 5455
215 4 528 — 529 274 31 5634 — 5635
130 5 696 — 697 160 32 7 pb prije egzona 32
427 6 794 — 795 185 33 67 pb nakon egzona 33
310 6 855 — 856 283 34 6069 — 6070
382 7 1014 - 1015 346 35 6186 — 6187
355 8 1159 — 1160 160 36 6351 — 6352
217 9 1312 - 1313 223 37 6537 — 6538
310 10 1388 — 1389 211 38 6978 — 6979
418 11 1472 — 1473 136 39 7132 - 7133
130 12 1557 — 1558 136 40 7200 — 7201
202 13 1764 — 1765 208 41 7278 - 7279
169 14 41 pb prije egzona 14 319 42 7431 — 7432
364 15 2077 — 2078 256 43 7568 — 7569
328 16 2420 — 2421 283 44 7721 -7722
256 17 13 pb prije egzona 17 148 45 7878 — 7879
350 18 2541 — 2542 274 46 8010 - 8011
184 19 2731 -2732 292 47 8054 — 8055
364 20 2840 — 2841 391 47 8116 — 8117
247 21 2989 — 2990 355 48 8189 — 8190
172 22 7 pb prije egzona 22 232 49 8292 — 8293
226 23 3347 — 3348 178 50 8410 - 8411
154 24 48 pb nakon egzona 24 202 51 8434 — 8435
322 25 3495 - 3494 418 52 8669 — 8670
244 Stop kodon 8695 — 8696
26 365 pb prije egzona 26
(egzon 52)

NM_00052.4 — referentna sekvenca gena za von Willebrandov faktor; pb — parovi baza
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Postupak:

Koncentracije DNA u uzorcima izmjerene su fluorimetrijski na uredaju Qubit 3.0
prema postupku opisanom u poglavlju 4.2.2.2.

Prema izmjerenoj koncentraciji DNA i definiranoj ulaznoj koli¢ini DNA od 100 ng
izracunan je volumen DNA koji je do 5 pL nadopunjen TE puferom (10 mM Tris-HCI pH 8,0
+ 0,1 mM EDTA). Za svaki komplet sondi pripremljena je zasebna mjesavina.

Tako razrijedeni uzorci denaturirani su u termobloku MiniAmp Plus Thermal Cycler
tijekom pet minuta na 98 °C i potom ohladeni na 25 °C. U svaki uzorak dodano je 3 pL
hibridizacijske otopine koja je sadrzavala MLPA pufer i komplet specifi¢nih sondi u omjeru 1
. 1 te je pokrenuta hibridizacija na termobloku MiniAmp Plus Thermal Cycler pod sljede¢im
uvjetima: jedna minuta na 95 °C, 16 do 20 sati na 60 °C.

Nakon isteka, temperatura u termobloku spustena je na 54 °C. U svrhu vezanja MLPA
sondi u svaki uzorak dodana je mjeSavina koja se sastojala od 25 pL sterilne vode, 3 uL
ligacijskog pufera A, 3 uL ligacijskog pufera B i 1 pL enzima ligaza-65. Takva reakcijska
smjesa inkubirana je u termobloku pod sljede¢im uvjetima: 15 minuta na 54 °C, pet minuta na
98 °C. Nakon $to je temperatura spustena na 20 °C, dodana je mjeSavina za PCR Kkoja se
sastojala od 7,5 uL sterilne vode, 2 nL. SALSA smjese pocetnica za PCR i 0,5 uL SALSA
polimeraze. Umnazanje MLPA sondi provedeno je u termobloku MiniAmp Plus Thermal
Cycler pod sljede¢im uvjetima: 35 ciklusa od 30 sekundi na 95 °C, 30 sekundi na 60 °C i
jedne minute na 72 °C; 20 minuta na 72 °C; co na 15 °C.

Dobiveni ulomci razdvojeni su automatiziranom kapilarnom elektroforezom na
uredaju ABI-3130x| (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD), a analizi je
prethodila denaturacija koja je provedena u termobloku tijekom pet minuta na 86 °C. Uzorci
su pripremljeni tako $to je u 0,7 uL PCR produkta dodano 9,2 uL prethodno pripremljene
smjese koja se sastojala od 9,0 pL Hi-Di formamida i 0,2 pL standarda DNA ulomaka
veli¢ine u rasponu od 35 do 500 nukleotida GeneScan-500 LIZ (Thermo Fisher Scientifics,
Waltham, Massachusetts, SAD).

Dobiveni rezultati analizirani su u programu Coffalyser.Net (MRC Holland,
Amsterdam, Nizozemska). Analiza se sastoji od dva koraka: fragmentarne analize i usporedne
analize uzoraka (engl. comparative analysis). Fragmentarnom analizom provjerava se
kvaliteta DNA uzorka, same MLPA reakcije, uéinkovitost razdvajanja ulomaka kapilarnom
elektroforezom i provodi se normalizacija signala svakog uzorka usporedbom vr$nih
vrijednosti sondi unutar uzorka i izmedu uzoraka. Usporednom analizom produkata
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usporeduje se intenzitet signala ispitivanog uzorka u odnosu na referentne uzorke koji
sadrzavaju diploidni broj kopija DNA za sve ciljne sekvence. Intenzitet fluorescentnog
signala svake sonde odreduje koli¢inu PCR produkta svake sonde. Za svaku sondu u svakom
uzorku izratunava se kona¢ni udio (engl. final probe ratio) koji je omjer signala sonde u
ispitivanom 1 referentnom uzorku. Uredan nalaz je omjer koji iznosi priblizno 1 (od 0,8 do
1,2), a podrazumijeva prisutnost dviju kopija gena. Omjeri nizi od 0,65 upozoravaju na

prisutnost delecija, a omjeri visi od 1,3 na prisutnost duplikacija u genu (90).
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4.3. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je pomocu statistickog programa MedCalc,
verzija 19.5.2 (MedCalc, Ostend, Belgija).

Normalnost raspodjele kvantitativnih podataka (dob, rezultati laboratorijskih testova)
analizirana je Shapiro-Wilk testom, a podaci su prikazani medijanima i interkvartilnim
rasponima (engl. interquartile range, 1QR). Kvalitativni podaci (spol, krvna grupa ABO,
simptomi krvarenja, primjenjivana terapija) prikazani su kroz postotke i udjele.

Znacajnost razlike kvantitativnih  podataka izmedu skupina ispitana je
neparametrijskim Kruskal-Wallisovim testom za nezavisne uzorke. U slucaju statisticki
znacajne razlike provedena je usporedba izmedu podskupina Conoverovim post-hoc testom.
Za potrebe usporedbe rezultata koagulacijskih pretraga, a radi zadovoljavanja uvjeta
statistickog testa, rezultatima koji su bili ispod donje ili iznad gornje granice mjernog raspona
dodijeljene su vrijednosti donje, odnosno gornje granice mjernog raspona. Znacajnost razlike
izmedu skupina kvalitativnih podataka testirana je Fisherovim egzaktnim testom i x?-kvadrat
testom, ovisno o primjenjivosti. Za sve statisticke analize P < 0,05 smatrao se statisticki

znacajnim.
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5. REZULTATI

5.1. Opce osobine ispitanika
U istrazivanje su bila uklju¢ena 83 ispitanika, od kojih je 29 bilo muskog, a 54

zenskog spola (P < 0,001). Starosna dob ispitanika obuhvatila je raspon od 0 (2 mjeseca) do
75 godina. Bilo je ukupno 29 pedijatrijskih i 54 odrasla ispitanika (P < 0,001). Krvna grupa
ABO bila je poznata za 68 (82 %) ispitanika. Opcée osobine ispitanika ukljucenih u istrazivanje

prikazane su u Tablici 12.

Tablica 12. Opée osobine ispitanika uklju¢enih u istrazivanje

Ispitanici, N 83

o Pedijatrijski, N (%) 29 (35)

e Odrasli, N (%) 54 (65)
Dob, medijan godina (raspon) 26 (0 do 75)

e Pedijatrijski, medijan (raspon) 9(0do 17)

e Odrasli, medijan (raspon) 38 (18 do 75)
Spol

e Muski, N (%) 29 (35)

o Zenski, N (%) 54 (65)
Krvna grupa ABO*

e 0,N (%) 31 (46)

o AN (%) 28 (41)

e B,N (%) 8(12)

e AB,N (%) 1(2)

*Udio ispitanika izraZen je na 68 ispitanika za koliko je bila poznata krvna grupa ABO

Ispitanici pripadaju 60 obitelji. Broj obitelji s viSe od jednog ukljuc¢enog ispitanika
iznosio je 17, pri ¢emu je najvise iz jedne obitelji ukljuceno pet ispitanika, iz po jedne Cetiri
odnosno tri ispitanika, dok je broj obitelji koji je imao po dva ispitanika u istraZivanju iznosio

14. Preostalih 43 nije imalo krvnog srodnika medu ispitanicima uklju¢enim u ovo istrazivanje.
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5.2.  Vrsta, raspodjela i ucestalost mutacija u genima za von Willebrandov faktor i
faktor zgruSavanja VIII
Sekvenciranjem gena za VWF 1 FVIII tehnologijom NGS i1 dodatnim pretrazivanjem
gena za VWF kod odabranih ispitanika tehnologijom MLPA utvrdeno je postojanje mutacija
kod ukupno 53 (64 %) ispitanika koji pripadaju 38 obitelji. Tehnologijom NGS-a nadene su
mutacije kod 52 ispitanika, dok je kod jednog ispitanika mutacija u genu za VWF otkrivena
tehnologijom MLPA. Mutacije u genu za VWF nadene su kod 48 ispitanika, u genu za FVIII
kod cetiri ispitanika, dok je kod jedne ispitanice utvrdeno postojanje mutacija u oba
analizirana gena (Slika 6.). Kod preostalih 30 ispitanika nisu utvrdene mutacije u genima za
VWEF i FVIII.

Raspodjela ispitanika po mutacijama u genima
zaVWF i FVIII

uVWF
| FVII

VWE i FVIII

m nisu utvrdene mutacije u
genima za VWF i FVIII

4(5%)

Slika 6. Raspodjela ispitanika prema mutacijama u genima za VWF i FVIII

Rezultati su prikazani kao broj ispitanika u pojedinoj skupini i udio (%) u ukupnom broju ispitanika.
Medu ukupno 48 ispitanika s pronadenim mutacijama samo u genu za VWF, 38

ispitanika bili su heterozigoti, sedam sloZeni heterozigoti i tri homozigoti (Slika 7.). Detaljna

raspodjela vrsta mutacija prema genotipovima prikazana je u Tablici 13.
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Raspodjela genotipova kod ispitanika s
mutacijama u genu za VWF

3(6%)

M Heterozigoti
M SloZeni heterozigoti

Homozigoti

Slika 7. Raspodjela genotipova kod ispitanika s mutacijama u genu za VWF
Rezultati su prikazani kao broj ispitanika s pojedinim genotipom i udio (%) u ukupnom broju ispitanika s
mutacijama u genu za VWF.

Tablica 13. Raspodjela vrsta mutacija u genu za VWF ovisno o genotipu

Heterozigoti, N 38
e mutacije pogresnog smisla, N (%) 29 (76)
e besmislene mutacije, N (%) 5(14)
e mutacije pomaka okvira ¢itanja (delecije), N (%) 2 (5)
e greSke prekrajanja unutar introna, N (%) 2(9)
SloZeni heterozigoti, N 7
e dvije razli¢ite mutacije pogresnog smisla, N 4[7
¢ dvije razli¢ite besmislene mutacije, N 217
e mMmutacija pogre$nog smisla i besmislena mutacija, N 7
Homozigoti, N 3
e Mmutacije pomaka okvira ¢itanja (delecije), N 2/3
e besmislene mutacije, N 1/3

Ukupno je utvrdeno 36 razli¢itih mutacija u genu za VWF, od kojih je 25 mutacija
pogresnog smisla, Sest besmislenih mutacija, tri mutacije pomaka okvira Citanja i to delecije,

dok se dvije mutacije odnose na greske prekrajanja unutar intronskih regija (Slika 8).
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Raspodjela vrsta razlicitih mutacija
u genu za VWF

B Mutacije pogresnog
smisla

M Besmislene mutacije

Delecije

B Greske prekrajanja unutar
intronskih regija

Slika 8. Raspodjela vrsta razli¢itih mutacija unutar gena za VWF
Rezultati su prikazani kao broj razli¢itih mutacija unutar pojedine vrste i udio (%) u ukupnom broju razli¢itih

mutacija utvrdenih unutar gena za VWF.

Od 36 mutacija u genu za VWF, 13 (36 %) su novootkrivene, odnosno do sada
neopisane u bazi varijanti gena za VWF (40). Od toga, osam mutacija bile su mutacije
pogres$nog smisla (€.571T>C, ¢.1496A>C, c.1531A>C, ¢.3829G>T, ¢.3829G>C, c.4471A>G,
€.6479A>G, ¢.6596G>A), tri besmislene mutacije (c.319C>T, c.6151A>T, c.6504C>A),
jedna mutacija pomaka okvira Citanja (delecija egzona 1 do 6) i jedna greska prekrajanja
unutar introna (c.6599-2A>G).

Slika 9 prikazuje raspodjelu razli¢itih mutacija po pojedinim regijama gena za VWF
koje su utvrdene NGS tehnologijom te broj ispitanika kojima su utvrdene mutacije u
pojedinoj regiji gena za VWF. Kod najveeg broja ispitanika, ukupno njih 28, mutacije su
nadene unutar egzona 28 gena za VWF, s time da ih je nadeno 18 razlicitih. Dodatno,
heterozigotna delecija utvrdena tehnologijom MLPA kod jednog ispitanika obuhvacala je

podrucje od egzona 1 do egzona 6 gena za VWF.
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20 18(28)
18
16
14
12

10

8
6
4 3(5)
23)  2(2)
2 1(2) 1(1) 1(2) 1(1) 1(1) 1(1) 1(2) 1(1) 1(1) 1(1)
0

Egzon 4 Egzon 6 Egzon Egzon Egzon Egzon Egron Egzon Egzon Egzon Egron Egzon Intron Intron
13 17 18 20 22 27 28 36 37 45 37 45

Slika 9. Raspodjela mutacija unutar gena za VWF utvrdenih tehnologijom NGS
Prikazan je broj razli¢itih mutacija unutar pojedine regije gena za VWF, a u zagradi broj ispitanika s mutacijama

u pripadajucoj regiji.

Mutacije u genu za FVIII nadene su kod pet ispitanika (tri Zenskog i dva muskog
spola), pri ¢emu ukupan broj razli¢itih mutacija u genu za FVIII iznosi tri i u sva tri sluc¢aja
radi se o mutacijama pogre$nog smisla. Dvije su mutacije do sada neopisane u bazi varijanti
gena za FVIII (76). Kod jedne je ispitanice uz mutaciju u genu za FVIII nadena i mutacija u

genu za VWF. Detaljnije karakteristike ovih ispitanika opisane su u poglavlju 5.10.
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5.3. Klasifikacija ispitanika na temelju rezultata koagulacijskih pretraga i
geneticke analize

Na temelju rezultata koagulacijskih pretraga i genetiCke analize, 19 ispitanika
klasificirano je kao tip 1, Sest kao tip 3 VWB-a dok je, od 23 ispitanika s tipom 2 VWB-a, 15
podklasificirano kao tip 2A, sedam kao tip 2B i jedan kao tip 2N. Devet ispitanika kod kojih
nisu utvrdene mutacije u genima za VWF 1 FVIII, ali su imali VWF:GPIbM ispod 50 %,
Klasificirani su kao tzv. ,,niski VWF*. Od ¢etiri sluc¢aja kod kojih su nadene mutacije samo u
genu za FVIII, dva su muska ispitanika dijagnosticirana kao blaga hemofilija A, dok su dvije
preostale Zenske ispitanice otkrivene kao nositeljice hemofilije A. Ispitanica kod koje su
utvrdene mutacije u genu za VWF 1 FVIII smatra se takoder nositeljicom hemofilije A, a
prisutnost mutacije u genu za VWF dodatno doprinosi klinickoj slici krvarenja. Klasifikacija
ispitanika na temelju rezultata koagulacijskih pretraga i geneticke analize prikazana je na Slici

10.

Mutacije u genu za FVIII
5 (6 %) Tip 1 VWB
19 (23 %)

Ispitanici bez mutacija u
genima za VWFi FVilite s
urednim koagulacijskim
nalazima

21(25%)
Niski VWF Tip 2 VWB
9(11%) 23(28 %)

Tip 3 VWB
6(7 %)

Slika 10. Klasifikacija ispitanika na temelju rezultata koagulacijskih pretraga i geneticke

analize
Rezultati su prikazani kao broj ispitanika i njihov udio (%) u ukupnom broju ispitanika koji su sudjelovali u
istrazivanju.

Opce osobine ispitanika unutar pojedinih skupina prikazane su u Tablici 14.
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Tablica 14. Opce osobine ispitanika svrstanih u kategorije na temelju rezultata koagulacijskih

pretraga i geneticke analize

Ispitanici bez »
: : : L L . Mutacije
Tip 1 Tip 2 Tip 3 Niski ~ mutacija i urednih
o ugenu za
VWB VWB VWB VWF koagulacijskih Vil
nalaza
Broj ispitanika, N 19 23 6 9 21 5
e pedijatrijski, N 5/19 11/23 0/6 4/9 7121 2/5
e odrasli, N 14/19 12/23 6/6 5/9 14/21 3/5
Dob, medijan godina 33 23 44 18 24 22
(raspon) 4-75) (0-69) (8-54) (5-58) (5-54) (2-35)
Spol
e muski, N 3/19 7123 3/6 6/9 8/21 2/5
e zenski, N 16/19 16/23 3/6 3/9 13/21 3/5

VWB - von Willebrandova bolest; VWF — von Willebrandov faktor; FVI1I — faktor zgrusavanja VIII

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u prisutnosti mutacija u genu za VWF ovisno

o spolu (M: 13/29; Z: 36/54; P = 0,053) niti dobi (< 18 godina: 16/29; > 18 godina: 33/54; P =

0,599). Postoji statisticki zna€ajna razlika u prisutnosti mutacija u genu za VWF ovisno o

krvnoj grupi ABO (P = 0,030). Ve¢i udio ispitanika s mutacijama u odnosu na one bez

mutacija u genu za VWF utvrden je medu ispitanicima s krvnim grupama A (20/28 prema
8/28) i B (7/8 prema 1/8), dok je kod krvne grupe 0 udio ispitanika s mutacijama (13/31) bio

nizi u odnosu na one bez mutacija (18/31).
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5.4.

Usporedba rezultata koagulacijskih pretraga

Rezultati koagulacijskih pretraga po pojedinim skupinama ispitanika prikazani su u Tablici

15.

Tablica 15. Rezultati koagulacijskih pretraga u pojedinim skupinama ispitanika

Ispitanici bez 5
. . . . Mutacije
Tip 1 Tip 2 Tip 3 o mutacija i
Niski VWF ) u genu za
VWB-a VWB VWB urednih
Pretraga RI (N=9) o FVIII
(N=19) (N=23) (N=16) koagulacijskih (N=5)
nalaza (N= 21) -
Broj
229 246 269 253 209 259
trombocita 158-424
(192-260) (181-302)  (223-376) (223-367) (185-303) (216-312)
(x10°%/L)
1,08 0,99 1,03 0,99 0,96 0,99
PV (udjel) >0.70
(0,95-1,10) (0,95-1,05) (0,93-1,07)  (0,95-1,07) (0,91-1,07) (0,93-1,02)
28,0 30,9 52,2 30,2 27,1 34,2
APTV (s) 20-30
(25,9-31,7)  (28,7-34,6) (46,7-54,7)  (27,8-31,9) (25,1-28,8) (31,9-35,9)
PFA-200 80-160 252 299 288 169 140 163
COL/EPI (s) (208-284) (260-300)  (259-300) (142-212) (126-167) (134-239)
PFA-200 60-120 184 285 293 121 104 109
COL/ADRP (s) (143-244) (224-300)  (263-300) (113-162) (87-115) (90-167)
VWF:GPIbM 41,3 13,4 414 77,7 52,2
50-187 <4,0-8,3*
(%) (24,9-55,7) (8,2-24,7) (33,1-45,8) (67,6-99,2) (49,1-59,8)
55,4 47,7 49,8 83,2 53,0
VWF:Ag (%)  50-160 <4,0-7,3*
(25,3-65,0)  (21,4-58,7) (37,6-56,6) (75,2-103,3) (51,1-64,6)
Omijer
0,88 0,48 0,79 0,93 0,96
VWF:GPIbM NP NP+
(0,76-0,97)  (0,27-0,66) (0,70-0,90) (0,87-1,01) (0,94-0,98)
INWF:Ag
72,0 44,0 5,0 70,0 89,0 23,0
FVIII (%)
50-149 (47,3-84,8) (30,5-63,3)  (4,0-5,0) (49,0-96,5) (77-103,3) (18,5-28,5)
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Tablica 15. (nastavak) Rezultati koagulacijskih pretraga u pojedinim skupinama ispitanika

Ispitanici bez .
. . . Mutacije
Tip 1 : Tip 3 o mutacija i
Tip 2 VWB Niski VWF ) u genu za
Pretraga RI VWB-a VWB urednih
(N=23) (N=9) o FVIII
(N=19) (N=16) koagulacijskih (N=5)
nalaza (N= 21) -
Omijer
1,44 1,23 1,54 1,17 0,37
FVIIl/ NP+
NP (1,16-2,21)  (0,73-1,47) (1,20-1,64) (0,83-1,26) (0,35-0,49)
VWEF:Ag
VWEF:CB 34,1 20,9 38,4 67,7 38,6
40 - 250 <1,0-3,5*
(%) (19,6-46,0)  (14,8-36,7) (35,4-46,6) (55,7-84,5) (37,3-52,3)
Omjer
0,72 0,63 0,89 0,83 0,84
VWEF:CB/ NP NP+
(0,66-0,80)  (0,42-0,82) (0,69-0,92) (0,76-0,86) (0,68-0,91)
VWF:Ag
HMWM 35,0- 55,4 33,5 NP3 57,4 56,8 66,5
(%) 58,5§ (52,2-60,5)  (14,2-50,4) (54,2-62,0) (54,5-62,9) (50,5-70,2)
19,3
IMWM 24,6 — 24,3 23,1 22,3 26,8
NP3 (16,5-28,9)
(%) 42,08 (16,3-29,4)  (14,5-32,4) (20,0-28,6) (21,8-29,0)
LMWM 11,8 - 19,1 444 NP3 18,8 15,1 17,3
(%) 23,68 (14,7-29,1)  (27,6-58,7) (16,6-22,0) (13,1-17,4) (12,4-19,3)

Rezultati su prikazani kao medijani s pripadajuc¢im interkvartilnim rasponima.

