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новые диагностические возможности

А.В. Полетаев1, Е.А. Серёгина1, 2, А.В. Пшонкин1, Н.А. Карамян1,
 Д.В. Фёдорова1, С.А. Плясунова1, П.А. Жарков1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии и иммунологии 

имени Дмитрия Рогачева» Минздрава России; Россия, 117198, Москва, ул. Саморы Машела, 1; 
2ФГБУН «Центр теоретических проблем физико-химической фармакологии Российской академии наук»; 

Россия, 109029, Москва, ул. Средняя Калитниковская, 30

Контактные данные: Александр Владимирович Полетаев poletaev_alexandr@mail.ru

Актуальность. Мультимерный анализ (МА) является важнейшим инструментом в диагностике болезни Виллебранда (БВ). 

Существующие методики МА являются сложными, не стандартизованными, занимают много времени.

Цель исследования – оценить диагностические возможности автоматизированного метода МА фактора фон Виллебранда 

(vWF).

Материалы и методы. Исследованы образцы плазмы здоровых добровольцев, а также пациентов с установленным типом БВ 

и приобретенным синдромом Виллебранда (СВ). Для постановки типа БВ выполнялись следующие лабораторные тесты: антиген 

vWF; ристоцетин-кофакторная активность vWF; коллаген-связывающая активность vWF;  тест ристоцетин-индуцирован-

ной агрегации тромбоцитов; активность фактора VIII, фактор VIII-связывающая и коллаген-связывающая способности vWF. 

МА проводился с использованием набора HYDRAGEL 5 von Willebrand Multimers на автоматическом анализаторе Hydrasys 2.

Интерпретация распределения мультимеров vWF в геле проводилась визуально: выявлялись высокомолекулярные, промежуточ-

ные и низкомолекулярные формы.

Результаты. У здоровых добровольцев было выявлено 9–12 протомеров с нормальным распределением, аналогичным контро-

лям. У пациентов с 1-м типом БВ наблюдалось относительное уменьшение интенсивности мультимерных полос с сохранением 

их нормального распределения. У пациентов с 3-м типом БВ отмечалось полное отсутствие мультимерного сигнала на геле. 

У пациентов с 2А типом отсутствовали высоко- и среднемолекулярные мультимеры; у пациентов с 2М и 2N типами БВ на фоне 

измененных функциональных свойств vWF распределение мультимеров соответствовало нормальному. У большинства пациен-

тов с СВ не выявлено нарушения распределения мультимеров, однако у части больных наблюдались изменения в виде некоторого 

снижения больших мультимерных форм в фореграмме.

Выводы. МА позволил визуализировать различные типы БВ, метод удобен в применении и может быть использован для определе-

ния подтипа болезни. Однако только полная панель тестов позволит с высокой точностью типировать БВ.
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Von Willebrand factor multimeric assay: novel diagnostics capabilities
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Introduction. Distinguishing between Von Willebrand disease (vWD) types often requires multimer gel analysis. The 

current techniques for vWF multimer structure are manual, complicated, non-standardized and time consuming. 

The aim of this study was to evaluate diagnostic capabilities of new automated vWF multimer screening assay.

Materials and methods. Children with vWD, acquired von Willebrand Syndrome (aVWS) and 8 healthy donors as a control group were 

enrolled in this study. Von Willebrand factor antigen (vWF Ag); ristocetin cofactor activity (VWF:Rco); vWF collagen binding (VWF:CB); 

ristocetin-induced platelet aggregation (RIPA); factor VIII clotting activity (FVIII:C) and vWF factor VIII binding activity (vWF:FVIIIb) 

were performed to evaluate vWD. Multimer analysis was carried out using the commercial HYDRAGEL 5 von Willebrand Multimers kit on 

semi-automatic gel electrophoresis instrument HYDRASYS (SEBIA).