*Rezultati prikazani kao raspon dobivenih vrijednosti.

+ Zbog nemjerljivo niskih vrijednosti VWF:GPIbM, VWF:Ag, FVIII i VWF.CB, za ispitanike s tipom 3 VWB-a
omjere nije bilo moguce izracunati te nisu ukljuéeni u statisticku obradu.

1 Zbog nemjerljivo niskih vrijednosti VWF:Ag kod ispitanika s tipom 3 VWB-a multimerna analiza nije
opravdana te nije provedena.

§ Referentni intervali za udjele HMWM, IMWM i LMWM preuzeti su iz (91).

RI — referentni interval; PV — protrombinsko vrijeme; APTV — aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme;
PFA COL/EPI, PFA COL/ADP — kapacitet primarne hemostaze ispitan na uredaju PFA-200; VWF:GPIbM —
aktivnost von Willebrandova faktora koja se temelji na sposobnosti vezanja GPlb; VWF:CB — test sposobnosti
vezanja kolagena;, VWF: Ag — antigen von Willebrandova faktora; FVIII — faktor zgrusavanja VIII; HMWM —
visokomolekularni multimeri; IMWM — srednjemolekularni multimeri; LMWM — niskomolekularni multimeri;

NP — nije primijenjivo
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Statisti¢ki znacajna razlika izmedu skupina nije nadena za broj trombocita (P = 0,575)
I PV (P = 0,640). Statisticki znacajna razlika izmedu skupina, uz P < 0,001, utvrdena je za
APTV, VWF:GPIbM, VWF:Ag, VWF.CB i FVIIl (Slike 11A-11G), omjere VWF:
GPIbM/VWF:Ag (P < 0,001), VWF:CB/VWF:Ag (P = 0,022) i FVIII/VWF:Ag (P = 0,001)
(Slike 12A — 12C) te PFA-200 COL/EPI i PFA-200 COL/ADP (P < 0,001) (Slike 13A —
13B). Zbog uglavnom nemjerljivo niskih vrijednosti parametara koji ulaze u izracun omjera
ispitanici s tipom 3 VWB-a nisu ukljuceni u taj dio statisti¢ke obrade.

Ispitivanjem kapaciteta primarne hemostaze na uredaju PFA-200 dobiveni su
nemjerljivo produljena vremena nastanka ugruska za COL/EPI kod 5/19 ispitanika s tipom 1,
19/23 ispitanika s tipom 2, svih 6/6 ispitanika s tipom 3 VWB-a te kod 2/9 ispitanika
kategorizirana kao ,,niski VWF*. Za COL/ADP nemijerljivo produljeni rezultati dobiveni su
kod 5/19 ispitanika s tipom 1, 17/23 s tipom 2, svih 6/6 s tipom 3 VWB-a, jednog ispitanika iz
skupine ,,niskog VWF-a“ te jedne ispitanice s mutacijom u genu za FVIII. y?-kvadrat testom
dobivena je statisticki znacajna razlika u udjelu nemjerljivo produljenih rezultata PFA-200
COL/EPI i COL/ADP za ispitanike s tipom 2 i 3 VWB-a u odnosu na ostale skupine (P <
0,001).
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Slika 11. Usporedba rezultata izmedu skupina ispitanika za pretrage: (A) broj trombocita; (B)

protrombinsko vrijeme; (C) aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme; (D)

VWF:GPIbM; (E) VWF:Ag; (F) VWF:CB; (G) FVIII

Rezultati su prikazani kao medijani s pripadaju¢im interkvartilnim rasponima.

P-vrijednost dobivena je Kruskal-Wallisovim testom, P < 0,05 smatrao se statisti¢ki zna¢ajnim.
VWF:GPIbM - aktivnost von Willebrandova faktora koja se odnosi na sposobnost vezanja trombocitnog
glikoproteina Ib; VWF: Ag — antigen von Willebrandova faktora; VWF:CB - test vezanja kolagena; FVIII —

faktor zgru§avanja VIII
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Slika 12. Usporedba rezultata izmedu skupina ispitanika za omjere: (A)
VWEF:GPIbM/VWF:Ag; (B) VWF:CB/VWF:Ag; (C) FVIIIIVWF:Ag

Rezultati su prikazani kao medijani s pripadaju¢im interkvartilnim rasponima.

P-vrijednost dobivena je Kruskal-Wallisovim testom, P < 0,05 smatrao se statisti¢ki zna¢ajnim.
VWF:GPIbM - aktivnost von Willebrandova faktora koja se odnosi na sposobnost vezanja trombocitnog
glikoproteina Ib; VWF:Ag — antigen von Willebrandova faktora; VWF:CB — test vezanja kolagena; FVIII —

faktor zgrusavanja VIII
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Slika 13. Usporedba rezultata izmedu skupina ispitanika za: (A) PFA-200 COL/EPI i

(B) PFA-200 COL/ADP

Fviil

Rezultati su prikazani kao medijani s pripadaju¢im interkvartilnim rasponima.

P-vrijednost dobivena je Kruskal-Wallisovim testom, P < 0,05 smatrao se statisti¢ki zna¢ajnim.
PFA-200 COL/EPI, PFA-200 COL/ADP — kapacitet primarne hemostaze ispitan na uredaju PFA-200 pomocu

kolagena te trombocitnih agonista adrenalina i adenozin-difosfata
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Usporedbom udjela HMWM-a, IMWM-a i LMWM-a izmedu skupina statisticki znacajna
razlika utvrdena je za HMWM (P < 0,001) i LMWM (P < 0,001), ali ne i za IMWM (P =
0,701) (Slika 14). Zbog uglavnom nemjerljivo niskih razina VWF-a kod ispitanika s tipom 3

VWB-a analiza multimera nije provedena te oni nisu ukljuc¢eni u ovaj dio statisticke obrade.
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Udio niskomolekularnih multimera (%)
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Slika 14. Usporedba rezultata izmedu skupina ispitanika za udjele: (A) visokomolekularnih;

(B) srednjemolekularnih i (C) niskomolekularnih multimera

Rezultati su prikazani kao medijani s pripadaju¢im interkvartilnim rasponima.

P-vrijednost dobivena je Kruskal-Wallisovim testom, P < 0,05 smatrao se statisti¢ki zna¢ajnim.

Rezultati post-hoc analize u svrhu medusobne usporedbe rezultata za koagulacijske

pretrage za koje je utvrdena statisticki znacajna razlika prikazani su u Tablici 16.
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Tablica 16. Rezultati post-hoc analize za medusobnu usporedbu izmedu skupina, za koagulacijske pretrage za koje je utvrdena statisticki

znacajna razlika

. PFA-200 PFA-200 VWF:GPIbM/ VWEF:CB/ FVIIl/ Udio Udio
Skupina APTV VWEF:GPIbM VWEF:Ag VWF:CB FVIII
COL/EPI COL/ADP VWF:Ag VWF:Ag VWEF:Ag HMWM LMWM
Statisti¢ki znacajna razlika u rezultatima (P < 0,05) utvrdena za:
Tip 1 VWB .
2,3, Svim 2,3, BM,
) HA BM skupinama 2,3, BM 3, BM 3, BM HA 2 BM 2,BM,HA 2 2, BM
Tip 2 VWB . - . . . . .
1,3, Niski, BM, 1, Niski, BM, 3, Niski, Svim 1, Niski, BM, L Svim Svim
(2) BM HA HA 1,3, BM, HA 3,BM BM, HA skupinama HA Niski, BM 1, HA skupinama  skupinama
TIPSVWE L2 Niski,BM, 1 Niski, BM, Svim Svim Svim L2 Niski, o " " " "
(3) BM ' HA HA skupinama skupinama skupinama  BM
Niski VWF
(Niski) 3,BM 2,3 1,2,3,BM  3,BM 3, BM 2,3,BM 2HA3 BM. 5 Bm 2 BM, HA 2 2
Bez 23
mutacija Niski, 1,23 1,2,3 Niski oM Svim svim svim 2, Niski 1,2 L Niskd, 12
skupinama skupinama skupinama  skupinama HA
(BM) HA
Mutacije u
genu za 1, 2, Niski 1, 2, Niski
EVIII 1, BM 2,3 1,2,3 2,3, BM 3, BM 2,3, BM BM 2 / BM 2 2
(HA)

VWB — von Willebrandova bolest; HA — hemofilija A; BM — bez mutacija; PFA COL/EPI, PFA COL/ADP — kapacitet primarne hemostaze ispitan na uredaju PFA-200;
VWEF — von Willebrandov faktor; VWF:GPIbM: aktivnost von Willebrandova faktora koja se temelji na sposobnosti vezanja GPIb; VWF:CB - test vezanja kolagena; VWF:

Ag — antigen von Willebrandova faktora; FVIII — aktivnost faktora zgruSavanja VIII; HMWM - visokomolekularni multimeri; IMWM — niskomolekularni multimeri; NP — nije

primjenjivo
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5.5. Usporedba simptoma krvarenja i primjenjivane terapije

Simptomi krvarenja svrstani su u 14 kategorija, kao $to je definirano u
standardiziranom ISTH Upitniku o sklonostima krvarenja (92): epistaksa, krvarenja u kozu,
krvarenja iz manjih rana, krvarenja u usnu Supljinu, krvarenja iz probavnog sustava,
hematurija, krvarenja pri vadenju zuba, krvarenja pri kirurskim zahvatima, krvarenje u misic,
krvarenja u zglob, krvarenja u sredi$nji ziv€ani sustav te kategorija u koju su svrstana sva
ostala krvarenja. Dodatno, kod Zena reproduktivne dobi zabiljeZena je menoragija te, ako su
rodile, i obilno poslijeporodajno krvarenje.

Simptomi pojacanog krvarenja utvrdeni su u 76/83 (92 %) ispitanika, od kojih je vise
oblika krvarenja tijekom zivota imalo 52/83 (63 %) ispitanika. Tablica 17 prikazuje ucestalost
pojedinih simptoma krvarenja kod ispitanika ukljucenih u istraZivanje.

Od ukupnog broja ispitanika ukljucenih u istrazivanje, 49 ispitanika primalo je neki
oblik terapije povezan s krvarenjima (P = 0,021). Kod svih bolesnika terapija se primjenjivala
prema potrebi izuzev jedne bolesnice s tipom 3 VWB-a koja je na kontinuiranoj nadomjesnoj
terapiji pripravkom koji sadrzava VWF i FVIII (Wilate). Iskljucivo traneksami¢nu Kiselinu po
potrebi je primalo sedam ispitanika, kod 17 je ispitanika tijekom Zivota primijenjena
traneksamicna kiselina i nadomjesna terapija pripravcima VWEF/FVIII, dok je za 14 ispitanika
primijenjena iskljuivo nadomjesna terapija pripravcima VWF/FVIIL Transfuzija krvi kao 1
krioprecipitat primijenjeni su kod cetiri ispitanika. Pripravke Zeljeza zbog sideropenije
uzimalo je 14 ispitanika, pri ¢emu je statisticki veci broj zena (11/14) od muskaraca (3/14), P
= 0,003. Devet ispitanika ovog istrazivanja podvrgnuto je DDAVP testu, a kod 7/9 utvrden je
dobar odgovor. Tablica 18 prikazuje ucestalost primjene pojedinih terapijskih pripravaka i

nacina lijeCenja.
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Tablica 17. Ucestalost simptoma krvarenja kod ispitanika ukljucenih u istrazivanje

Simptom krvarenja Broj ispitanika (%)
Epistakse 35 (42)
Krvarenje u kozu (modrice, petehije, hematomi) 34 (41)
Menoragija 29 (60)*
Produljeno krvarenje iz rana i nakon manjih ozljeda 16 (19)
Produljeno krvarenje nakon vadenja zuba 14 (17)
Produljeno krvarenje nakon kirurS§kog zahvata 13 (16)
Krvarenje u zglob 10 (12)
Krvarenje u probavni sustav 8 (10)
Krvarenje u usnu supljinu 7(8)
Hematurija 2(2)
Poslijeporodajno krvarenje 2 (17)**
Krvarenje u srediSnji ziv€ani sustav 2(2)
Krvarenje u misi¢ 1(1)
Ostalo 6 (7)

e subkonjuktivalno krvarenje 2/6

e krvarenje u sinuse 1/6

e postkoitalno krvarenje 1/6

e krvarenje u malu zdjelicu 1/6

e Kkrvarenje iz tonzila 1/6

*udio zenskih ispitanica kod kojih je zabiljezena menoragija u ukupnom broju od 48 ispitanica koje su imale
menstrualna krvarenja
**udio zenskih ispitanica s obilnim poslijeporodajnim krvarenjem u ukupnom broju od 12 ispitanica koje su

rodile
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Tablica 18. Primjenjivani terapijski pripravci i nacini lijeCenja kod ispitanika ukljucenih u

istrazivanje

Terapijski pristup

Broj ispitanika (%)

Nadomjesna terapija
e pripravci VWF/FVIII (Wilate, Immunate) 31 (37)
e pripravci FVIII (Haemate P) 2(2)
Antifibrinolitici
e traneksamicna kiselina (Cyklokapron, Exacyl) 24 (29)
Ostalo
e pripravci zeljeza 14 (17)
 hormonska nadomjesna terapija 6 (13)*
e transfuzije eritrocita 5(6)
e krioprecipitat 4(5)

*udio zenskih ispitanica kojima je menoragija regulirana hormonskom nadomjesnom terapijom u ukupnom broju

od 48 ispitanica koje su imale menstrualna krvarenja
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Simptomi krvarenja dodatno su podijeljeni u tri skupine po tezini, kako je prikazano u Tablici
19.

Tablica 19. Podjela simptoma krvarenja po teZini

TeZina simptoma krvarenja Ukljucene vrste krvarenja
Epistaksa
Blagi simptomi krvarenja Krvarenje u kozu (modrice, petehije, hematomi)

Produljeno krvarenje iz rana i nakon manjih ozljeda

Krvarenje u usnu Supljinu

Krvarenje u probavni sustav
Hematurija
. o ) ] Krvarenje nakon kirur§kih zahvata
Umjereni simptomi Krvarenja , .
Krvarenje nakon vadenja zuba
Menoragija

Poslijeporodajno krvarenje

Krvarenje u misic¢
Teski simptomi krvarenja .
Krvarenje u zglobove

Krvarenje u srediSnji zZiv€ani sustav

Nema statisticki znacajne razlike u tezini simptoma krvarenja ovisno o prisutnosti mutacija u

genu za VWF (P = 0,343), kao §to je prikazano na Slici 15.
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Usporedba teiZine simptoma krvarenja
izmedu ispitanika sa i bez mutacija u genu za VWF

30
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Blagi Umijereni Teski
simptomi simptomi simptomi
krvarenja krvarenja krvarenja
M Ispitanici s mutacijama u
genu za VWF 12 28 8
| Ispitanici bez mutacija u
genu za VWF 12 3 >

Slika 15. Usporedba tezine simptoma krvarenja izmedu ispitanika S mutacijama i bez njih u

genu za von Willebrandov faktor

P — vrijednost dobivena je xz-testom, P < 0,05 smatrao se statisti¢ki znacajnim.

Traneksamiéna kiselina po potrebi je primjenjivana kod statisticki veceg broja

ispitanika s mutacijama u genu za VWF (P=0,021) u odnosu na one bez mutacija, kako je

prikazano na Slici 16, kao i nadomjesna terapija pripravcima VWF i FVIII (P = 0,009) (Slika

17).

Usporedba primjene traneksamicne kiseline
izmedu ispitanika sa i bez mutacija u genu za VWF

35
P=0,021
30
g 25
=
£ 20
o
w
= 15
g
< 10
5
Ispitanici s mutacijama u Ispitanici bez mutacija u
genu za VWF genu za VWF
® Primijenjena 19 4
® Nije primijenjena 29 26

Slika 16. Usporedba primjene traneksami¢ne kiseline izmedu ispitanika s mutacijama i bez

njih u genu za von Willebrandov faktor

P- vrijednost dobivena je Fisherovim egzaktnim testom, P < 0,05 smatrao se statisti¢ki znadajnim.
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Usporedba primjene nadomjesne terapije pripravcima VWF i FVIII
izmedu ispitanika sa i bez mutacija u genu za VWF

30 P = 0,009
25
S
T 20
£
g 15
&
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5
0 — - — ”
Ispitanici s mutacijama u Ispitanici bez mutacija u
genu za VWF genu za VWF
B Primijenjena 24 6
m Nije primijenjena 24 24

Slika 17. Usporedba primjene nadomjesne terapije pripravcima von Willebrandova faktora i

faktora zgrusavanja VIII izmedu ispitanika s mutacijama i bez njih u genu za von

Willebrandov faktor

P — vrijednost dobivena Fisherovim egzaktnim testom, P < 0,05 smatrao se statisti¢ki znagajnim.

Usporedbom simptoma krvarenja izmedu skupina ispitanika prema konacnoj

Klasifikaciji ustanovljena je statisticki znacajna razlika u pojavnosti blagih (P = 0,017) i teskih

simptoma krvarenja (P < 0,001), dok za umjerene simptome krvarenja nije utvrdena statisticki

znacajna razlika (P = 0,190), kako je prikazano u Tablici 20.
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Tablica 20. Usporedba pojavnosti simptoma krvarenja prema skupinama ispitanika

Blagi simptomi krvarenja

DA 13 9 6 8 16

0,017*
NE 6 14 0 1 5
Umjereni simptomi krvarenja
DA 12 16 5 5 8

0,190

NE 7 7 1 4 13
Teski simptomi krvarenja
DA 0 3 5 2 3

<0,001*
NE 19 20 1 7 18

VWB - von Willebrandova bolest; VWF — von Willebrandov faktor; HA — hemofilija A

*statisticki zna¢ajna razlika dobivena y2-testom, P < 0,05 smatrao se statisti¢ki zna¢ajnim

Usporedbom primjene traneksamic¢ne kiseline medu skupinama ispitanika ovisno o kona¢noj
klasifikaciji nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika (P = 0,238), dok je statisti¢ki znacajna
razlika dobivena za primjenu nadomjesne terapije pripravcima VWF i FVIII (P = 0,002)
(Tablica 21).

Tablica 21. Usporedba primjene trancksami¢ne kiseline i nadomjesne terapije prema

skupinama ispitanika

Traneksamicna kiselina

DA 7 10 2 1 3
0,238
NE 12 13 4 8 18
Nadomjesna terapija pripravcima VWF i FVIII
DA 5 13 6 2 4
0,002*
NE 14 10 0 7 17

VWB - von Willebrandova bolest; VWF — von Willebrandov faktor; HA — hemofilija A

*statisticki znacajna razlika dobivena y>-testom, P < 0,05 smatrao se statisti¢ki zna¢ajnim
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5.6. Rezultati koagulacijskih pretraga i geneti¢ke analize kod bolesnika s tipom 1

von Willebrandove bolesti

Na temelju rezultata koagulacijskih pretraga i geneticke analize dijagnoza tipa 1
VWB-a postavljena je za 19 ispitanika koji pripadaju 17 obitelji. Mutacije pogreSnog smisla
nadene su kod 10 ispitanika, besmislene mutacije kod pet ispitanika, a greske prekrajanja
unutar introna i delecije kod po dva ispitanika. Utvrdeno je ukupno 15 razli¢itih mutacija u
genu za VWEF, od kojih su osam novootkrivene. Svi su ispitanici heterozigoti za mutacije u
genu za VWEF.

Raspodjela mutacija unutar gena za VWF kod bolesnika s tipom 1 VWB-a koje su
dokazane tehnologijom NGS prikazana je na Slici 18. Dodatno je u jednom slucaju nadena

delecija egzona 1 do 6 metodom MLPA.

5
4(5)
4
3(5)
3
2(3)
2
1(1) 1(1) 1(1) 1(1) 1(1)
| . “ ._l
0
Egzon 13 Egzon 17 Egzon 22 Egzon 27 Egzon 28 Egzon 37 Intron 37 Intron 45

Slika 18. Raspodjela mutacija unutar gena za VWF kod bolesnika s tipom 1 von
Willebrandove bolesti koje su dokazane tehnologijom NGS-a

Prikazan je broj razli¢itih mutacija unutar pojedine regije gena za VWF, a u zagradi broj ispitanika s mutacijama

u pripadajucoj regiji.

Rezultati usmjerenih koagulacijskih pretraga i geneti¢ke analize prikazani su u Tablici
21. Raspodjela multimera bila je uredna kod svih ispitanika iz ove skupine, a elferogrami su
prikazani na Slikama 19 i 20.
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Tablica 21. Rezultati usmjerenih koagulacijskih pretraga i geneticke analize kod bolesnika s tipom 1 von Willebrandove bolesti

Koagulacijske pretrage

Geneti¢ka analiza

Ispitanik . . Omijer Omijer . Omjer
VWF('OE;DIbM VVX,/F')AQ VWF:GPIbM/ F(\(;I)“ FVII/ VV{;')CB VWEF:CB/
0 0 VWF:Ag k VWF:Ag Y VWF:Ag Regija Zamjena Promjena Domena Vrsta
gena za nukleotida aminokiseline VWEF-a mutacije
RI 50-187 50-160 NP 50-149 NP 40-250 NP VWE
Pedijatrijski ispitanici
Egzon .
VWB1-1 38,6 36,0 1,07 80 2,22 34,1 0,95 c.1496 A>C* p.GIn499Pro D2 Mutacija
13 pogresnog smisla
Egzon .
VWB1-2 56,5 63,9 0,88 85 1,33 46,2 0,72 c4471A>G*  p.Lys1491Glu A2 Mutacija
28 pogresnog smisla
Egzon .
VWB1-3 7.8 9,7 0,80 34 3,50 7.8 0,80 c.4975C>T  p.Argl659Ter A2 Besmislena
28 mutacija
Egzon .
VWB1-4 18,3 233 0,79 84 3,61 16,8 0,72 €.6596G>A*  p.Cys2199Tyr D4 Mutacija
37 pogresnog smisla
Egzoni Mutacija
VWB1-5 23,6 24,7 0,96 54 2,19 24,2 0,98 L6+ NP NP D1 pomaka okvira
Citanja (delecija)
Odrasli ispitanici
VWB1-6 15,6 195 0,80 72 3,69 14,0 0,72 Egzon13  c.1496A>C*  p.GIn499Pro D2 Mutacija
pogre$nog smisla
VWB1-7 60,8 62,8 0,97 71 1,13 41,9 0,67 Egzon13  ¢.1531A>C*  p.Lys511GIn D2 Mutacija
pogresnog smisla
€.2269_2270  p.Leu757Valfs Mutacija
VWB1-8 413 67,8 0,61 72 1,06 50,5 0,74 Egzon 17 delCT Terza D2 pomaka okvira
Citanja (delecija)
Mutacija
VWB1-9 46,0 60,6 0,76 45 0,74 35,3 0,58 Egzon 22 c.2878C>T p.Arg960Trp D3 pogresnog
smisla
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Tablica 21. (nastavak) Rezultati usmjerenih koagulacijskih pretraga i geneticke analize kod bolesnika s tipom 1 von Willebrandove bolesti

Koagulacijske pretrage

Geneti¢ka analiza

Ispitanik i . Omijer Omijer : Omijer
VWF('O(/;;IbM va;jAg VWEF:GPIbM/ F(\(Q)” FVII/ VVEIOE')CB VWEF:CB/
i ° VWEF:Ag 5 VWF:Ag 0 VWF:Ag Regija Zamjena Promjena Domena Vrsta
gena za nukleotida aminokiseline VWEF-a mutacije
RI 50-187 50-160 NP 50-149 NP 40-250 NP VWE
Odrasli ispitanici
Egzon . Mutacija
VWB1-10 17,2 18,0 0,96 22 1,22 142 0,79 ”7 c.3614G>A p.Arg1205His D3 pogresnog
smisla
Egzon .
VWB1-11 53,3 56,5 0,94 70 1,24 46,6 0,82 J c.4696C>T  p.Argl566Ter A2 Besmislena
28 mutacija
Egzon Mutacija
VWB1-12 83,7 92,3 0,91 32 0,35 64,7 0,70 28 Cc.4751A>G p.Tyrl584Cys A2 pogresnog
smisla
Egzon .
VWB1-13 434 55,4 0,78 92 1,66 42,0 0,76 g c.4975C>T  p.Argl659Ter A2 Besmislena
28 mutacija
Egzon . Mutacija
VWB1-14 58,8 78,1 0,75 89 1,14 62,9 0,81 - C.6479A>G*  p.Tyr2160Cys D4 pogrednog
smisla
VWB1-15 50 77,7 0,64 180 2,32 32,3 0,42 Egzon .
C.6504C>A*  p.Cys2168Ter D4 Besmislena
VWB1-16 36,6 48,5 0,75 104 2,14 324 0,67 37 mutacija
Egzon . Mutacija
VWB1-17 28,7 27,2 1,06 43 1,58 18,0 0,66 37 €.6596G>A p.Cys2199Tyr D4 pogresnog
smisla
Intron €.6599 “
VWB1-18 39,7 51,5 0,77 74 1,44 28,1 0,55 NP NP Greska
37 -2A>G* prekrajanja
Intron c.7729 <
VWB1-19 65,8 65,3 1,01 81 1,24 453 0,69 NP NP Greska
45 +7C>T prekrajanja

*novootkrivene mutacije u genu za VWF

VWBI1-1iVWB1-6, VWB-4 i VWB-17 te VWB-15 i VWB-16 u krvnom su srodstvu.
RI — referentni interval; VWB — von Willebrandova bolest; VWF — von Willebrandov faktor; VWF:GPIbM — aktivnost von Willebrandova faktora koja se temelji na

sposobnosti vezanja GPIb; VWF:CB: test vezanja kolagena; VWF: Ag — antigen von Willebrandova faktora; FV111 — faktor zgrusavanja VIII

95



VWB1-1 (c.1496 A>C, p.GIn499Pro) VWB1-2 (c.4471A>G, p.Lys1491Glu)

LMWM =19,1 % LMWM =153 %
IMWM =16,2 % IMWM = 29,0 %
HMWM = 64,7 % HMWM = 55,7 %

LMWM IMWM HMWM

LMWM IMWM HMWM

VWB1-3 (c.4975C>T, p.Argl659Ter) VWB1-4 (c.6596G>A, p.Cys2199Tyr)
LMWM =51,4 % LMWM = 29,8 %
IMWM =9,0 % IMWM = 22,6 %
HMWM = 39,6 % HMWM = 47,6 %

T

MWM L imwm T HMwm ! MWM  'IMWM | HMWM '

VWABJ1-5 (heterozigotna delecija egzona 1-6)
LMWM = 29,8 %
IMWM = 8,8 %

HMWM =61,4 %

e

|
LMWM IMWM HMWM

Slika 19. Elferogrami raspodjele multimera kod pedijatrijskih ispitanika s tipom 1 von
Willebrandove bolesti

Ruzicasta linija oznacava profil multimera u uzorku ispitanika, a crna u uzorku normalne plazme.

LMWM — niskomolekularni multimeri; IMWM — srednjemolekularni multimeri; HMWM — visokomolekularni multimeri
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VWB1-6 (c.1496A>C, p.GIn499Pro) VWB1-7 (c.1531A>C, p.Lys511GlIn)
LMWM = 38,0 % LMWM =21,8 %

IMWM =6,2 % IMWM = 24,4 %
HMWM = 55,8 % HMWM = 53,8 %

A

| | [
LMWM IMWM HMWM LMWM IMWM HMWM
VWB1-8 (c.2269 2270delCT, p.Leu757ValfsTer22) VWB1-9 (¢.2878C>T, p.Arg960Trp)
LMWM =19,9 % LMWM =14,1 %
IMWM =31,2 % IMWM = 16,4 %

HMWM = 48,9 %

HMWM = 69,5 %

Y\

' | |
LMWM IMWM HMWM LMWM IMWM HMWM
VWB1-10 (c.3614G>A, p.Arg1205His) VWB1-11 (c.4696C>T, p.Arg1566Ter)
LMWM = 26,9 % LMWM = 10,9 %
IMWM = 21,1 %

IMWM = 23,3 %
HMWM = 65,8 %

HMWM =52,0 %

AN

LMWM ! IMWM I HMWM ] ! LMWM ! IMWM ! HMWM !
VWB1-12 (c.4751A>G, p.Tyr1584Cys) VWB1-13 (c.4975C>T, p.Arg1659Ter)
LMWM = 11,4 %

LMWM =14,5%
IMWM = 30,3 %
HMWM = 55,2 %

IMWM = 32,1 %
HMWM = 56,5 %

N

| | | |
LMWM IMWM HMWM LMWM IMWM HMWM

Slika 20. Elferogrami raspodjele multimera kod odraslih ispitanika s tipom 1 von
Willebrandove bolesti

Ruzicasta linija oznacava profil multimera u uzorku ispitanika, a crna u uzorku normalne plazme.

LMWM — niskomolekularni multimeri; IMWM — srednjemolekularni multimeri; HMWM — visokomolekularni multimeri
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VWB1-14 (¢.6479A>G, p.Tyr2160Cys)
LMWM =17,9 %
IMWM =243 %

HMWM = 57,8 %

VWB1-15 (c.6504C>A, p.Cys2168Ter)
LMWM = 17,6 %
IMWM =295 %

HMWM =529 %

[ LMWM |IMWI\/I ! HMWM ! LMWM IMWM ! HMWM
VWB1-16 (c.6504C>A, p.Cys2168Ter) VWB1-17 (c.6596G>A, p.Cys2199Tyr)
LMWM =9,5% LMWM = 38,2 %

IMWM = 25,4 %

IMWM = 14,0 %

HMWM = 65,1 % HMWM =478 %

pof S

LMWM IMWM HMWM [

A\

LMWM IMWM ' HMWM
VWB1-18 (c.6599-2A>G) VWB1-19 (c.7729+7C>T)
LMWM = 17,0 % LMWM =19,3 %
IMWM = 29,7 % IMWM = 25,3 %

HMWM = 53,3 % HMWM =554 %

AN

=

| LMWM IMWM HMWM T
LMWM IMWM HMWM

Slika 20. (nastavak) Elferogrami raspodjele multimera kod odraslih ispitanika s tipom 1 von
Willebrandove bolesti

Ruzicasta linija oznacava profil multimera u uzorku ispitanika, a crna u uzorku normalne plazme.

LMWM — niskomolekularni multimeri; IMWM — srednjemolekularni multimeri; HMWM — visokomolekularni multimeri
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Kod ispitanika VWB1-5 nadena je tehnologijom MLPA jedna kopija gena za VWF u

podrucju od egzona 1 do egzona 6, $to upucuje na to da se radi o heterozigotnoj deleciji. Slika
21 prikazuje rezultate MLPA analize.
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Slika 21. Rezultati MLPA analize za ispitanika VWB1-5 kod kojeg je kompletom sondi

SALSA MLPA P011 VWF (A) dokazana jedna kopija gena u podrucju egzona 2, 5 i 6 gena
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za VWF, a kompletom sondi SALSA MLPA P012 VWF (B) jedna kopija gena u podrucju

egzona 1, 3i 4 genaza VWF



5.7.  Rezultati koagulacijskih pretraga i geneti¢ke analize kod bolesnika s tipom 2

von Willebrandove bolesti

Analizom rezultata koagulacijskih pretraga i geneticke analize dijagnoza tipa 2 VWB-
a postavljena je za 23 ispitanika koji pripadaju 12 obitelji. Za 15 ispitanika postavljena je
dijagnoza 2A, za sedam tipa 2B, a za jednu ispitanicu tipa 2N VWB-a.

Unutar ove skupine ukupno je nadeno 16 razli¢itih mutacija, a raspodjela unutar gena
za VWF prikazana je na Slici 22. Kod svih ispitanika iz ove skupine radilo se 0 mutacijama
pogresnog smisla, sve su se pojavile u heterozigotnom obliku, pri ¢emu je kod cetvero
ispitanika  (VWB2-1, VWB2-12, VWB2-13, VWB2-19) utvrden genotip slozenih
heterozigota. Dvije su mutacije novootkrivene, a radi se o razli¢itim supstitucijama nukleotida

na istom mjestu unutar gena (c.3829G>T i ¢.3829G>C).

16
14(22)
14
12

10

2 1(1) 1(1)

Egzon 17 Egzon 20 Egzon 28

Slika 22. Raspodjela mutacija unutar gena za VWF kod bolesnika s tipom 2 von
Willebrandove bolesti

Prikazan je broj razli¢itih mutacija unutar pojedine regije gena za VWF, a u zagradi broj ispitanika s mutacijama

u pripadajucoj regiji.

U Tablici 22 prikazani su rezultati koagulacijskih pretraga i geneticke analize za
bolesnike s tipom 2 VWB-a, dok Slika 23 prikazuje rezultate analize multimera za

pedijatrijske, a Slika 24 za odrasle ispitanike.
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Tablica 22. Rezultati usmjerenih koagulacijskih pretraga i geneticke analize kod bolesnika s tipom 2 von Willebrandove bolesti

Koagulacijske pretrage

Geneti¢ka analiza

Ispitanik _ _ Omjer Omjer . Omjer
VWF('O/GO;DIbM VVXJBAQ VWEF:GPIbM/ F(\O/A:)” FVII/ VV\(/(;]')CB VWEF:CB/
VWEF:Ag VWF:Ag VWEF:Ag Eazon Zamjena Promjena Domena Vrsta Podtip
g nukleotida aminokiseline VWEF-a mutacije VWB-a
RI 50-187 50-160 NP 50-149 NP 40-250 NP
Pedijatrijski ispitanici
Mutacija
28 c.3797C>T  p.Prol266Leu Al pogreinog
VWB2-1 75,7 735 1,03 93 1,27 59,0 0,80 smisla 2B
Mutacija
28 c.3835G>A  p.Val1279lle Al pogreinog
smisla
VWB2-2 16,3 22,4 0,73 55 2,46 19,3 0,86 28 2A
Mutacija
VWB2-3 7,2 12,4 0,58 38 3,06 12,6 1,02 28 c3829G>T*  p.Aspl277Tyr Al pogresnog 2A
smisla
VWB2-4 8,6 21,1 0,41 44 2,09 20,6 0,98 28 2A
. ) Mutacija
VWB2-5 9,3 19,2 0,48 46 2,40 18,0 0,94 28 ©.3829G>C*  p.Aspl277His Al pogresnog 2A
smisla
) Mutacija
VWB2-6 47,0 59,1 0,80 78 1,32 36,8 0,62 28 €.3923G>A p.Arg1308His Al pogresnog 2A
smisla
VWB2-7 16,1 57,8 0,28 61 1,06 36,4 0,63 28 B 2B
Mutacija
€.3946G>A  p.Vall316Met Al pogresnog
VWB2-8 8,0 428 0,19 24 0,56 14,4 0,34 28 smisla 5
Mutacija
VWB2-9 <40 19,8 NP 25 1,26 8,5 0,43 28 c4517C>T  p.Serl506Leu A2 pogreinog 2A
smisla
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Tablica 22. (nastavak) Rezultati usmjerenih koagulacijskih pretraga i geneticke analize kod bolesnika s tipom 2 von Willebrandove bolesti

Koagulacijske pretrage Geneticka analiza
Ispitanik Omjer Omjer Omjer
VWF.OGPIbM VWEF:Ag VWE:GPIbM/ FVIII FVIII VWEF:CB VWE:CB/
(%) (%) : (%) : (%) .
VWF:Ag VWF:Ag VWF:Ag
Eazon Zamjena Promjena Domena Vrsta Podtip
RI 50 - 187 50 - 160 NP 50 - 149 NP 40 - 250 NP g nukleotida aminoksieline VWF-a mutacije VWB-a
Pedijatrijski ispitanici
Mutacija
VWB2-10 13,4 59,0 0,23 89 1,51 20,2 0,34 28 C.4645G>A p.Glu1549Lys A2 pogresnog 2A
smisla
Mutacija
VWB2-11 25,7 47,7 0,54 64 1,34 39,2 0,82 28 c.4717G>A p.Gly1573Ser A2 pogresnog 2A
smisla
Odrasli ispitanici
Mutacija
17 €.2278C>T p.Arg760Cys D2 pogresnog
VWB2-12 57,9 53,6 1,08 66 1,23 58,1 1,08 Sm'5|§
. Mutacija 2N
20 C.2561G>A p.Arg854Glin D pogresnog
smisla
Mutacija
28 c.3797C>T p.Pro1266Leu Al pogreinog
VWB2-13 126,4 102,5 1,23 92 0,90 79,3 0,77 smisla
Mutacija 2B
28 €.3835G>A p.Val1279lle Al pogresnog
smisla
VWB2-14 10,9 17,2 0,63 21 1,22 10,1 0,59 . 2A
Mutacija
28 €.3829G>T* p.Aspl277Tyr Al pogresnog
VWB2-15 15,3 30,3 0,50 41 1,35 22,4 0,74 smisla 2A
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Tablica 22. (nastavak) Rezultati usmjerenih koagulacijskih pretraga i geneticke analize kod bolesnika s tipom 2 von Willebrandove bolesti

Koagulacijske pretrage

Geneti¢ka analiza

Ispitanik Omijer Omijer Omijer
VWF:.GPIbM  VWF:Ag VWE:GPIbM/ FVIII FVILLY VWF:CB VWE-CB/
(%) (%) . (%) . (%) .
VWF:Ag VWF:Ag VWF:Ag
Eazon Zamjena Promjena Domena Vrsta Podtip
RI 50-187 50-160 NP 50-149 NP 40-250 NP g nukleotida aminokiseline VWEF-a mutacije VWB-a
Odrasli ispitanici
VWB2-16 21,8 63,6 0,34 32 0,50 34,4 0,54 Mutacija 2B
28 €.3946G>A p.Vall316Met Al pogresnog
VWB2-17 16,0 54,6 0,29 30 0,55 27,8 0,51 smisla 2B
Mutacija
VWB2-18 39,8 66,8 0,60 48 0,72 42,5 0,64 28 c.4010C>T p.Prol337Leu Al pogresnog 2B
smisla
28 c.4027A>G p.lle1343Val Al Mutacije
VWB2-19 10,7 32,1 0,33 61 1,90 23,7 0,74 pogresnog 2A
28 €.4133C>T p.Ser1378Phe Al smisla
. Mutacija
VWB2-20 7,7 41,9 0,18 24 0,57 15,8 0,38 28 c.4121G>A p.Arg1374His Al pogresnog 2A
smisla
Mutacija
VWB2-21 <4,0 13,5 NP 10 0,74 3,7 0,27 28 c.4517C>T p.Ser1506Leu A2 pogresnog 2A
smisla
Mutacija
VWB2-22 5,6 51,6 0,11 39 0,76 13,3 0,26 28 c.4645G>A p.Glu1549Lys A2 pogresnog 2A
smisla
Mutacija
VWB2-23 11,4 51,0 0,22 34 0,67 20,9 0,41 28 c.4825G>A p.Gly1609Arg A2 pogresnog 2A
smisla

*novootkrivene mutacije u genu za von Willebrandov faktor; VWB2-2, VWB2-3, VWB2-4, VWB2-14 i VWB2-15; VWB2-1 i VWB2-13; VWB2-7, VWB2-8, VWB2-16 i

VWB2-17; VWB2-9 i VWB2-21 te VWB2-10 i VWB2-22 u krvnom su srodstvu.