Results. The samples from control group had 9–12 bands of vWF multimers with the same distribution as control plasma. Patients with type 

I vWD had the proportional decrease in the intensity of the bands with preservation of the normal distribution of the band. Patients with type 

III vWD reveal the complete absence of the multimer bands on the gel. Multimer analysis in type IIA shows the absence of high molecular 

weight multimer bands. In other patients the distribution of vWF multimers was normal against the changes in functional properties of vWF 

(types IIM, N). Most of the children with aVWS also revealed normal distribution of vWF multimers, however, in some patients, the slight 

decrease in large multimeric forms was observed visually on the gel.
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Conclusion. Multimer analysis allows to visualize the multimer distribution in various types of von Willebrand disease. The method is easy to 

perform and can be useful for distinguishing between the subtypes of vWD. But only the full test panel including genetic tests would allow the 

differentiantion of vWD types with high precision.

Key words: von Willebrand disease, Willebrand syndrome, factor, diagnosis, multimeric assay, electrophoresis
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Введение 
Болезнь Виллебранда (БВ) является одним из 

наиболее часто встречающихся наследственных 

геморрагических состояний в Европе, заболеваемость 

в популяции достигает 1 % [1, 2]. В России БВ наблю-

дается значительно реже, что связано с преобладани-

ем легких и бессимптомных форм, не вынуждающих 

пациентов обращаться за медицинской помощью, 

а также низкой доступностью лабораторной диагнос-

тики [3]. Заболевание связано с количественными или 

качественными нарушениями в молекуле фактора 

Виллебранда (vWF). vWF представляет собой круп-

ный белок с молекулярной массой 280 кДа, синтез 

которого происходит в эндотелии и мегакариоцитах. 

Основной функцией vWF является адгезия тромбоци-

тов к субэндотелиальным структурам. Причем адге-

зивной способностью обладают крупные формы vWF. 

Также он обеспечивает защиту фактора свертывания 

VIII от протеолитической активности протеина С

[4, 5].
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Текущая классификация БВ включает в себя 

6 различных типов [6, 7]. Диагностика типов 1 и 3 не 

вызывает никаких затруднений и возможна при ана-

лизе клинической картины пациента и выполнении 

скрининговых тестов на определение антигена vWF 

(vWF:Ag), ристоцетин-кофакторной активности 

(vWF:RCo), активности фактора свертывания VIII 

(FVIII:C). В то время как определение подтипов 2А, 

2В, 2М и 2N БВ требует выполнения дополнительных 

тестов, таких как коллаген-связывающая способ-

ность (vWF:СВ), фактор VIII-связывающая способ-

ность vWF (vWF:FVIIIВ), которые ввиду гетероген-

ности получаемых результатов не всегда способны 

помочь в точном типировании болезни [2]. Поэтому 

часто необходимы дополнительные исследования. 

Уникальным является мультимерный анализ (МА) 

vWF, позволяющий визуализировать распределение 

мультимерных форм vWF в зависимости от размера. 

Однако данная методика доступна в очень малом 

количестве лабораторий, поскольку технически слож-

на, трудоемка и не стандартизована при мануальной 

постановке [8]. Недавно стал доступен коммерческий 

набор для визуализации мультимеров vWF компании 

Sebia (France), позволяющий в автоматизированном 

режиме проводить разделение изоформ vWF в геле [9]. 

Целью нашего исследования стала оценка диагнос-

тических возможностей данного автоматизированно-

го метода МА vWF.

Материалы и методы
Пациенты
Были исследованы образцы плазмы 8 здоровых 

добровольцев в возрасте от 24 до 30 лет и пациентов 

с установленным диагнозом БВ (8 больных с 1-м типом, 

10 – со 2-м и 2 – с 3-м типом БВ в возрасте от 1 года до 

15 лет), обратившихся в консультативно-поликлини-

ческое отделение НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогаче-

ва с жалобами на кровоточивость. Также исследована 

плазма 5 пациентов с эссенциальной тромбоцитемией 

и лабораторными признаками приобретенного син-

дрома Виллебранда (СВ). Диагноз устанавливался на 

основании клинико-лабораторных данных в соответ-

ствии с международными рекомендациями [2, 7].