VWB - von Willebrandova bolest; VWF — von Willebrandov faktor; VWF:GPIbM — aktivnost von Willebrandova faktora koja se temelji na sposobnosti

vezanja GPIb; VWF:CB - test vezanja kolagena; VWF: Ag — antigen von Willebrandova faktora; FVIII — faktor zgrusavanja VIII
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VWB2-1 (c.3797C>T, p.Pro1266Leu)
(c.3835G>A, p.Val1279lle)
LMWM =18,1 %
IMWM = 25,7 %
HMWM =56,2 %

tMWM  imwM | HMWM T

VWB2-3 (€.3829G>T, p.Aspl277Tyr)
LMWM = 33,7 %

IMWM = 15,0 % |
HMWM =513 %

MLMWM

VWB2-5 (¢.3829G>C, p.Asp1277His)
LMWM = 44,9 %
IMWM =214 % |
HMWM =33,7% |

W

! IMWM

[
LMWM IMWM HMWM

VWB2-7 (c.3946G>A, p.Vall1316Met)
LMWM = 45,8 %

IMWM = 43,7 %
HMWM = 10,5 % |

| |
LMWM IMWM HMWM

VWB2-2 (c.3829G>T, p.Aspl277Tyr)

LMWM = 27,3 %
IMWM =251 %
HMWM = 47,6 %

tMwM | imwm | HMWM

VWB2-4 (c.3829G>T, p.Asp1277Tyr)
LMWM = 41,4 %
IMWM = 25,0 %
HMWM =33,6 % |

|
LMWM IMWM

VWB2-6 (€.3923G>A, p.Arg1308His)

LMWM = 13,9 %
IMWM =212 %
HMWM = 64,9 %

|
LMWM IMWM HMWM

VWB2-8 (c.3946G>A, p.Val1316Met)
LMWM = 72,8 %
IMWM = 13,1 % |
HMWM = 14,1 % |

| [
LMWM IMWM HMWM

Slika 23. Elferogrami raspodjele multimera kod pedijatrijskih ispitanika s tipom 2 von

Willebrandove bolesti

RuziCasta linija oznacava profil multimera u uzorku ispitanika, a crna u uzorku normalne plazme.

LMWM — niskomolekularni multimeri; IMWM — srednjemolekularni multimeri; HMWM — visokomolekularni multimeri
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VWB2-10 (c.4645G>A, p.Glu1549Lys)
LMWM = 82,6 %
IMWM =83 % |

A '\HMWM =91%]

VWB2-9 (c.4517C>T, p.Ser1506Leu)

LMWM = 71,3 %
IMWM =96 % |
HMWM = 19,1 % |

LMWM IMWM HMWM LMWM IMWM HMWM

VWB2-11 (c.4717G>A, p.Gly1573Ser)
LMWM = 28,6 %
IMWM = 37,1 %
HMWM =343 % |

|
LMWM IMWM HMWM

Slika 23. (nastavak) Elferogrami raspodjele multimera kod pedijatrijskih ispitanika s tipom 2

von Willebrandove bolesti

Ruzicasta linija oznacava profil multimera u uzorku ispitanika, a crna u uzorku normalne plazme.

LMWM — niskomolekularni multimeri; IMWM — srednjemolekularni multimeri; HMWM — visokomolekularni multimeri
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VWB2-12 (¢.2278C>T, p.Arg760Cys)
(c.2561G>A, p.Arg854GIn)

LMWM =12,6 %

IMWM =21,0%

HMWM = 66,4 %

A\

LMWM IMWM HMWM

VWB2-14 (¢.3829G>T, p.Aspl1277Tyr)

LMWM = 58,0 %
IMWM =143 % |
HMWM =277 % |

[
LMWM IMWM l HMWM

VWB2-16 (¢.3946G>A, p.Val1316Met)
LMWM = 48,7 %

IMWM = 36,8 %

HMWM = 14,5 % |

| | T

| |
LMWM IMWM HMWM

VWB2-18 (c.4010C>T, p.Pro1337L eu)
LMWM =37,1%

IMWM =417 %

HMWM =212% |

[
LMWM IMWM LIMWM

VWB2-13 (¢.3797C>T, p.Pro1266Leu)
(c.3835G>A, p.Vall1279lle)
LMWM = 14,8 %
IMWM = 32,9 %
HMWM =523 %

| |
LMWM IMWM HMWM

VWB2-15 (c.3829G>T, p.Asp1277Tyr)
LMWM = 35,8 %
IMWM = 30,7 %
HMWM =33,5% |

LMWM IMWM HMWM

VWB2-17 (c.3946G>A, p.Val1316Met)
LMWM = 58,9 %
IMWM = 30,6 %
HMWM = 10,5 % |
."n\,

LMWM

IMWM

VWB2-19 (c.4027A>G, p.lle1343Val)

(c.4133C>T, p.Ser1378Phe)
LMWM =222 %
IMWM =23,1%
HMWM = 54,7%

[

LMWM Il\/IWM ! HMWM T

Slika 24. Elferogrami raspodjele multimera kod odraslih ispitanika s tipom 2 von
Willebrandove bolesti

Ruzi¢asta linija oznacava profil multimera u uzorku ispitanika, a crna u uzorku normalne plazme.

LMWM — niskomolekularni multimeri; IMWM — srednjemolekularni multimeri; HMWM — visokomolekularni multimeri
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VWB2-20 (c.4121G>A, p.Argl374His) VWB2-21 (c.4517C>T, p.Ser1506Leu)

LMWM = 44,4 % LMWM = 71,0 %
IMWM = 21,2 % IMWM =9,7 % |
HMWM = 19,3 % |

HMWM = 34,4 %

AT

! LMWM ! IMWM ! HMWM
VWB2-22 (¢.4645G>A, p.Glul549Lys) VWB2-23 (¢.4825G>A, p.Gly1609Arg)
LMWM = 80,9 % LMWM = 50,8 %
IMWM =8,9% | IMWM = 36,5 %

HMWM=10,2% | HMWM =127% |

LMWM |IMWM ! HMWM LMWM IMWM HMWM

Slika 24. (nastavak) Elferogrami raspodjele multimera kod odraslih ispitanika s tipom 2 von
Willebrandove bolesti

Ruzicasta linija oznacava profil multimera u uzorku ispitanika, a crna u uzorku normalne plazme.

LMWM — niskomolekularni multimeri; IMWM — srednjemolekularni multimeri; HMWM — visokomolekularni multimeri
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5.8.  Rezultati koagulacijskih pretraga i geneti¢ke analize kod bolesnika s tipom 3

von Willebrandove bolesti

Tablica 23 prikazuje rezultate usmjerenih koagulacijskih pretraga i geneticke analize za Sest

odraslih ispitanika kojima je dijagnosticiran tip 3 VWB-a. Ispitanici pripadaju pet obitelji.

Ukupno je utvrdeno Sest razli¢itih mutacija u genu za VWF, od kojih su tri novootkrivene.
Delecija ¢.2435delC (p.Pro812ArgfsTer31l) nadena je u homozigotnom obliku kod dvoje
ispitanika koji nisu u krvnom srodstvu. Od troje ispitanika koji su sloZeni heterozigoti, dvoje

su iz iste obitelji (VWB3-4, VWB3-5).
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Tablica 23. Rezultati usmjerenih koagulacijskih pretraga i geneticke analize kod bolesnika s tipom 3 von Willebrandove bolesti

Koagulacijske pretrage

Geneti¢ka analiza

Ispitanik "\ \E:GPIDM VWF:Ag FVI VWECB
Zamijena Promjena Domena Vrsta
(%) (%) %) (%) Egzon el TOMIENE : Genotip
nukleotida aminokiseline VWEF-a mutacije
RI 50-187 50-160 50-149 40-250
VWB3-1 7,7 7,3 35 35 Mutacija pomaka okvira
18 €.2435delC p.Pro812ArgfsTer31 D' o . Hom
VWB3-2 <40 <4,0 4 <1,0 Citanja (delecija)
VWB3-3 <40 <4, 5 <1,0 28 c.4975C>T p.Argl659Ter A2 Besmislena mutacija Hom
VWB3-4 8,3 <4, 5 <10 4 €.319C>T* p.GIn107Ter D1 Besmislena mutacija Het
VWB3-5 <40 <4,0 0,8 <10 36 C.6151A>T* p.Arg2051Ter D4 Besmislena mutacija Het
6 c.571T>C* p.Trp191Arg D1 Mutacija pogre$nog smisla Het
VWB3-6 <4,0 <40 5 <10 . .
45 €.7603C>T p.Arg2535Ter C4 Besmislena mutacija Het

*novootkrivene mutacije u genu za VWF;

VWB3-4 i VWB3-5 u krvnom su srodstvu.

RI — referentni interval; VWB — von Willebrandova bolest; VWF — von Willebrandov faktor; VWF:GPIbM: aktivnost von Willebrandova faktora koja se temelji na sposobnosti vezanja GPIb;

VWEF:CB - test vezanja kolagena; VWF: Ag — antigen von Willebrandova faktora; FV1I1 — aktivnost faktora zgrusavanja VIII; Het — heterozigot; Hom — homozigot
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5.9.

Skupni prikaz utvrdenih mutacija u genu za von Willebrandov faktor

¢.571T>C
(pTrp191Arg) Tip 3 VWB
1
¢319C>T ! ¢.2435delC ¢c4975C>T ¢.6151A5T ¢.7603C>T
(p.GIn107Ter) : (p.Pro812Argfs Ter31) (p.Arg1659Ter) (p-Arg2051Ter) (p.Arg2535Ter)
1 1 1 1 1 |
1 1 1
s e T T e
| 1 | c4517C>T (p.Ser1506Leu) 1 I
i 1 1 c.4645G>A (p.Glu1549Lys) ! 1 Tip 2 VWB
i ! I c2561G>A c4T17G>A (p.Gly 1573Ser) : :
: : | (p-Arg854Gin) cA825G>A (p.Gly 1609Arg) i '
1 1 1 1 1 ! 1
i 1 o ¢3797C>T (p.Prol266Leu) 1 I |
I ! I ! ¢385C>A (p.Vall279lle) ! : 1
| : i i 3829G>T (pAspl277Tyr) i :
1 1 1 1 ¢.3829G>C (p.Aspl277His) 1 1 1
! . 1 ! ¢.3923G>A (p.Arg1308His) ! : 1
: . : ¢3946G>A (p.Vall316Met) | ; g
: : €.2278CST : c‘.4010C>T (p.Pro1377Leu) : : :
i i (pAl’g76OCyb) : L4(;27A >G (plle 1343 Val) : \ i
| : il c412IG>A (p.Argl374His) | i '
1 1 1 1 c4133C>T (p.Ser1378Phe) 1 I
1 1 11 | 1 1 | 1
' . L 1 1 ! .
1 1
Egon | O ||« [n [o|=le |2z (@2 X2 e =R RISEKEIS 100 & 1 RBR|SRECRERRRIF|FIF DT |2 RER2RF|R
1 1
Domeng D1 , D2 o [ 7 D3 ] oA [[A2 | a3 D4 | ||| c| ce |k
] 1 1 1 1 [} ] 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 ] 1 1 [} 1 1
I i | c.2269_2270delCT 1 CI61AGA I : :
R I (pLeul5TValfsTer22) ! (b Argl20sHis) | ¢.6479A5G (p.Tyr2160Cys) ¢.772947C>T
delecija egzona 1-6 i ; ; ¢.6504C>A (p.Cys2168Ter)
! c.2878C>T c4471A>G (pLys1491Glu) “-659602’; 9(3‘%53(:99“”
¢.1496A>C (p.GIn499Pro) (p.Arg960Trp) c.4696C>T (p.Argl566Ter) 09273

¢.1531A>C (p.Lys511GIn)

c4751A>G (p.Tyr1584Cys)
c4975C>T (p.Argl659Ter)

Tip 1 VWB

Slika 25. Skupni prikaz svih utvrdenih mutacija u genu za von Willebrandov faktor prema tipovima von Willebrandove bolesti

Masno su otisnute novootkivene mutacije. VWB — von Willebrandova bolest

110



5.10. Rezultati usmjerenih koagulacijskih pretraga i geneticke analize kod
bolesnika kod kojih su utvrdene mutacije u genu za FVIII

Kod pet ispitanika (dva muskog i tri Zenskog spola) utvrdene su mutacije u genu za
FVIII, od kojih su muski ispitanici braca, a jedna od zenskih ispitanica njihova majka. Muski
ispitanici bili su homozigoti te je kod njih postavljena dijagnoza blage hemofilije A, dok su
zenske ispitanice imale mutaciju u heterozigotnom obliku i smatraju se nositeljicama
hemofilije A. Kod jedne je ispitanice uz mutaciju u genu za FVIII dodatno nadena i mutacija
u genu za VWF koja je nadena i kod jednog ispitanika s tipom 1 VWB-a (c.6479A>G). Sve
su utvrdene mutacije mutacije pogreSnog smisla, a ukupno su utvrdene tri razli¢ite mutacije u
genu za FVIII, od kojih su dvije novootkrivene (c.1553A>C i €.6253G>A).

Tablica 24 prikazuje rezultate koagulacijskih pretraga i geneticke analize za ispitanike

iz ove skupine, dok su rezultati analize multimera VWF-a prikazani na Slici 26.
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Tablica 24. Rezultati usmjerenih koagulacijskih pretraga i geneticke analize kod bolesnika s mutacijama u genu za FVIII

Koagulacijske pretrage Geneti¢ka analiza
Omijer Omijer Omijer
L. VWF:GPIbM  VWF:Ag FVI1II VWEF:CB
Ispitanik  Spol VWF:GPIbM/ FVII/ VWF:CB/ Zamjena Promjena Vrsta
(%) (%) _ (%) _ (%) _ Gen Egzon ; - - Genotip
VWF:Ag VWEF:Ag VWF:Ag nukleotida aminokiseline mutacije
RI 50 - 187 50 - 160 NP 50 - 149 NP 40 - 250 NP
Pedijatrijski ispitanici
HA-1 M 438 45,7 0,96 17 0,37 38,6 0,84 FVIII Mutacija
21 €.6253G>A* p.Glu2085Lys pogresnog Hom
HA-2 M 69,4 705 0,98 23 033 71,2 1,01 FVII smisla
Odrasli ispitanici
5 Mutacija
HA-3 V4 52,2 52,9 0,99 45 0,85 46,0 0,87 Fvil 21 €.6253G>A* p.Glu2085Lys pogresnog Het
smisla
- Mutacija
HA-4 Z 56,6 62,6 0,90 23 0,37 351 0,56 FVIII 4 ¢.599A>G p.Glu200Gly pogresnog Het
smisla
Mutacija
FVIII 11 c.1553A>C*  p.Lys518Thr  pooresnog Het
HA-5 Z 50,9 53,0 0,96 19 0,36 38,0 0,72 smisla
Mutacija
VWF 37 C.6479A>G*  p.Tyr2160Cys pogreinog Het
smisla

*novootkrivene mutacije; HA-1, HA-2 i HA-3 su u krvnom srodstvu
RI1 — referentni interval; HA — hemofilija A; VWF:GPIbM - aktivnost von Willebrandova faktora koja se temelji na sposobnosti vezanja GPIb; VWF:CB - test vezanja kolagena; VWF:Ag —

antigen von Willebrandova faktora; FVIII — aktivnost faktora zgruSavanja V1II; Het — heterozigot; Hom — homozigot
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HA1-1 (c.6253G>A), p.Glu2085Lys)

LMWM =13,1%
IMWM = 16,9 %
HMWM = 70,0 %

HA1-2 (c.6253G>A, p.Glu2085Lys)

| |
LMWM IMWM HMWM

HA1-3 (c.6253G>A, p.Glu2085Lys)
LMWM =10,1 %
IMWM =19,3 %
HMWM =70,6 %

LMWM =18,4 %
IMWM =15,1%
HMWM = 66,5 %

| |
LMWM IMWM HMWM

HA1-4 (c.599A>G, p.Glu200Gly)
LMWM =21,8 %

IMWM = 27,8 %

HMWM = 50,4 %

LMWM |IMWM ! HMWM

LMWM ! IMWM I HMWM

HA1-5 (FVIII: ¢.1553A>C, p.Lys518Thr)

(VWE: c.6479A>G, p.Tyr2160Cys)

LMWM =17,3 %
IMWM =322 %
HMWM =50,5 %

|
LMWM IMWM HMWM

Slika 26. Elferogrami raspodjele multimera kod ispitanika s mutacijama u genu za FVIII

RuzZiCasta linija oznacava profil multimera u uzorku ispitanika, a crna u uzorku normalne plazme.

HA — hemofilija A; FVIII — faktor zgrusavanja VII[; VWF — von Willebrandov faktor; LMWM — niskomolekularni

multimeri; IMWM — srednjemolekularni multimeri; HMWM — visokomolekularni multimeri
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5.11. Ispitanici bez mutacija u genima za von Willebrandov faktor i faktor

zgrusavanja VIl|

Ukupno je nadeno 30 ispitanika bez utvrdenih mutacija u genima za VWF i FVIII. Od
toga je devet imalo vrijednosti VWF:GPIbM ispod 50 %, zbog ¢ega su svrstani u kategoriju
tzv. ,,niskog VWF-a“.

5.11.1. Ispitanici Kklasificirani kao ,,niski VWF*
U Tablici 25 prikazani su rezultati usmjerenih koagulacijskih pretraga za devet
ispitanika klasificiranih kao ,,niski VWF*, a Slike 27 i 28 prikazuju rezultate analize

multimera za pedijatrijske, odnosno odrasle ispitanike iz ove skupine.

Tablica 25. Rezultati usmjerenih koagulacijskih pretraga kod ispitanika koji su kategorizirani
kao ,,niski VWF*

Omijer Omijer Omijer
VWF:.GPIbM  VWF:Ag F VWEF:
- VWEF:GPIbM/ FVIII/ VWEF:CB/
Ispitanik (%) (%) (%) %
VWEF:Ag VWF:Ag VWF:Ag
Referentni
) 50-187 50-160 NP 50-149 NP 40-250 NP
interval
Pedijatrijski ispitanici
Niski VWF-1 33,9 48,6 0,70 77 1,58 43,2 0,89
Niski VWF-2 41,4 59,5 0,70 96 1,61 60,5 1,02
Niski VWF-3 43,0 54,6 0,79 70 1,28 38,4 0,70
Niski VWF-4 46,7 49,8 0,94 68 1,37 449 0,90
Odrasli ispitanici
Niski VWF-5 6,9 14,7 0,47 14 0,95 6,1 0,41
Niski VWF-6 30,6 39,1 0,78 102 2,61 38,0 0,97
Niski VWF-7 41,4 33,1 1,25 51 154 27,8 0,84
Niski VWF-8 45,5 57,3 0,79 98 1,71 51,7 0,90
Niski VWF-9 49,6 56,3 0,88 43 0,76 38,0 0,67

VWEF — von Willebrandov faktor; NP — nije primjenjivo; VWF:GPIbM - aktivnost von Willebrandova faktora
koja se temelji na sposobnosti vezanja GPIb; VWF:CB - test vezanja kolagena; VWF: Ag — antigen von

Willebrandova faktora; FVIII — aktivnost faktora zgrusavanja VIII
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Niski VWE-1 Niski VWE-2
LMWM =215 % LMWM =225 %
IMWM =223 % IMWM = 20,1 %
HMWM = 56,2 % HMWM =574 %

LMWM "imwm | HMwm LMWM imwvm T HMwMm
Niski VWE-3 Niski VWF-4
LMWM =177 % LMWM =21,8 %

IMWM =222 %
HMWM = 56,0 %

IMWM =19,4 %
HMWM = 62,9 %

LMWM | IMWM I HMWM | ! LMWM I IMWM | HMWM

Slika 27. Elferogrami raspodjele multimera za pedijatrijske ispitanike klasificirane kao ,,niski

VWEF*
Ruzidasta linija ozna¢ava profil multimera u uzorku ispitanika, a crna u uzorku normalne plazme.
VWF — von Willebrandov faktor; LMWM — niskomolekularni multimeri; IMWM — srednjemolekularni

multimeri; HMWM — visokomolekularni multimeri
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Niski VWE-5 Niski VWF-6
LMWM =247 % LMWM = 18,8 %
IMWM =471 % IMWM = 32,4 %

HMWM =282 % | HMWM = 48,8 %

| |
LMWM IMWM HMWM LMWM | IMWM | HMWM

Niski VWE-7 Niski VWE-8
LMWM =124 % LMWM =13,3 %
IMWM = 27,3 % IMWM = 24,8 %

HMWM = 60,3 %

HMWM =619 %

N

LMWM ! IMWM ! HMWM LMWM IMWM HMWM

Niski VWE-9
LMWM =18,2 %
IMWM = 19,7 %
HMWM =62,1 %

LMWM ! IMWM ! HMWM

Slika 28. Elferogrami raspodjele multimera za odrasle ispitanike klasificirane kao ,,niski

VWEF*

Ruzi¢asta linija oznac¢ava profil multimera u uzorku ispitanika, a crna u uzorku normalne plazme.
VWEF — von Willebrandov faktor; LMWM — niskomolekularni multimeri; IMWM — srednjemolekularni

multimeri; HMWM — visokomolekularni multimeri

Svim ispitanicima iz skupine ,,niskog VWF-a“ dodatno je napravljena geneticka
analiza tehnologijom MLPA, medutim kod svih je utvrden uredan broj kopija svih egzona
gena za VWF.

Slika 29A prikazuje uredan nalaz MLPA analize u¢injene kompletom sondi PO11
VWE, dok Slika 29B prikazuje rezultat dobiven kompletom sondi P012 VWF kod ispitanika
Niski VWEF-5, koji je od svih ispitanika iz ove skupine imao najnize vrijednosti VWF:GPIbM,
VWF:Ag, VWF:.CB i FVIII.
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SALSA MLPA P011 VWF (A) i P012 VWF (B). U svim egzonima dokazane su dvije kopije

Slika 29. Rezultati MLPA analize za ispitanika Niski VWF-5 dobiveni kompletima sondi
gena za VWF.



5.11.2. Ostali ispitanici bez mutacija u genima za von Willebrandov faktor i faktor

zgrusavanja VIII

Preostali 21 ispitanik bez mutacija u genima za VWF i FVIII imali su rezultate broja
trombocita, PV-a, VWF:GPIbM, VWF:Ag, VWF:.CB, FVIII unutar referentnih intervala te
urednu raspodjelu multimera VWEF-a. Blago produljen APTV utvrden je kod Cetiri ispitanika,
PFA-200 COL/EPI bio je produljen kod Sest ispitanika, od kojih je kod dvoje bio produljen i
COL/ADP, dok je jedna ispitanica imala produljen samo COL/ADP. Skupni rezultati svih

koagulacijskih pretraga za ove ispitanike prikazani su u Tablici 15. poglavlja 5.4.
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6. RASPRAVA

U ovom je istrazivanju prvi put u hrvatskoj populaciji primijenjen cjelovit pristup u
dijagnostici VWB-a koji se sastoji od probirnih i specificnih koagulacijskih pretraga te
molekularnih analiza svih sljednih varijanti u genima za VWF i FVIII. Dobiveni rezultati
upozorili su na znatnu laboratorijsku, klini¢ku i geneticku heterogenost VWB-a, omogucili
jednoznac¢no postavljanje dijagnoze VWB-a, pravilnu klasifikaciju prema podtipovima bolesti
te diferencijalno dijagnosticko razlué¢ivanje VWB-a od blage hemofilije A.

Od ukupno 83 ispitanika, 54 su bile zene, a takav nerazmjer spolova ocekivan je s
obzirom na to da se, zbog fizioloskih krvarenja tijekom zivota, Zene generativne dobi
ucestalije javljaju lijecnicima te dijagnosti¢ki provjeravaju u smislu prisutnosti VWB-a, a
time 1 dvostruko ¢es¢e dobivaju dijagnozu VWB-a nego muskarci (2).

Prisutnost mutacija u genu za VWF potvrdena je kod 48 ispitanika. Rezultati
geneticke analize upotpunjeni su koagulacijskih pretragama koje odrazavaju funkcionalne i
strukturne promjene VWF-a te je u konacnici dijagnoza tipa 1 VWB-a postavljena kod 19
ispitanika, tipa 2 kod 23 ispitanika, a tipa 3 kod Sest ispitanika. Kod dva muska ispitanika
postavljena je dijagnoza blage hemofilije A na temelju prisutnosti mutacije u genu za FVIII u
homozigotnom obliku, dok su tri ispitanice zbog prisutnosti heterozigotnih mutacija u genu za
FVIII klasificirane kao nositeljice hemofilije A. Kod jedne je fenotip krvarenja dodatno
kompliciran prisutnoS¢u mutacije u genu za VWF.

Heterogenost geneticke osnove posebice je izrazena kod bolesnika s tipom 1 VWB-a
zbog rasprostranjenosti mutacija duz Citavog gena za VWF, §to je dokazano u vise neovisnih
istrazivanja u populacijama iz razli¢itih geografskih podrucja (82, 93, 94). Najéesce se radi o
mutacijama pogresnog smisla koje su prisutne kod oko 75 % bolesnika, dok se manji udio
odnosi na male insercije i delecije (5 %), greske prekrajanja unutar intronskih regija (7 %),
besmislene mutacije (2 %), a utvrdene su 1 mutacije unutar promotorske regije (11 %). Vrsta
mutacije 1 lokalizacija unutar gena odreduju vrstu i stupanj poremecaja VWF-a, a §to se
odrazava izrazito varijabilnim klini¢kim slikama krvarenja, od neprimjetnih i vrlo blagih
fenotipova do teskih oblika bolesti koji zahtijevaju redovno pracenje, prilagodbu uobicajenih
aktivnosti 1 ucCestale primjene terapijskih pripravaka. U skladu s time su 1 rezultati
koagulacijskih pretraga koji se kre¢u od vrlo blagog manjka VWF-a preko umjerenog manjka
do izrazito snizenih razina VWF-a. Bez obzira na vrstu mutacije, bolesnici s tipom 1 VWB-a

gotovo su bez iznimke heterozigoti (73, 95). Medu ukljuc¢enim ispitanicima s tipom 1 VWB-a
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takoder je utvrden isklju€ivo heterozigotni genotip i velika rasprSenost mutacija unutar gena
za VWF koja je obuhvatila podruc¢ja od egzona 1 do 37 te dva introna. Najveéi udio u vrsti
mutacije odnosi se na mutacije pogre$nog smisla koje su nadene kod deset ispitanika, dok su
besmislene mutacije utvrdene kod pet, delecije kod dva ispitanika i greSke prekrajanja unutar
introna kod dvije ispitanice. Rezultati VWF:GPIbM, VWF:Ag, FVIII i VWF:.CB bili su
uredni kod cCak Sest ispitanika, §to dodatno upuéuje na otezano prepoznavanje blagih oblika
tipa 1 VWB-a samo na temelju jedne laboratorijske obrade. Stres, upala, tjelesna aktivnost i
ostali ¢imbenici koji povisuju reaktante akutne faze mogu prikriti blagi manjak VWF-a. Zbog
toga se kod bolesnika kod kojih postoji jasna klini¢ka slika krvarenja VWB ne smije iskljuciti
samo na temelju jednoga urednog nalaza koagulacijskih pretraga. Prema preporukama,
potrebno je provesti dva neovisna uzorkovanja uz pridavanje odgovaraju¢e pozornosti
predanalitickim zahtjevima i pravilnoj pripremi bolesnika za uzorkovanje krvi (2, 54).

Od ukupno 15 razli¢itih mutacija kod ispitanika s tipom 1 VWB-a, osam je
novootkrivenih. Medu ranije poznatim mutacijama, u jednom je sluc¢aju nadena mutacija
pogres$nog smisla ¢.4751A>G (p.Tyr1584Cys) koja je u viSe istrazivanja na populacijama iz
razli¢itih geografskih podrucja bila najzastupljenija mutacija povezana s tipom 1 VWB-a.
Istrazivanje autora O'Brien i sur. (96) na kohorti kanadskih ispitanika s tipom 1 VWB-a
dokazalo je prisutnost ove mutacije kod 15 % ukljucenih obitelji, dok su rezultati
multicentri¢nog istrazivanja Goodeve i sur. (93) provedenog u 14 centara iz devet europskih
drzava pokazala ucestalost medu bolesnicima s tipom 1 VWB-a u Europi od 8 %.
Pojedinacnim istrazivanjima u europskim zemljama dokazana je ucestalost od 8,7 % u
Svedskoj populaciji bolesnika s tipom 1 VWB-a (97), dok je u istrazivanju provedenom medu
obiteljima iz Velike Britanije iznosila ¢ak 25 % (98). Istrazivanje autora VVangenechten i sur.
(99) na ceskim bolesnicima s VWB-om utvrdilo je prisutnost ove mutacije kod 7,2 %
bolesnika svrstavsi je na drugo mjesto po ucestalosti u sveukupnoj populaciji bolesnika s
VWB-a, dok je u istovjetnom istrazivanju u Belgiji bila najucestalija (100). Ova mutacija
dovodi do unutarstani¢nog zadrzavanja VWF-a i povecane osjetljivosti na proteolizu
posredovanu s ADAMTS-13 (96, 101). Iako bi bilo ocekivano da pojacana proteoliza
uzrokuje selektivni gubitak multimera, kod ispitanika s ovom mutacijom raspodjela je
multimera uredna. S obzirom na to da navedena mutacija nema utjecaja na sintezu VWF-a,
smatra se da je razlog tomu postojanje ucinkovitoga kompenzacijskog otpustanja
novosintetiziranog VWF-a ili blago pojacana podloznost proteolizi (102). Takoder, njezina
penetrantnost nije potpuna i prema literaturnim podacima iznosi 70 %, pa su kod nositelja ove
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mutacije zabiljeZzene najcesce blago snizene aktivnosti VWF-a koje iznose oko 40 %, ali
mogu biti i uredne (73, 93) kao $to je vidljivo i iz rezultata ovog istrazivanja.

Medu ukljuc¢enim ispitanicima s tipom 1 VWB-a u jednom je slucaju nadena mutacija
pogre$nog smisla koja se naziva Vicenza varijantom ¢.3614G>A (p.Argl205His), a koja je s
visokom ucestalos¢u dokazana u svakom do sada provedenom istrazivanju geneticke osnove
VWB-a (93, 94, 97-100, 103). U istrazivanju koje je ukljucivalo 556 $panjolskih bolesnika s
VWB-0om ova je mutacija bila najucestalija unutar skupine bolesnika s tipom 1 VWB-a, a ti su
bolesnici imali ujedno i najnize razine VWF-a medu ispitanicima s navedenim tipom bolesti
(82). Vicenza varijanta pokazuje 100-postotnu penetrantnost i uzrokuje teski oblik tipa 1
VWB-a s izrazito snizenim razinama VWF-a koje su uvijek ispod 30 %, a uglavnom i nize od
15 % (73, 104). Ovaj se oblik naziva jo$ i tip 1C VWB-a, a naziv mu potjeée od mehanizma
poremecaja koji podrazumijeva ubrzano uklanjanje (engl. clearance) VWF-a iz cirkulacije.
Poluvrijeme Zivota tako mutiranog VWF-a skracuje se na manje od tri sata (73, 104, 105), §to
je dokazano u istrazivanju Gézsi i sur. (106) koji su usporedivali pad razine mutiranog
Vicenza VWF-a u odnosu na divlji tip VWF-a iz egzogenog pripravka, a nakon primjene
DDAVP-a. Zbog ubrzanog uklanjanja VWF-a iz cirkulacije omjer FVIII/VWF:Ag uobicajeno
iznosi blizu vrijednosti jedan (106). Uz proporcionalno izrazito snizene vrijednosti aktivnosti i
antigena VWF-a, prema podacima Casonata i sur. (104) jedno od klju¢nih laboratorijskih
obiljezja tipa 1C VWB-a jest i prisutnost UMWM-a. U ovom su istrazivanju kod ispitanice s
Vicenza varijantom dobivene vrijednosti VWF:GPIbM od 17,2 % i VWF:Ag od 18,0 %, ali
uz urednu raspodjelu multimera i neizrazenu prisutnost UMWM-a. Varijacije u prisutnosti i
udjelu UMWM-a kod bolesnika s Vicenza varijantom VWF-a ovise o stupnju skracenja
poluvremena zivota VWF-a. Gézsi 1 sur. (106) dokazali su da je kod ispitanika s
poluvremenom zivota VWF-a oko 1,2 sata udio UMWM-a bio znatan, dok je kod VWF-a s
poluvremenom zivota od 4 do 6 sati prisutnost UMWM-a bila neznatna i raspodjela
multimera nije se mogla razlikovati od normalne. Dodatno, veli¢ina multimera ovisi i o
drugim ¢imbenicima, od kojih je najvaznija aktivnost proteaze ADAMTS13 (106).

Mutacija ¢.2878C>T (p.Arg960Trp) dosad je opisana u jednom slucaju tipa 3 VWB-a
u homozigotnom obliku, uz nemjerljivo niske vrijednosti VWF:RCo, VWF:Ag i FVIII (40).
U ovom je istrazivanju po prvi put nadena u heterozigotnom obliku, uz blago sniZzene
vrijednosti VWF.GPIbM (46,0 %), VWF:.CB (35,3 %) i FVIII (45 %) te urednu raspodijelu
multimera, §to upucuje na to da se radi o blagom kvantitativnom poremecaju koji odgovara
tipu 1 VWB-a.
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U provedenom se istrazivanju laboratorijski vrlo sli¢no, uz samo blago sniZene
rezultate usmjerenih koagulacijskih pretraga te bez promjena u multimernoj strukturi i
raspodjeli, pojavio i slucaj s besmislenom mutacijom c¢.4696C>T (p.Argl566Ter). U
istrazivanju autora Schneppenheim i sur. (107) ova je mutacija utvrdena kod dvaju ispitanika
u heterozigotnom obliku s jednako neupadljivim laboratorijskim nalazima, dok je u jednom
slucaju dodatno nadena i mutacija pogreSnog smisla ¢.2384A>G (p.Tyr795Cys), §to je
rezultiralo slozenim heterozigotnim genotipom i fenotipom karakteristi¢nim za tip 2N VWB-
a. U tu je svrhu provedena analiza i VWF:FVIIIB. U ovom istrazivanju nije koristena
navedena pretraga te je na temelju dostupnih nalaza koagulacijskih pretraga, izostanka druge
mutacije i blage klinicke slike krvarenja postavljena dijagnoza tipa 1 VWB-a.

Ocitovanje besmislene mutacije ¢.4975C>T (p.Argl659Ter) ovisi 0 genotipu, a u
ovom istrazivanju nadena je u heterozigotnom obliku kod dvije ispitanice koje nisu rodbinski
povezane (VWBL1-3 i VWB1-13) ¢ime je pretpostavljena kao uzrok tipa 1 VWB-a, dok se u
homozigotnom obliku u slu¢aju VWB3-3 ocitovala fenotipom tipa 3 VWB-a. Medutim, u
spomenutim dvama slucajevima tipa 1 VWB-a uocen je vrlo razli¢it laboratorijski fenotip.
Kod VWB1-3 utvrden je teski oblik tipa 1 VWB-a s vrijednostima VWF:GPIbM od 7,8 % i
VWEF:Ag 9,7 %, dok je u slu¢aju VWBI1-13 laboratorijski fenotip bio blag, uz VWF.GPIbM
od 43,4 % te VWF:Ag 55,4 %. Uzroci ovakve neujednacenosti mogu biti visestruki. U oba
slucaja radi se o Zenskim ispitanicama, ali nize razine VWF-a kod VWB1-3 mogu biti
posljedica dje¢je dobi i krvne grupe 0, za razliku od ispitanice VWB1-13 koja je odrasla i ima
krvnu grupu A, Sto fizioloski povisuje VWE. Ovisnost oc¢itovanja Ove mutacije 0 genotipu
prvi su put opisali Zhang i sur. (108) 1992. godine u istrazivanju koje je obuhvatilo bolesnike
s tipom 3 VWB-a i ¢lanove njihovih obitelji, dok daljnja provedena istrazivanja uglavnom
opisuju mutaciju ¢.4975C>T u homozigotnom ili sloZzenom heterozigotnom obliku kao uzrok
tipa 3 VWB-a (82, 109-111).

Osim navedenih mutacija, medu ispitanicima s tipom 1 VWB-a nadeno je i pet dosad
neopisanih mutacija pogresnog smisla (c.1496A>C, c.1531A>C, c.4471A>G, c.6479A>G,
€.6596G>A) te jedna besmislena mutacija (c.6504C>A). Vrijedno je istaknuti da su mutacije
€.1496A>C (p.GIn499Pro) i ¢.6504C>A (p.Cys2168Ter) nadene kod po dvoje Clanova iste
obitelji, dok je mutacija c.6596G>A (p.Cys2199Tyr) otkrivena kod dvoje ispitanika koji nisu
rodbinski povezani. Otkri¢e novih mutacija medu osobama za koje nije poznato da su krvni
srodnici upucuje na prisutnost jedinstvenih genskih promjena unutar hrvatske populacije
bolesnika s VWB-om. Dodatno, mutacija c.6479A>G (p.Tyr2160Cys) je, osim kod ispitanika
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VWB1-14, utvrdena i kod jedine ispitanice ovog istrazivanja koja ima i mutaciju u genu za
FVIII (HA-5). Svim su ovim ispitanicima zajednicka obiljeZja uredna raspodjela multimera te
omjer VWF:GPIbM/VWF:Ag veci od 0,6. Medutim, postoji znatna varijabilnost u rezultatima
ostalih koagulacijskih pretraga, ¢ak i medu ispitanicima s istom mutacijom. Takav je slu¢aj
uocen kod mutacije ¢.1496A>C u egzonu 13 koja je nadena u dva slucaja iz iste obitelji, pri
¢emu su kod majke (VWBI1-6) dobivene znatno nize vrijednosti VWF:GPIbM, VWF:Ag i
VWF:CB, u odnosu na kéer (VWBI-1). Za razliku od toga, uredne vrijednosti svih
koagulacijskih pretraga dobivene su kod ispitanice s mutacijom ¢.1531A>C, a radi se o
promjeni koja je samo 35 pb udaljena i jednako zahva¢a D2 domenu VWF-a. Nejednak
ucinak na rezultate laboratorijskih pretraga vidljiv je 1 medu ispitanicima s bliskim
mutacijama unutar egzona 37 (c.6479A>G, ¢.6504C>A, ¢.6596G>A), a koje sve dovode do
aminokiselinskih promjena u domeni D4 VWEF-a. Istrazivanje autora Michiels i sur. (112)
pokazalo je da kod bolesnika s tipom 1 VWB-a uzrokovanim mutacijama koje zahvacaju
domenu D4, multimerna struktura ostaje uglavnom oc¢uvana, a omjer FVIII/VWEF:Ag najcesce
je veéi od 2, §to upuéuje na poremecaj u otpustanju VWF-a. Medu navedenim ispitanicima u
ovom istrazivanju taj je omjer bio u rasponu od 1,14 do 3,61, a kod tri od pet ispitanika iznad
2. Klinicka je slika krvarenja blaga, a zbog poremecaja u otpustanju VWF-a odgovor je na
DDAVP suboptimalan.

Mutacije pomaka okvira Citanja u literaturi se rijetko povezuju s tipom 1 VWB-a (73),
no u ovoj kohorti utvrdene su kod dva ispitanika i u oba slucaja radi se o heterozigotnim
delecijama. Mala delecija dvaju nukleotida ¢.2269 2270delCT nadena je tehnologijom NGS,
uz blagi laboratorijski fenotip. Ova je mutacija ranije opisana samo u dva slucaja i to u sklopu
slozenoga heterozigotnog genotipa s intronskom varijantom c¢.7729+7C>T, odnosno
duplikacijom jednog nukleotida ¢.7130dupC, §to je rezultiralo nul-alelom i fenotipom tipa 3
VWB-a (38, 109). Zanimljivo je da su u ovom istrazivanju ove dvije mutacije (c.7729+7C>T
i ¢.2269 2270delCT) nadene po prvi put samostalno u heterozigotnom obliku kod dvaju
ispitanika koji nisu u rodbinskoj vezi i u oba su se slu¢aja pokazale povezane s fenotipom tipa
1 VWB-a. U drugom slu¢aju mutacije pomaka okvira ¢itanja radi se o velikoj heterozigotnoj
deleciji koja zahvaca podrucje od egzona 1 do egzona 6. Prema dostupnim saznanjima ova
specificna delecija egzona nije do sada zabiljeZena u literaturi. Velike heterozigotne delecije
nije moguce detektirati tehnologijom NGS-a zbog prisutnosti urednog slijeda nukleotida
jednog alela u PCR produktu te je ova delecija otkrivena tek naknadnom analizom
tehnologijom MLPA Kkoja se temelji na vezanju specifi¢nih sondi i njihovu umnazanju. Ako
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postoji delecija odredene regije gena, nece do¢i do vezanja, a samim time ni umnaZzanja, $to se
kod heterozigotnih delecija zbog prisutnosti samo jedne kopije gena uocava kao omjer signala
sonde u referentnom i ispitivanom uzorku koji iznosi oko 0,5 (113). Pretrazivanje na velike
delecije uglavnom je provedeno na skupinama bolesnika s tipom 3 VWB-a te je dokazano da
se kod njih pojavljuju u homozigotnom obliku (114). S druge strane, velika multicentri¢na
istrazivanja u Europi 1 Kanadi (93, 94, 98) na bolesnicima s tipom 1 VWB-a nisu ukljucila
pretrazivanje na delecije pa se smatra da je rijetka pojavnost delecija kod tipa 1 VWB-a
posljedica metodoloskih nedostatnosti takvih istrazivanja zbog kojih je procijenjena znatno
rjedom nego Sto jest (115). To potvrduju i rezultati ovog istrazivanja gdje je velika
heterozigotna delecija utvrdena kod ispitanika s umjereno snizenim rezultatima koagulacijskih
pretraga: VWF:GPIbM 23,6 %, VWF:Ag 24,7 % 1 VWF:CB 24,2 %. Sli¢ne rezultate pokazali
su u svom radu Sutherland i sur. (116) koji su ispitivali prisutnost delecije egzona 4 i 5 u
skupini bolesnika s tipom 3 VWB-a i ¢lanovima njihovih obitelji te dodatno kod bolesnika s
tipom 1 VWB-a. Rezultati su pokazali da su homozigoti imali laboratorijski fenotip
karakteristican za tip 3 VWB-a, a delecija je u heterozigotnom obliku dokazana i kod ¢lanova
njihovih obitelji te dvaju bolesnika s tipom 1 VWB-a kod kojih ranijim sekvenciranjem gena
nije dokazana uzro¢na mutacija. Kod heterozigotnih nositelja ove delecije aktivnosti VWF-a
bile su uglavnom umjereno snizene, u rasponu od 11 % do 43 %, $to je u skladu s rezultatima
dobivenim za ispitanika u ovom istrazivanju. Dodatno, kod jednog bolesnika dobivene su
nemjerljivo niske vrijednosti, a kod drugog potpuno uredna vrijednost od 105 % (116), §to
upucuje na varijabilno oc¢itovanje ovakvih genskih promjena. 1z svega navedenog jasno je da
je primjena MLPA analize kod bolesnika kod kojih mutacije nisu utvrdene sekvenciranjem
gena tehnologijom NGS korisna ne samo kod bolesnika s teskim fenotipom, ve¢ i kod blagih
oblika VWB-a jer oni mogu biti uzrokovani heterozigotnim mutacijama pomaka okvira
¢itanja.

SloZenost geneticke osnove tipa 1 VWB-a potvrdena je i1 otkrivanjem uzro¢nih
mutacija unutar introna u dva slucaja. Varijante unutar intronskih regija ¢ine 10 % uzro¢nih
mutacija kod tipa 1 VWB-a, a smatra se da one na pozicijama +1, -1, +2 i -2 dovode do
pogre$nog prekrajanja. Prema prediktivnim modelima za procjenu patogenosti koji su
koriSteni u ovom istrazivanju, takav u¢inak ima do sada neopisana varijanta ¢.6599-2A>G
unutar introna 37 koja je nadena u slu¢aju VWBI1-18. Druga intronska varijanta nadena je u
intronu 45 (¢.7729+7C>T) i kao Sto je ranije navedeno, prethodno nije opisana samostalno
ve¢ samo u sklopu slozenih heterozigotnih genotipova u dva slucaja, i to uz deleciju
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€.2269_2270delCT te mutaciju pogresnog smisla ¢.1926G>A (40). Prema autorima Mancuso
I sur. (117), smatra se da se radi o mogu¢em mjestu prekrajanja. S obzirom na slozenost i
veli¢inu gena za VWF, mjesta prekrajanja unutar gena za VWF brojna su i nalaze se blizu 5'
kraja domena B1, D2 i D4, te 3' kraja domena A3, B1, B2, C1, C2, D1, D2 i D4, ali mogu se
nadi 1 unutar dijelova gena koji kodiraju ponavljaju¢e B, C i D domene. Istrazivanje autora
Borras i sur. (118) na 480 $panjolskih bolesnika s VWB-om dokazalo je rasprostranjenost
varijanti unutar razli¢itih introna, s razli¢itim uc¢inkom na fenotip, pa su intronske varijante
prisutne kod svih tipova VWB-a. Dodatno, utvrdena je i prisutnost intronskih varijanti u
sklopu slozenih heterozigotnih genotipova, Sto ucestalo rezultira fenotipom tipa 3 VWB-a.
Sli¢no je pokazano i u radu autora Liang i sur. (119) koji su utvrdili da se intronske varijante
u heterozigotnom obliku ocituju blagim oblikom tipa 1 VWB-a, a mogu biti i fenotipski
neupadljive. Kod bolesnika s greskama prekrajanja u homozigotnom ili sloZzenom
heterozigotnom obliku javlja se fenotip tipa 3 VWB-a s teskim znakovima Krvarenja.
Intronske varijante povezuju se i s tipom 2 VWB-a, premda rijetko i iskljucivo u sluc¢ajevima
kada uzrokuju funkcionalne poremecaje VWF-a.

Iz svega navedenog jasno je da kod tipa 1 VWB-a postoji izrazita raznolikost klini¢kih
simptoma 1 znakova krvarenja, rezultata koagulacijskih pretraga te geneticke osnove. Pravilnu
dijagnostiku dodatno otezava nepotpuna penetrantnost pojedinih mutacija, znatna
interindividualna varijabilnost u rezultatima koagulacijskih pretraga ¢ak i kod nositelja istih
mutacija te u€inak brojnih fizioloskih, patofizioloSkih, predanalitic¢kih i analiti¢kih ¢imbenika
na rezultate koagulacijskih pretraga. Stoga je ponekad, i uz dostupnost svih postojecih
laboratorijskih pretraga, tesko razluditi radi li se zaista o poremecaju uvjetovanim genskom
promjenom.

Za razliku od toga, kod tipa 2 VWB-a prisutni su tipicniji obrasci promjena
koagulacijskih nalaza, a poremecaji VWF-a posljedica su jasnih genskih promjena. Poremecaj
koji pojedina mutacija uzrokuje ovisi o podru¢ju VWF-a koje zahvaca 1 njegovoj funkciji. Do
sada je u medunarodnoj bazi varijanti opisano preko 200 razliCitih genskih varijanti koje
uzrokuju neki od podtipova tipa 2 VWB-a (40). U ovom istrazivanju dijagnoza tipa 2 VWB-a
kod vecine bolesnika bila je jasna ve¢ na temelju koagulacijskih pretraga, a genetickom
analizom otkrivena je uzro¢na mutacija odgovorna za fenotipski poremecaj. Medutim, ¢ak i
na temelju svih provedenih laboratorijskih analiza u nekim je slu¢ajevima uoceno razilaZzenje
dobivenih rezultata u odnosu na tipi¢ne nalaze za pojedini podtip, odnosno neslaganje s
podtipom koji je toj mutaciji pridruzen u medunarodnoj bazi varijanti (40).
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Dosadasnje spoznaje upucuju da su mutacije povezane s tipom 2 VWB-a pretezno
lokalizirane unutar najveceg egzona 28 (42, 43, 120), sto je potvrdeno i u ovom istrazivanju.
Mutacije unutar egzona 28 nadene su kod svih ispitanika s tipom 2 VWB-a s iznimkom
jednog slucaja slozenoga heterozigotnog genotipa s varijantama u egzonima 17 i 20.
Dobivena raspodjela po podtipovima takoder je u skladu s prevalencijom podtipova tipa 2
VWB-a pri ¢emu najveci udio otpada na tip 2A. Kombinacija rezultata koagulacijskih
pretraga i geneticke analize upucuje na tip 2A kod 15 ispitanika koji pripadaju osam obitelji.
Od toga, uz do sada neopisanu mutaciju pogresnog smisla c.3829G>T (p.Aspl1277Tyr)
dokazanu u petero ¢lanova iste obitelji, kod ispitanice koja s njima nije rodbinski povezana
nadena je druga mutacija na istoj poziciji (¢.3829G>C, p.Aspl1277His), §to upozorava na
ucestalost pojave mutacije na tom specificnom mjestu unutar gena za VWF u hrvatskoj
populaciji bolesnika s VWB-om. Iako nije sluzbeno zavedena unutar medunarodne baze
varijanti, mutacija ¢.3829G>C (p.Aspl277His) identificirana je jos jedino u Spanjolskoj
populaciji i kao najvjerojatniji dodijeljen joj je tip 2A VWB-a (118). Ocekivano, ove se dvije
mutacije fenotipski ocituju vrlo sli¢no, uz snizen omjer VWF:GPIbM/ VWF:Ag, djelomi¢ni
gubitak HMWM-a i/ili IMWM-a te snizen VWF:CB. Ipak, usporedbom koagulacijskih nalaza
medu ispitanicima s tipom 2A uocavaju se razlike u stupnju gubitka sposobnosti vezanja
trombocitnog GPIb §to je vidljivo iz nalaza VWF:GPIbM, omjera VWF:GPIbM/VWF:Ag
koji je u dva slucaja visi ¢ak i od 0,7 te stupnju gubitka HMWM-a i IMWM-a. Tip 2A moze
biti posljedica poremecaja u razli¢itim domenama VWF-a, ukljucujuéi propeptidni dio (D1,
D2) te domene D3, Al, A2 i CK, pa fenotipske promjene mogu nastati zbog poremecaja
dimerizacije i multimerizacije, stvaranja disulfidnih veza, prekomjernoga unutarstani¢nog
zadrzavanja, poremecaja vezanja FVIII ili ubrzane proteolize (121). Unutar ukljucene skupine
ispitanika, u jednom slucaju nadena je mutacija ¢.3923G>A (p.Argl308His) koja se u
medunarodnoj bazi povezuje s tipom 2A (39), a prema podacima iz istrazivanja autora Meyer
i sur. (122). Medutim, rezultati koagulacijskih pretraga ne upozoravaju jednozna¢no na
fenotipske promjene povezane s kvalitativnim poremeéajem VWF-a zbog omjera
VWF:GPIbM/VWF:Ag od 0,80 te uredne raspodjele multimera. Ipak, blago sniZen omjer
VWF:CB/VWF:Ag koji iznosi 0,62 upucuje na to da bi u podlozi mogao biti blazi kvalitativni
poremecaj koji primarno utjece na vezanje VWF-a na kolagen, a manje na GPIb. Uzevsi u
obzir sve navedeno, kao i mjesto navedene zamjene aminokiseline unutar domene A1, u ovom
je slucaju dvojbeno radi li se doista o tipu 2A ili ovaj fenotip odgovara tipu 2M. Oc¢uvana
struktura i raspodjela multimera klju¢ni je pokazatelj da bi se moglo raditi o tipu 2M. Upravo
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se ograni¢ena primjena analize multimera VWF-a, uz neujednacenost ostalih laboratorijskih i
klini¢kih kriterija, smatra klju¢nim razlogom neujednacenih ucestalosti tipa 2M medu
provedenim istrazivanjima. Favaloro i sur. (123) isticu da je tip 2M nedovoljno
dijagnosticiran oblik VWB-a koji se nerijetko zamjenjuje s tipom 2A ili tipom 1 VWB-a ako
se postavljanje dijagnoze temelji samo na odredivanju aktivnosti VWF-a, VWF:Ag i FVIII. U
slucaju nemoguénosti provedbe analize multimera, navedeni autori predlazu proSireni
laboratorijski pristup koji ukljucuje dodatno odredivanje VWEF:CB 1 time posredno
utvrdivanje manjka HMWM-a, na temelju omjera VWF:RCo/VWF:Ag i VWF:CB/VWF:Ag.
Snizenje obaju omjera upucuje na gubitak HMWM-a i tip 2A, dok snizen omjer
VWF:RCo/VWF:Ag uz uredan omjer VWF:CB/VWF:Ag povezuju s tipom 2M VWB-a.
Ipak, kako bi takav pristup bio valjan potrebno je koristiti VWF:CB koji je osjetljiv na manjak
HMWM-a, no i u tom slucaju nije uvijek mogucée jednoznac¢no razlikovati tip 2A od 2M.
Razlog je tomu c¢injenica da odredeni broj mutacija povezanih s tipom 2M dovodi do
poremecaja vezanja kolagena i snizenja VWF:CB/VWF:Ag (124).

Dodatno, izazov u razlikovanju podtipova tipa 2 VWB-a jest i ¢injenica da zamjena
razli¢itih nukleotida na istom mjestu u genu moze rezultirati razlic¢itim kvalitativnim
poremecajima koji su u literaturi povezani s razli¢itim podtipovima tipa 2 VWB-a (123).
Jedan je takav primjer upravo zamjena nukleotida na mjestu 3923, koja je u slu¢aju zamjene
gvanina s adeninom, kao kod jednog ispitanika u ovom istrazivanju, povezana s tipom 2A,
dok se smatra da zamjena gvanina citozinom (c.3923G>C, p.Arg1308Pro) uzrokuje tip 2B
VWB-a (124). Sli¢na varijabilnost tipova VWB-a ovisno 0 promjeni na istom mjestu
zabiljezena je za c.4121. U ovom istrazivanju kod jedne ispitanice nadena je mutacija
pogresnog smisla ¢.4121G>A (p.Argl374His), a dobiveni rezultati koagulacijskih pretraga u
skladu su s prethodno opisanim nalazima kod bolesnika s istom mutacijom i obuhvacaju
neproporcionalno snizen VWF:GPIbM u odnosu na VWF:Ag, uz njihov omjer koji iznosi
0,18, snizen VWF:CB i njegov omjer s VWF:Ag (0,38) te snizene udjele HMWM-a i
IMWM-a, §to su karakteristi¢ni nalazi za tip 2A VWB-a. Medutim, kada dode do supstitucije
gvanina timinom (c.4121G>T) te posljedicne zamjene aminokiseline arginina citozinom
(p.Argl1374Cys), fenotipsko ocitovanje moze upucivati ne samo na tip 2A, vec i tip 2M, 2B i
tipove 1 VWB-a razlicite tezine (121). Takoder, zabiljezeni su slucajevi da se ista mutacija
oCituje fenotipom razlicitog podtipa tipa 2 VWB-a, kao Sto je to primjer s mutacijom
€.4010C>T (p.Prol1377Leu) koja se uglavnom povezuje s tipom 2B, ali je pokazano da se u
sluaju njezina nasljedivanja u slozenom heterozigotnom genotipu s nekom drugom
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mutacijom pogreSnog smisla bolest fenotipski ocituje kao tip 2A (123,125,126). U
provedenom je istrazivanju ova mutacija nadena u jednom slucaju, a dobiveni su blago
snizeni omjeri VWF:GPIbM/VWF:Ag (0,60) 1 VWF:CB/VWF:Ag (0,64). Zbog selektivnog
gubitka samo HMWM-a u ovom je slucaju vjerojatnija dijagnoza tipa 2B VWB-a.

lako su mutacije ¢.4027A>G (p.1le1343Val) i ¢.4133C>T (p.Serl378Phe) pojedinacno
ranije zabiljezene (40), ne postoje podaci o njihovoj prisutnosti u obliku slozenoga
heterozigotnog genotipa. Obje mutacije zahvac¢aju domenu Al VWF-a, a rezultati
koagulacijskih pretraga upozoravaju na kvalitativni poremecaj vezanja GPIb i kolagena koji
nije uzrokovan selektivnim manjkom HMWM-a. Stoga, unato¢ literaturnim podacima Koji
govore u prilog tipu 2A (40), prema kombinaciji laboratorijskih nalaza i lokalizacije mutacija
unutar podru¢ja odgovornog za vezanje GPIb moguce je da se radi o poremecaju koji
uzrokuje tip 2M VWB-a.

Suprotno tomu, mutacija ¢.4645G>A (p.Glul549Lys) u domeni A2 VWF-a koja je
nadena kod dvaju krvnih srodnika dovela je do gotovo potpunog gubitka HMWM-a i IMWM-
a, uz neproporcionalno snizene VWF:GPIbM i VWF:CB u odnosu na VWEF:Ag, §to je
karakteristicno za tip 2A. Navedena mutacija ranije je dokazana jedino u istraZivanju
Guglielmone i sur. (127) kod pet ¢lanova obitelji iz Argentine i navodi se da uzrokuje tip 2M
VWB-a iako sukladno dostupnim literaturnim izvorima analiza multimera nije provedena ili
rezultati nisu objavljeni. S obzirom na to da se radi o klju¢noj pretrazi za razlikovanje tipa 2A
i 2M, a koja je izvedena u sklopu ovog istrazivanja, spoznaja 0 selektivnom nedostatku
HMWM-a i IMWM-a kod bolesnika s mutacijom ¢.4645G>A doprinosi razumijevanju
podloznoga uzro¢nog mehanizma snizenih VWF:GPIbM i VWF:CB te upucuje na to da se
radi o poremecaju koji uzrokuje tip 2A VWB-a.

Najnize vrijednosti VWF:GPIbM i VWF:CB kod bolesnika s tipom 2 VWB-a, pri
¢emu su rezultati VWF:GPIbM bili ispod donje granice mjerenja analiticke metode, dobivene
su kod obaju ispitanika s mutacijom ¢.4517C>T (p.Ser1506Leu), §to je posljedica potpunog
nedostatka HMWM-a i znatnog smanjenja IMWM-a s obzirom na to da oni sadrzavaju
najveéi broj veznih mjesta za GPIb i1 kolagen. Podaci iz ranije provedenih istraZivanja
UpOZzoravaju na prisutnost ove mutacije medu bolesnicima s tipom 2A VWB-a u Spanjolskoj i
Turskoj, s ujednaCenim fenotipskim karakteristikama koje ukljucuju znatno smanjenje
HMWM-a i izrazito snizenu VWF:RCo (40,118,128). Preostale dvije mutacije koje zahvacaju
domenu A2, c.4717G>A (p.Gly1573Ser) i c.4825G>A (p.Glyl609Arg), takoder su pokazale
karakteristike tipa 2A, ali su bile pracene blazim laboratorijskim fenotipom i umjerenim
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gubitkom HMWM-a i IMWM-a, §to jo§ jednom upozorava na razli¢ito ocitovanje bolesti
unutar istih podtipova.

Tip 2B uzrokovan mutacijom ¢.3946G>A (p.Vall316Met) utvrden je kod cCetiri Clana
iste obitelji, a ova je mutacija prethodno dokazana u velikom broju istrazivanja (40).
Karakteristicni nalazi za tip 2B VWB-a dobiveni su za sva cetiri ispitanika u ovom
istrazivanju, a ukljucuju neproporcionalno snizen VWF:GPIbM u odnosu na VWF:Ag, uz
omjer od 0,19 do 0,34, umjereno snizen VWF:CB uz omjer VWF:CB/VWF:Ag do 0,63, a
utvrdena je i trombocitopenija u tri slu¢aja, uz broj trombocita 105, 32 i 42x10%L. Usto, kod
svih je ispitanika analizom multimera jasno utvrden selektivni gubitak HMWM-a. Prema
dostupnim podacima ovo je jedna od pet najce$¢ih mutacija koje uzrokuju tip 2B VWB-a
(122), a nadene su u populacijama razli¢itih europskih zemalja, uklju¢ujuéi Spanjolsku (118),
Portugal (129) i Madarsku (130).

Izrazitu heterogenost rezultata koagulacijskih pretraga unutar istog podtipa VWB-a
potvrduju i uredni rezultati svih provedenih koagulacijskih pretraga kod dvoje rodbinski
povezanih ispitanika kod kojih je utvrdena prisutnost mutacije ¢.3797C>T (p.Pro1266Leu) uz
mutaciju ¢.3835G>A (p.Vall279lle). Prema literaturnim podacima ove dvije mutacije
pogresnog smisla nasljeduju se kao haplotip, a s obzirom na to da obje odgovaraju slijedu
nukleotida parcijalnog pseudogena na kromosomu 22 smatra se da nastaju kao posljedica
konverzije gena za VWF i njegova pseudogena unutar ulomka koji je kraci od 100 slijedova
nukleotida. Drugi mogu¢i mehanizam nastanka ove promjene odnosi se na samu regiju koju
zahvaca, a koja je izrazito metilirana, pa ova pretvorba moze nastati i zbog supstitucije
metiliranog citozina tirozinom (mC—T) na CT dinukleotidu (95). lako se radi o kombinaciji
mutacija koja je nadena jo§ kod bolesnika iz prve identificirane obitelji s Alandskog otodja
(131), postoje neujednaceni podaci u literaturi i bazi varijanti u genu za VWF u smislu tipa
VWB-a koji uzrokuje (40). Promjene zahvacaju domenu Al te uzrokuju pojacano vezanje
VWEF-a za trombocitni GPIb, $to je karakteristicno za tip 2B VWB-a. Klinic¢ki se bolest
ocCituje vrlo neupadljivo, pri ¢emu pojacana krvarenja izostaju ili su vrlo blaga, dok se
laboratorijski uocavaju uredne ili blago snizene vrijednosti aktivnosti i antigena VWF-a, uz
omjer koji prelazi 0,6, urednu raspodjelu multimera te odsutnost trombocitopenije, $to je pak
tipi¢no za tip 1 VWB-a. Jedino §to se isti¢e kod takvih bolesnika pojacan je odgovor na RIPA
ve¢ kod niskih koncentracija ristocetina od 0,5 mg/mL, §to je dokazano na stani¢nim linijama.
U izostanku odredivanja RIPA, a na temelju urednih nalaza svih provedenih koagulacijskih
pretraga te nezamjetne klinicke slike krvarenja, takvi su bolesnici klasificirani kao tip 1
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VWB-a u velikim istrazivanjima na kanadskoj, belgijskoj i ¢eskoj populaciji (94,132).
Medutim, pravilna klasifikacija bolesnika s tom kombinacijom varijanti rijedak je oblik tipa
2B Malmé/New York (133, 134). Ipak, pokazano je da vec¢ina bolesnika ima dostatan
odgovor na DDAVP, a njegovom primjenom ne dolazi do trombocitopenije, $to je opre¢no u
odnosu na bolesnike s klasi¢énim tipom 2B VWB-a (135). Temeljem svega navedenog ostaje
nerazjas$njeno radi li se o vrlo blagom obliku tipa 2B, o tipu 1 VWB-a ili 0 normalnim
genskim varijantama koje uzrokuju pojacanu agregaciju trombocita potaknutu ristocetinom in
vitro, dok in vivo nemaju utjecaja na hemostazu (102). Dodatno, varijanta ¢.3797C>T
(p.Pro1266Leu) moze tvoriti haplotip i s drugim varijantama, primjerice c.3789G>A
(p.Ser1263=) te ¢.3853G>A (p.Argl315His), a za takve kombinacije nije utvrdena pojac¢ana
agregacija trombocita potaknuta ristocetinom (93). Tumacenje nalaza geneticke analize i
previdanje moguceg ucinka neke mutacije na fenotip dodatno moze otezati nejednoznacna
prosudba patogenosti utvrdene varijante (136). Sukladno koristenom bioinformatickom alatu i
prediktivnom modelu ¢.3835G>A svrstava se kao varijanta neutvrdenog znacenja ili
vjerojatno benigna varijanta, a 0 potonjoj se kao takvoj ne bi trebalo ni izvjestavati.

Tip 2N nasljeduje se autosomno recesivno ili u slozenom heterozigotnom obliku
(137,138), a uzrokuju ga mutacije pogreSnog smisla u egzonima 18 do 27 koje kodiraju
domene D' i D3 VWF-a (137, 138). U provedenom istrazivanju tip 2N VWB-a dokazan je u
jednom slucaju sloZenoga heterozigotnog genotipa koji je ukljuc¢ivao najceSéu poznatu
mutaciju povezanu s tipom 2N c¢.2561G>A (p.Arg854GIn) te mutaciju c.2278C>T
(p-Arg760Cys). lako se radi o ranije opisanim mutacijama, prema dostupnim spoznajama ova
kombinacija do sada u literaturi nije opisana. Istrazivanje autora Borras i sur. (118) pokazalo
je da se mutacija ¢.2561G>A znatno ces¢e pojavljuje kao dio slozenoga heterozigotnog u
odnosu na homozigotni genotip i u takvom se obliku ocituje urednim ili blago sniZzenim
vrijednostima aktivnosti i antigena VWF-a, a i aktivnost FVIII ucestalo je uredna ili samo
blago sniZzena. Klju¢na laboratorijska pretraga u diferencijalnoj dijagnostici tipa 2N jest
VWE:FVIIIB koji je kod slozenih heterozigota s ovom mutacijom takoder ucestalo uredan ili
blago snizen, za razliku od slucajeva s ostalim mutacijama koje uzrokuju tip 2N kod kojih je
izrazito snizen (139). Klinicka slika tipa 2N uzrokovanog ovom genskom varijantom vrlo je
blaga te se smatra najblazim oblikom tipa 2N VWB-a (140). Stoga, iako u ovom istrazivanju
analiza VWF:FVIIIB nije provedena, Sto se moZe smatrati jednim od ogranicenja ove studije,
prema dostupnim podacima vjerojatno je da provedba ove pretrage ne bi znatno doprinijela
razluc¢ivanju dijagnoze tipa 2N. U tu je svrhu prije svega potrebno poznavati podrucje koje
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mutacija zahvaca, kao i funkciju VWF-a na koju utjeCe. Dok mutacija c.2561G>A
(p.Arg854GIn) zahva¢a domenu D' koja je odgovorna za vezanje FVIII na VWF, mutacija
€.2278C>T (p.Arg760Cys) nalazi se unutar propeptida i utjeGe na proteoliticko cijepanje
enzimom furinom. Prema rezultatima istrazivanja u kojem se provodila transfekcija bubreznih
stanica hr¢ka s mutiranim VWF-om, prisutnost arginina Cetiri aminokiseline uzvodno od
mjesta cijepanja pro-VWF kljuc¢na je za ucinkovito prepoznavanje supstrata enzima furina.
Zbog navedene mutacije ne dolazi do uklanjanja VWFpp, §to je nuzno za interakciju VWF i
FVIII (141). Takoder je dokazano da zadrzavanje VWFpp-a ne utjete na multimernu
strukturu, §to je potvrdeno i u opisanom slucaju gdje je utvrden uredan sastav multimera.
Manje promjene u multimernoj raspodjeli koje podrazumijevaju nepotpuno razdvajanje
pojedinih frakcija oligomera mogu biti posljedica prisutnosti dodatnog cisteina koji sudjeluje
u stvaranju disulfidnih mostova (141). Sli¢an slucaj opisan je kod bolesnika u Francuskoj kod
kojeg je uz c.2561G>A (p.Arg854GIn) dokazana i mutacija ¢.2287A>G (p.Arg763Gly) koja
zahvaéa posljednju aminokiselinu propeptida VWF-a (139). Mutacija ¢.2561G>A
(p-Arg854Gln) ogranicena je na bijelu rasu, Sto pokazuju i1 rezultati istraZivanja na kineskoj
populaciji gdje ta mutacija nije utvrdena (142).

Ispitanici s tipom 3 VWB-a u ovom su istrazivanju bili homozigoti ili slozeni
heterozigoti za besmislene mutacije i/ili mutacije pogresnog smisla, §to je u skladu sa
spoznajama o geneti¢koj osnovi tipa 3 VWB-a koji je povezan s najtezim laboratorijskim i
klini¢kim fenotipom. Iako se u pocetku pretpostavljalo da je tip 3 VWB-a uzrokovan samo
velikim delecijama, ve¢ su prva opseznija istrazivanja geneticke osnove VWB-a pokazala da
tip 3 VWB-a moze nastati i zbog prisutnosti manjih, tockastih mutacija. Kao §to je ranije
objasnjeno, mutacija ¢.4975C>T (p.Argl659Ter) u heterozigotnom je obliku kod dvije
ispitanice uzrokovala fenotip tipa 1 VWB-a, dok se u homozigotnom obliku ocitovala vrlo
teSkim laboratorijskim fenotipom, uz nemjerljivo niske vrijednosti VWF:GPIbM, VWF:Ag, i
VWEF:CB, te izrazito nisku aktivnost FVIIlI od 5 %. Ova mutacija otkrivena je u sklopu
istrazivanja autora Zhang i sur. (108) koje je obuhvatilo analizu 11 CGA argininskih kodona
koji sadrzavaju CpG dinukleotide i smatraju se primarnim mjestom eukariotske DNA
metilacije, Sto dovodi do nastanka TpG mutacijskog produkta. Mutacija p.Argl659Ter je uz
p.Arg2535Ter najCeS¢a besmislena uzro¢na mutacija tipa 3 VWB-a i otkrivena je u
populacijama razli¢itih geografskih podrucja, uklju¢uju¢i Grcku, Italiju, Finsku, Japan, Iran,
Indiju, Svedsku i Spanjolsku (108-111, 118, 143), a ovim je istraZivanjem potvrdena njezina
prisutnost i u hrvatskoj populaciji. Takoder je kod dvaju ispitanika koji nisu rodbinski
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povezani nadena najces¢a mutacija medu stanovniStvom srediSnje i sjeverne Europe koja
uzrokuje tip 3 VWB-a, a to je delecija ¢.2435delC (p.Pro812ArgfsTer31) (143). Radi se o
deleciji koja je nadena i medu ¢lanovima Alandske obitelji (131). Smatra se da je podrijetlo
ove mutacije slavensko $to potkrijepljuje njezinu prisutnost medu hrvatskim bolesnicima, a
njezino daljnje Sirenje po Europi posljedica je migracija stanovniStva (144). Do sada je
otkrivena u Spanjolskoj (118), Madarskoj (145), Ceskoj (99), Njemackoj, Italiji i Finskoj
(146). Teski fenotip koji ukljucuje izrazito niske, pa ¢ak i nemjerljive razine VWF-a, te
prisutnost teskih oblika krvarenja i ucestale potrebe za nadomjesnom terapijom posljedica je
preuranjenog prekida sinteze VWF-a i njegova gotovo potpunog nedostatka u cirkulaciji
(147). Uobicajeno su vrijednosti VWF:GPIbM, VWF:Ag i VWF:CB nemjerljivo niske, uz
takoder znatno snizenu aktivnost FVIII kao §to je u slucaju ispitanika VWB3-2. Za razliku od
toga, kod slu¢aja VWB3-1 dobivene su niske, ali mjerljive vrijednosti VWF:GPIbM,
VWF:Ag i VWF:.CB te aktivnost FVIII od 35 %, $to moze biti posljedica Cinjenice da se
radilo o jedinoj bolesnici koja je zbog izrazito teskih krvarenja tijekom zivota u vrijeme
ukljucivanja u ovo istrazivanje istodobno bila uklju¢ena i u klini¢ko ispitivanje kontinuirane,
profilakticke primjene nadomjesne terapije pripravkom VWF-a i FVIII Wilate. Tri slucaja
sloZzenih heterozigota ocitovala su se jednako teSkim laboratorijskim fenotipom i klini¢kim
slikama krvarenja koja su obuhvacala obilne epistakse, krvarenja iz probavnog sustava uz
pojavu melene, krvarenja u zglobove, a u jednom slucaju i u sredi$nji ziv¢ani sustav. Usto,
sva su tri bolesnika zbog ucestalih krvarenja razvila sideropeni¢nu anemiju. Kod dvaju
ispitanika iz iste obitelji obje pronadene mutacije pripadaju u skupinu besmislenih mutacija i
nisu ranije opisane, a nalaze se u egzonu 4 i 36 te zahvac¢aju domene D1 i D4 VWF-a. U
tre¢em slucaju radi se o novootkrivenoj mutaciji pogresnog smisla ¢.571T>C (p.Trp191Arg)
koja takoder zahvaca domenu D1, dok je druga besmislena mutacija ¢.7603C>T
(p.Arg2535Ter) poznata i nalazi se u egzonu 45 te zahvaca domenu C4. Prema podacima
autora James i Goodeve (43) takav genotip prisutan je kod otprilike 20 % bolesnika s tipom 3
VWB-a, a iako tocCkaste mutacije mogu biti rasprostranjene duz citavog gena najveéim Se
dijelom se nalaze unutar podru¢ja D1-D2 (egzoni 3-11) te D4-CK (egzoni 37-52).

Istodobno sekvenciranje gena za VWF i FVIII omogucilo je jednozna¢no razlikovanje
bolesnika s VWB-om od oboljelih i nositeljica hemofilije A, a koji se na temelju
laboratorijskih nalaza i klini¢ke slike krvarenja nisu mogli jasno razlikovati. Od pet ispitanika
koliko je identificirano s mutacijama u genu za FVIII, troje su iz iste obitelji i radi se 0 majci i
dva sina. Kod svih troje nadena je do sada neopisana mutacija pogresnog smisla ¢.6253G>A

132



(p-Glu2085Lys), pri cemu su sinovi homozigoti i stoga oboljeli od hemofilije A, dok je majka
kao heterozigot nositeljica hemofilije A. Iz rezultata koagulacijskih pretraga kod oboljelih od
hemofilije A treba izdvojiti sniZzenu aktivnost FVIII (17 % i 23 %) koja je unutar raspona koji
odgovara bolesnicima s blagom hemofilijom A (5 — 40 %), a u sluc¢aju HA-1 uocavaju se i
blago snizene vrijednosti VWF:GPIbM, VWF:Ag i VWF:CB. Njihova majka (HA-3) ima
samo blago snizenu aktivnost FVIII koja iznosi 45 % u trenutku ukljucivanja u ovo
istrazivanje. Preostale dvije nositeljice hemofilije A takoder su imale uredne vrijednosti
VWF:GPIbM 1 VWF:Ag, ali uz blago sniZzen VWF:CB te sniZzenu aktivnost FVIIL. Ovakvi
nejednoznacni obrasci promjena koagulacijskih nalaza kod nositeljica hemofilije A, uz
izostanak podatka o mutaciji u genu za FVIII, mogu dovesti do dvojbi radi li se o poremecaju
krvarenja uzrokovanom mutacijom u genu za FVIII ili o tipu 2N VWB-a. Vrijednost
sekvenciranja gena za VWF i FVIII kod bolesnika s VWB-om i hemofilije A ranije je
dokazana u nekoliko istrazivanja. Bastida i sur. (75) su na temelju istodobnog sekvenciranja
gena za VWEF, FVIII i faktor zgruSavanja IX kod bolesnika za koje se na temelju
koagulacijskih pretraga smatralo da boluju od hemofilije A i B sedam bolesnika naknadno
reklasificirali kao tip 1 VWB-a, tip 2N VWB-a, odnosno nositelje mutacija za tip 2N VWB-a.
Takoder, Fidalgo i sur. (129) tehnologijom NGS-a dokazali su prisutnost mutacija u genu za
VWE i potvrdili dijagnozu tipa 2N VWB-a kod dvaju bolesnika ranije dijagnosticirana kao
blaga hemofilija A. U istrazivanju autora Boylan i sur. (78) sekvenciranjem gena za VWF kod
bolesnika s blagom hemofilijom A dijagnoza VWB-a potvrdena je u Cetiri od 37 ispitanika
kod kojih nije nadena mutacija u genu za FVIII, dok su kod ¢ak 22 ispitanika dodatno
utvrdene abnormalnosti fenotipa 1/ili genotipa VWF-a koje mogu doprinijeti klini¢koj slici
kod blage HA. Takav sluc¢aj uoCen je kod Zzenske ispitanice HA-5 kod koje je, uz
novootkrivenu mutaciju ¢.1553C>A (p.Lys518Thr) u genu za FVIII, dodatno utvrdena i
mutacija pogresnog smisla ¢.6479A>G (p.Tyr2160Cys) u genu za VWF, a koja je samostalno
nadena 1 kod ispitanika s tipom 1 VWB1-14.

U ovom istrazivanju, jednako kao 1 u svim prethodnim istraZivanjima geneticke
osnove VWB-a (4, 118, 142), kod odredenog broja ispitanika nisu utvrdene mutacije u genu
za VWF. Od ukupno 30 ispitanika bez utvrdenih mutacija, devet je imalo vrijednosti
VWEF:GPIbM ispod 50 %. Takav rezultat u skladu je sa spoznajama da je samo 65 %
slucajeva snizenog VWF-a povezano s prisutno$¢u mutaciju u genu za VWF, a vjerojatnost da
je snizeni VWF posljedica postojanja mutacije raste Sto je razina VWF-a niza (2). Zbog toga
se bolesnici s vrijednostima VWF-a od 30 do 50 % i bez uzro¢ne mutacije izdvajaju kao
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zasebni entitet koji se naziva tzv. ,,niski VWF*. Prema zajednickim smjernicama Americkog
drustva za hematologiju (engl. American Hematology Association, ASH), ISTH, Nacionalne
zaklade za hemofiliju (engl. National Hemophilia Foundation, NHF) i Svjetske federacije za
hemofiliju (engl. World Federation of Hemophilia, WFH), kod bolesnika sa snizenim
rezultatima aktivnosti i antigena VWF-a koje upuéuju na tip 1 VWB-a za postavljanje
dijagnoze koristi se grani¢na vrijednost od 30 % neovisno o0 postojanju simptoma krvarenja, te
50 % ako bolesnik ima jasne simptome krvarenja (33). Takoder, bolesnici s vrijednostima
VWEF-a od 30 do 50 % dijagnosticiraju se kao tip 1 VWB-a u slucaju pozitivne obiteljske
anamneze. Dijagnozu kod takvih slucajeva s grani¢nim vrijednostima VWF-a dodatno
otezava nepotpuna penetrantnost genskih varijanti i varijabilni izrazaj, kao i utjecaj upale koji
moze prikriti blagi manjak VWF-a i otezati prosudbu nalaza koagulacijskih pretraga.
Dodatno, na klini¢ku sliku krvarenja i snizenu razinu VWF-a mogu utjecati i mutacije u
drugim genima te je uputno razmotriti i poremecaje funkcije trombocita kao moguce uzroke
(33). Od devet ispitanika s vrijednostima VWF-a ispod 50 % i bez nadene mutacije u genu za
VWEF, osam je imalo VWF:GPIbM izmedu 30 i 50 %, dok su u jednom slu¢aju odraslog
ispitanika dobivene izrazito niske vrijednosti VWF:GPIbM (6,9 %), VWF:Ag (14,7 %), FVIII
(14 %) te VWF:CB (6,1 %). Analizom multimera naden je selektivni manjak HMWM-a, $to
je u skladu sa snizenim omjerima VWF:GPIbM/VWF:Ag (0,47) i VWF.CB/VWF:Ag (0,41)
koji upucuju na gubitak veznih mjesta za GPIb i kolagen kao posljedicu strukturnih 1
funkcionalnih poremec¢aja VWF-a. Dodatnom genskom analizom tehnologijom MLPA nije
naden promijenjen broj kopija gena ni u jednom egzonu gena za VWF. Na temelju svih nalaza
koagulacijskih pretraga i geneti¢ke analize, negativne obiteljske anamneze na VWB, starije
dobi (61 godina), komorbiditete koji ukljucuju urogenitalnu malignu bolest i ulcerozni kolitis
te dugotrajne primjene kortikosteroida i bioloSke terapije, u ovog je bolesnika moguce da se
radi o ste¢enom von Willebrandovu sindromu.

Preostalih 21 ispitanika bez mutacija u genu za VWF imali su uredne nalaze svih
usmjerenih koagulacijskih pretraga. Unutar ove skupine sedam slucajeva odnosi se na
pedijatrijsku populaciju, a za dodatnih troje, koji su u trenutku ukljucivanja u istrazivanje bili
ve¢ odrasli, dijagnoza VWB-a takoder je postavljena tijekom djetinjstva. Moguci razlog
izostanka potvrde dijagnoze kod bolesnika za koje se prethodno smatralo da imaju VWB
upravo je postavljanje dijagnoze u dje¢joj dobi. Dijagnostika VWB-a u pedijatrijskoj
populaciji posebno je izazovna. S jedne strane, VWB moze biti premalo dijagnosticiran u
ranom djetinjstvu ako nije bilo dogadaja koji su mogli izazvati produljeno krvarenje, dok je s
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druge strane zbog ucestalijih pojava modrica i krvarenja iz nosa u djetinjstvu te fizioloski
nizih razina VWF-a mogucée i pogresno postavljanje dijagnoze VWB-a (148). U ispitanika bez
mutacija u genu za VWEF i urednih svih koagulacijskih nalaza dijagnoza VWB-a moze se
iskljuciti, ali zbog povijesti bolesti koja ukljucuje prolazno snizenje VWF-a ranije u zivotu
i/ili znakova produljenog krvarenja uputno ih je detaljnije obraditi u slu¢ajevima operacijskih
zahvata ili nekih drugih postupaka kod kojih postoji povecana opasnost od krvarenja. Posebnu
paznju i dodatnu obradu zahtijevaju ispitanici kod kojih je utvrdeno produljenje probirnih
pretraga, APTV-a te vremena stvaranja ugruska testovima PFA-200 COL/EPI i COL/ADP.
Ovakvi nalazi upucuju da moze postojati neki drugi blazi poremecaj primarne ili sekundarne
hemostaze koji uzrokuje klini¢ku sliku krvarenja, a zbog kojeg su se ovi ispitanici javili
lije¢niku.

Izmedu svih probirnih laboratorijskih pretraga provedenih u ovom istrazivanju, upravo
su se rezultati APTV-a te kapaciteta primarne hemostaze ispitanog pomocu testova PFA-200
COL/EPI i COL/ADP znatno razlikovali izmedu skupina ispitanika ovisno o postavljenoj
dijagnozi. Produljenje APTV-a oéekuje se kod bolesnika s VWB-om s izrazenije snizenom
razinom VWF-a, a sekundarno i snizenim FVIII (ispod 30 — 40 %) (43), $to je potvrdeno i u
ovom istrazivanju. U usporedbi s gornjom granicom referentnog intervala koji odgovara
kombinaciji reagensa i analizatora na kojem se analiza provodila i iznosi 20 do 30 sekundi,
APTV kod bolesnika s tipom 2 VWB-a bio je blago produljen, s medijanom od 30,9 s (IQR:
28,7 — 34,6), a kod bolesnika s tipom 3 uoceno je znatnije produljenje, pri ¢emu je medijan
APTV-aiznosio 52,2 s (IQR: 46,7 — 54,7). Kod ispitanika s mutacijama u genu za FVIII Kkoji
su Kklasificirani kao oboljeli ili nositelji blage hemofilije A, APTV (medijan 34,2; IQR: 31,9 —
35,9) se nije statisticki razlikovao od APTV-a kod tipa 2 i tipa 3 VWB-a, ¢ime je potvrdena
ogranic¢ena primjena ove globalne koagulacijske pretrage u diferencijalnoj dijagnostici VWB-
a 1 blage hemofilije A. Takoder je potvrdeno da ¢e kapacitet primarne hemostaze ispitan na
uredaju PFA-200 biti nemjerljiv ili produljen kod svih bolesnika s tipom 2 i tipom 3 VWB-3,
Sto potvrduje da se radi o vrijednoj probirnoj pretrazi u dijagnostici VWB-a (149). Jedina su
iznimka ispitanici s genskom osnovom tipa 2B Malmé/New York kod kojih je bio produljen
samo COL/EPI dok je COL/ADP wuredan, Sto moZe biti posljedica neupadljivoga
laboratorijskog fenotipa i uredne raspodjele multimera. Odredivanje VWF:GPIbM i VWF:Ag
osnova je laboratorijske obrade bolesnika sa sumnjom na VWB, a u ovom je istrazivanju
potvrdeno da se na temelju nemjerljivo niskih rezultata moZze jednoznac¢no postaviti dijagnoza
tipa 3 VWB-a bez potrebe za daljnjom laboratorijskom obradom. Takoder, njihovo
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odredivanje klju¢no je za pocetno razlikovanje kvalitativnih poremecaja povezanih s tipovima
2 VWB-a od kvantitativnog tipa 1 VWB-a. Ipak, iako se pojedini tipovi VWB-a najcesce
prepoznaju u tipi¢nim obrascima promjena koagulacijskih nalaza, u ovom je istrazivanju
pokazano da ponekad ¢ak i uz sve dostupne laboratorijske pretrage i geneticku analizu nije
moguce jednoznacno diferencijalno dijagnosticki definirati podtip VWB-a. To je posljedica
veli¢ine 1 slozenosti molekule VWF-a, velikog broja razli¢itih mutacija koje ¢ak i ako se
nalaze unutar iste domene mogu razliCito utjecati na klinicki i1 laboratorijski fenotip, te
predanalitickih, analitickih 1 fizioloskih c¢imbenika koji mogu utjecati na rezultate
laboratorijskih pretraga.

Prilikom postavljanja dijagnoze VWB-a vazno je uzeti u obzir podatak o krvnoj grupi
ABO, ako je poznat, s obzirom na fizioloski nize razine VWF-a kod osoba krvne grupe O u
odnosu na ostale. Dostupni literaturni podaci upozoravaju da zbog utjecaja krvne grupe ABO
postoji znatno prevladavanje tipa 1 VWB-a medu osobama krvne grupe 0 koje nije u skladu s
uobicajenom ucestalos¢u krvnih grupa ABO u opcoj populaciji (150). U istrazivanju autora
Nitu-Whalley i sur. (151) provedena je reevaluacija dijagnoze tipa 1 VWB-a na temelju
grani¢nih vrijednosti za aktivnost VWF-a prilagodenih krvnoj grupi te osobne i obiteljske
anamneze krvarenja. U skupini od 246 ispitanika pokazano je da se temeljem tih kriterija
samo kod 59 % njih moze potvrditi dijagnoza tipa 1 VWB-a, dok je kod ostalih upitno radi li
se o mogucem VWB-u, bolesnicima koji pripadaju skupini tzv. ,,niskog VWF-a“ ili samo
grani¢no snizenim aktivnostima kao posljedici krvne grupe 0. Ovo istrazivanje, iako
provedeno na znatno manjem broju ispitanika, takoder upozorava na to da se tip 1 VWB-a
dijagnosticira ucestalije medu bolesnicima s krvnom grupom 0. Medu ispitanicima krvne
grupe 0 mutacije su potvrdene u statisticki manjem udjelu ispitanika u odnosu na krvne grupe
AiB.

Ucestalost tezine pojedinih simptoma krvarenja nije se statisti¢ki razlikovala ovisno o
prisutnosti mutacije u genu za VWF, ali statisticki znacajna razlika utvrdena je za pojavnost
simptoma krvarenja prema podskupinama ispitanika ovisno o kona¢no dodijeljenoj dijagnozi.
Ocekivano, pojavnost teSkih simptoma krvarenja zabiljezena je u najve¢em udjelu kod
bolesnika s tipom 3 VWB-a, dok su blagi simptomi krvarenja koji ukljucuju epistakse,
krvarenja u kozu, produljena krvarenja iz rana ve¢ nakon manjih ozljeda te krvarenja u usnu
Supljinu u najvecem udjelu utvrdena kod bolesnika s tipom 1 VWB-a te ispitanicima s
urednim koagulacijskim nalazima i1 bez mutacija u genu za VWF. S obzirom na ¢injenicu da
su svi simptomi krvarenja zabiljeZzeni na temelju subjektivne procjene ispitanika, jasno da je
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kod blagih simptoma najteze razluciti gdje se tocno nalazi granica izmedu fizioloskoga i
produljenog krvarenja. Poveéana sklonost krvarenjima zahtijeva i primjenu terapije, pa je tako
u statisticki ve¢em broju bolesnika s mutacijama u genu za VWF primjenjivana
traneksamicna kiselina, ali nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u primjeni traneksamicne
kiseline medu podskupinama na temelju konaéne dijagnoze. Nadomjesna terapija pripravcima
VWEF i FVIII statisticki je ¢eS¢e primjenjivana kod ispitanika s mutacijama u genu za VWF u
odnosu na one kod kojih mutacije nisu nadene, a u najve¢em udjelu bolesnika unutar pojedine
podskupine primjenjivala se kod bolesnika s tezim oblicima VWB-a, tipom 2 i tipom 3.
Uocena ujednacena primjena trancksamicne kiseline neovisno o konaénoj dijagnozi, kao i
nepovezanost pojave blagih simptoma krvarenja s prisutnosti mutacija u genu za VWF
upotpunjuje dosadasnje znanstvene spoznaje povezane s rezultatima koagulacijskih pretraga i
genetickim analizama koje su upozorile na zahtjevnost postavljanja pravilne dijagnoze VWB-
a, posebice kod blagih poremecaja krvarenja.

Provedenim istrazivanjem unaprijeden je diferencijalno dijagnosticki algoritam VWB-
a u istrazenoj kohortnoj skupini bolesnika u Republici Hrvatskoj. Postoje¢i laboratorijski
pristup proSiren je odabranim specificnim koagulacijskim pretragama te je dobiven detaljan
uvid u strukturna i funkcionalna svojstva VWF-a kod svakog ispitanika. Molekularna
dijagnostika koja je ukljucila istodobnu analizu ¢itavih gena za VWF 1 FVIII
visokopropusnom i preciznom molekularnom metodom NGS-a, uz dodatno ciljano
pretraZivanje duplikacija i1 delecija metodom MLPA, omoguc¢ila je jednozna¢nu identifikaciju
genske osnove fenotipa krvarenja, pravilno postavljanje dijagnoze VWB-a te diferencijalno
dijagnosticko razlu€ivanje od blage hemofilije A ¢ime je potvrdena postavljena hipoteza
istrazivanja. Ovim istraZivanjem osigurana je osnova za pravilno lijecenje 1 skrb za bolesnike.
Analizom genotipa i fenotipa razjasnjeni su molekulsko-patofizioloski procesi koji su u
podlozi fenotipa krvarenja u ovoj skupini ispitanika.

Blagi poremecaji krvarenja ostaju trajni izazov u dijagnostici bolesti hemostaze. Kao
Sto je dokazano i1 u ovom istrazivanju, izostanak mutacije ne mora nuzno znaciti izostanak
kvantitativnog manjka VWF-a, jednako kao $to su kod odredenog broja bolesnika pronadene
mutacije u genu za VWF, uz uredne koagulacijske nalaze. Cak i primjenom svih danas
dostupnih dijagnostickih pristupa ponekad nije moguce precizno etioloski definirati i razlugditi

patofiziolosku osnovu klini¢ke slike blagih poremecaja krvarenja (34).
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. ZAKLJUCCI

Ovim je istrazivanjem po prvi put u Republici Hrvatskoj proveden cjelovit pristup u
dijagnostici VWB-a koji je uklju¢ivao probirne, usmjerene i visokodiferentne
koagulacijske pretrage kojima su ispitana funkcionalna i strukturna svojstva VWF-a te
molekularnu dijagnostiku koja se odnosi na analizu gena za VWF i FVIII
tehnologijom NGS-a i dodatnu gensku analizu s ciljem detekcije velikih delecija i
duplikacija metodom MLPA.

. Utvrdena je znatna heterogenost geneticke osnove VWB-a u hrvatskoj populaciji. U
kohortnoj skupini od 83 ispitanika utvrdeno je ukupno 36 razli¢itih mutacija u genu za
VWE. Od toga je 25 mutacija pogresnog smisla, Sest besmislene mutacije, tri mutacije
pomaka okvira ¢itanja i to delecije, dok se dvije mutacije odnose na greske prekrajanja
unutar intronskih regija.

Genetickom analizom otkriveno je 13 do sada neopisanih mutacija u genu za VWF.
Radi se 0 osam mutacija pogre$nog smisla (c.571T>C, ¢.1496A>C, c.1531A>C,
€.3829G>T, ¢.3829G>C, c.4471A>G, c.6479A>G, c.6596G>A), tri besmislene
mutacije (¢.319C>T, c.6151A>T, ¢.6504C>A), deleciji egzona 1 do 6 te jednoj gresci
prekrajanja unutar introna (¢.6599-2A>G).

Izmedu 48 ispitanika kod kojih su nadene mutacije samo u genu za VWF, 38
ispitanika bili su heterozigoti, sedam slozeni heterozigoti i tri homozigoti.

. Najveci broj mutacija u genu za VWF naden je unutar egzona 28 i iznosio je 18.

Na temelju rezultata koagulacijskih pretraga i geneticke analize, dijagnoza tipa 1
VWB-a postavljena je kod 19 ispitanika, tipa 3 kod Sest ispitanika, dok je od 23
ispitanika koji su dijagnosticirani s tipom 2 VWB-a za njih 15 dodijeljena dijagnoza
tipa 2A, za 7 tipa 2B i za jednog bolesnika dijagnoza tipa 2N VWB-a.

. Kod 30/83 (36 %) ispitanika nisu nadene mutacije u genima za VWF 1 FVIIL, pri ¢emu
je devet ispitanika zbog vrijednosti VWF:GPIbM ispod 50 % svrstano u kategoriju
tzv. ,,niskog VWF-a“.

Istodobnim sekvenciranjem gena za VWF i FVIII tehnologijom NGS otkrivene su
mutacije u genu za FVIII kod pet ispitanika te su dijagnosti¢ki reklasificirani na
sljede¢i nacin: u dva muska homozigota postavljena je dijagnoza blage hemofilije A,
dok su preostale tri zenske ispitanice heterozigoti i Smatraju se nositeljicama

hemofilije A. Kod jedne je Zenske ispitanice uz mutaciju u genu za FVIII dodatno
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10.

11.

12.

13.

nadena i mutacija u genu za VWF. Dvije su mutacije u genu za FVIII novootkrivene:
€.1553A>C i €.6253G>A.

Primjena dodatne molekularne metode MLPA kod ispitanika sa sniZenim razinama
VWEF-a, ali bez utvrdenih mutacija tehnologijom NGS omogudila je otkrivanje do sada
neopisane velike heterozigotne delecije u podrucju egzona 1 do 6 gena za VWF-a,
¢ime je potvrden kvantitativni poremecaj VWF-a koji odgovara dijagnozi tipa 1
VWB-a.

Statisti¢ki znacajna razlika (P < 0,001) izmedu ispitanika s tipom 1, tipom 2, tipom 3
VWB-a, ispitanicima iz kategorije tzv. ,,niskog VWF-a“, ispitanicima bez mutacija u
genima za VWF i FVIII i urednim koagulacijskim nalazima te ispitanicima s
mutacijama u genu za FVIII utvrdena je za APTV, PFA-200 COL/EPI, PFA-200
COL/ADP, VWF:GPIbM, VWF:Ag, FVIII, VWF.CB, udjele HMWM i LMWM, te
omjere VWF.GPIbM/VWF:Ag (P < 0,001), VWF.CB/VWF:Ag (P = 0,022) i
FVIII/VWEF:Ag (P = 0,001)

Tezina simptoma krvarenja nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu ispitanika s
mutacijama i bez njih u genu za VWF (P=0,343), ali je statisticki znacajna razlika
utvrdena za pojavnost blagih (P = 0,017) i teskih simptoma krvarenja (P < 0,001)
izmedu podskupina ispitanika.

Traneksamiéna kiselina statisticki se ¢e$¢e primjenjivala kod ispitanika s mutacijama
u genu za VWF (P=0,021), iako usporedbom primjene medu podskupinama ispitanika
na temelju kona¢ne dijagnoze nije utvrdena statisticki znacajna razlika u njezinoj
primjeni (P = 0,238).

Nadomjesna terapija pripravcima VWF 1 FVIII ucestalije se primjenjivala kod
ispitanika s mutacijama u genu za VWF (P = 0,009), a usporedbom primjene medu
podskupinama ispitanika na temelju konacne dijagnoze utvrdeno je da je najveci udio

bolesnika s tipom 2 i tipom 3 VWB-a dobivao ovaj oblik terapije.
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9. ZIVOTOPIS

Ivana Lapi¢ rodena je 21. veljace 1988. Osnovnu skolu i prirodoslovno-matematicku
gimnaziju pohadala je u Rovinju.

Studij Medicinske biokemije na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu upisuje 2006. godine gdje je diplomirala 2011. godine i stekla titulu magistre
medicinske biokemije. Pripravnicki staz obavlja u Klinickom zavodu za laboratorijsku
dijagnostiku KBC-a Zagreb u razdoblju od listopada 2011. do 2012., polaze stru¢ni ispit za
magistre medicinske biokemije te se 2013. zaposSljava u Medicinsko-biokemijskom
laboratoriju Goran Bulatovi¢ u Rijeci. Od srpnja 2014. zaposlena je u Klinickom zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb, a 13. srpnja 2018. polaze specijalisticki ispit iz
medicinske biokemije i laboratorijske medicine. Od tada radi u Odjelu za laboratorijsku
hematologiju 1 koagulaciju Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klinickoga
bolni¢kog centra Zagreb. Poslijediplomski doktorski studij na Farmaceutsko-biokemijskom
fakultetu upisuje 2015. godine. Od 2015. do 2020. godine sudjelovala je u odrZzavanju nastave
na studiju Medicinsko-laboratorijska dijagnostika Zdravstvenog veleucilista. Od 2017. godine
sudjeluje kao vanjski suradnik u izvodenju nastave na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu
na kolegiju Hematologija 1, a od 2020. godine i na kolegijima Hematologija 2, Koagulacija i
Laboratorijska medicina temeljena na dokazima. Sudjelovala je kao predavac na vise stru¢nih
i znanstvenih skupova te tecajeva trajnog usavr$avanja iz podrucja laboratorijske medicine.
Objavila je 41 znanstveni i stru¢ni rad, od kojih je za 28 prvi autor, 35 posterskih sazetaka te
Cetiri poglavlja u prirucnicima. Suradnica je na jednom zavrSenom i jednom tekuéem
istrazivackom projektu Hrvatske zaklade za znanost. Clanica je Uredni¢kog odbora dasopisa
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Hrvatske komore medicinskih biokemicara i
Hrvatskog drustva za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu.

Dobitnica je nagrade Hrvatskog drustva za medicinsku biokemiju i laboratorijsku
medicinu za najboljeg mladog znanstvenika u 2019. godini te stipendistica Nacionalnog

programa ,,L'Oreal - UNESCO Za Zene u znanosti* u 2021. godini.
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SAZETAK

Visestruka uloga von Willebrandova faktora (VWF) u hemostazi, slozenost njegove strukture i veliki broj mutacija u
razli¢itim dijelovima gena za VWF ¢ine von Willebrandovu bolest (VWB) klinicki izrazito heterogenim poremecajem,
a njegovu pravilnu dijagnostiku i razlikovanje od blage hemofilije A otezanima. Cilj ovog istraZivanja bio je
primijeniti cjeloviti pristup dijagnostici VWB-a u Republici Hrvatskoj koji uklju¢uje globalne i visokodiferentne
koagulacijske pretrage kojima su ispitana funkcionalna i strukturna svojstva VWF-a te molekularnu analizu svih
sljednih varijanti u genima za VWF i faktor zgruSavanja VIII (FVIII) sekvenciranjem sljede¢e generacije (NGS) i
dodatnim pretraZivanjem velikih delecija i duplikacija metodom viSestrukog umnazanja vezanih sondi. Istrazivanje je
obuhvatilo 83 ispitanika, a mutacije u genu za VWF nadene su kod njih 48. Na temelju rezultata koagulacijskih
pretraga i geneticke analize, 19 ispitanika klasificirano je kao tip 1 VWB-a, Sest kao tip 3, dok je medu 23 ispitanika s
tipom 2 VWB-a 15 imalo tip 2A, sedam tip 2B, a tip 2N potvrden je u jednom slucaju. Heterozigotni genotip utvrden
je kod 38 ispitanika, sedam su bili slozeni heterozigoti i tri homozigoti. Ukupno je utvrdeno 36 razli¢itih mutacija u
genu za VWF, od kojih su 13 novootkrivene. Mutacije u genu za FVIII nadene su kod petero ispitanika, pri ¢emu je u
dva muska homozigota postavljena dijagnoza blage hemofilije A, dok su tri Zenske ispitanice heterozigoti i smatraju se
nositeljicama hemofilije A. Kod jedne je ispitanice uz mutaciju u genu za FVIII nadena i mutacija u genu za VWF.
Dvije su mutacije u genu za FVIII novootkrivene. Kod 30 (36 %) ispitanika nisu nadene mutacije u genima za VWF i
FVIIIL, pri ¢emu je devet ispitanika zbog aktivnosti VWF-a ispod 50 % svrstano u kategoriju tzv. ,,niskog VWF-a“.
Ovo istraZivanje upozorilo je na znatnu heterogenost geneticke osnove VWB-a u hrvatskoj populaciji, a istodobno
sekvenciranje gena za VWF i FVIII tehnologijom NGS omoguéilo je jednozna¢no postavljanje dijagnoze VWB-a te
diferencijalno dijagnosti¢ko razluc¢ivanje od blage hemofilije A. Time je osigurana osnova za pravilno lijeCenje i skrb
za bolesnike te su razjasnjeni molekulsko-patofizoloski mehanizmi koji su u podlozi poremecaja krvarenja kod
obradenih bolesnika.
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SUMMARY

Multiple functions of von Willebrand factor (VWF), its structural complexity and numerous mutations throughout the
whole VWF gene impact the clinical heterogeneity of von Willebrand disease (VWD) and make its accurate diagnosis
and distinction from mild haemophilia A challenging. The aim of the present study was to introduce a comprehensive
laboratory diagnostic approach that included screening and specific coagulation assays, as well as molecular analysis
of VWF and coagulation factor VIII (FVIII) genes by means of next-generation sequencing (NGS) and additional
targeted screening for deletions and duplications using the multiplex ligation-dependent probe amplification method.
Of the 83 study participants, 48 were identified with disease-associated mutations in the VWF gene, of whom 19 were
classified as type 1 VWD, six as type 3 VWD, while among the 23 patients with type 2 VWD, 15 were assigned as
type 2A, seven as type 2B, and in one case type 2N VWD was confirmed. Heterozygous genotype was present in 38
patients, compound heterozygosity in seven patients while three patients were homozygous for mutations within the
VWEF gene. In total, 36 distinct disease-associated mutations were found within the VWF gene, of which 13 were
novel. Four study participants were identified with mutations within the FVIII gene only, while one female participant
had mutations both in VWF and FVIII genes. The two siblings who were homozygous for a mutation in the FVIII
gene were diagnosed with mild haemophilia A, while the three heterozygous females were classified as carriers of
mild haemophilia A. Two mutations within the FVII1 gene were novel. Of the remaining 30 (36 %) study participants
without mutations within the VWF and FVIII genes, nine had VWF activity below 50 % and were classified as “low
VWEF. The present study revealed considerable genetic heterogeneity among patients with VWD in Croatia. The
application of simultaneous sequencing of whole VWF and FVIII genes by means of NGS was proven as a valid
approach for differential diagnosis of VWD subtypes, as well as for unambiguous distinction of VWD from mild
haemophilia A. This study provided basis for appropriate patient treatment and care, as well as enhanced the
understanding of the underlying molecular pathophysiology of the bleeding phenotype in the evaluated patients.
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