Взятие образцов и пробоподготовка
Кровь набиралась из периферической вены 

в вакуумные пробирки Sarstedt Monovette объемом 

3,0 мл, содержащих 3,2 % цитрат натрия, в соотно-

шении 1:9 в соответствии с международным стандар-

том [10]. Забор крови производился утром, натощак. 

Образцы подвергались центрифугированию (Labofuge 

400, ThermoScientific, Германия) при 200g 10 мин – 

для получения богатой тромбоцитами плазмы (PRP) 

и при 1500g 15 мин – для получения бедной тромбо-

цитами плазмы (РРР). 

Исследование образцов
Агрегация тромбоцитов с ристоцетином (ristocetin 

induced platelet aggregation, RIPA) и низкими доза-

ми ристоцетина (low dose ristocetin induced platelet 

aggregation, Ld-RIPA) выполнялась на лазерном агре-

гометре АЛАТ-2.

Исследование активированного частичного тром-

бопластинового времени (АЧТВ, APTT SynThAsil), 

концентрации vWF:Ag, vWF:RCo, активности фак-

тора VIII (FVIII:C, FVIII deficient plasma) выполня-

лось на автоматическом коагулометре ACL TOP 700 

(Instrumentation Laboratory, USA) с использованием 

стандартных наборов.

Определение vWF:СВ и vWF:FVIIIВ произво-

дилось с помощью диагностических наборов Stago 

(Diagnostica Stago, France) методом твердофазного 

иммуноферментного анализа.

МА проводился с помощью диагностического 

набора HYDRAGEL 5 von Willebrand Multimers (Sebia, 

France) на полуавтоматическом приборе для электро-

фореза Hydrasys 2 (Sebia, France). Образцы плазмы 

предварительно были разведены с помощью разба-

вителя в соответствии с рекомендациями к набору 

и инкубировались в течение 20 мин при 45 ºС. Разбав-

ленные образцы были загружены в гели и подвергну-

ты следующим этапам: миграция; иммунофиксация 1; 

иммунофиксация 2; визуализация: сушка геля; обес-

цвечивание геля; сканирование геля. Сканирование 

выполнялось на программном обеспечении Phoresis 

(Sebia, France).

Результаты
Здоровые добровольцы
Исследование мультимерного профиля (МП) 

у здоровых добровольцев продемонстрировало 

нормальное распределение всех форм vWF: низко-

молекулярных (НМ), среднемолекулярных (СМ) 

и высокомолекулярных (ВМ) (рис. 1). В качестве 

контроля использовалась рекомендуемая протоколом 

Sebia нормальная контрольная плазма [9]. На денси-

тограмме видна потеря части высокомолекулярных 

форм vWF, что объясняется процессом приготов-

ления лиофилизированной плазмы [11]. Поэтому 

в дальнейшем для контроля мы применяли пул нор-

мальной плазмы (ПНП), набранный в лаборатории 

(5 здоровых добровольцев с известным количеством 

vWF (vWF:Ag) – 94,4 %).

Рис. 1. Здоровые добровольцы (дорожки 1–4), коммерческая нормаль-

ная плазма (КНП) – дорожка 5

Fig. 1. Healthy donors (tracks 1–4), lyophilized pooled normal plasma 

(track – 5)

Lyophilized pooled 

normal plasma

Healthy donors



ТОМ | VOL. 8
2021Российский журнал ДЕТСКОЙ ГЕМАТОЛОГИИ и ОНКОЛОГИИ

R u s s i a n  J o u r n a l  o f  P e d i a t r i c  H e m a t o l o g y  а n d  O n c o l o g y

38

2
О

р
и

г
и

н
а

л
ь

н
ы

е
 и

с
с

л
е

д
о

в
а

н
и

я
  

|| 
 O

ri
g

in
a

l 
s

tu
d

ie
s

Результаты лабораторных тестов пациентов с различными типами БВ и СВ

Laboratory test results of samples from patients with different types of vWD and acquired von Willebrand Syndrome (aVWS)

№ 
пациента
Patient No

Тип БВ
vWD 

type 

vWF:Ag
(42,2–150 %)

vWF:RCo
(42–150 %)

vWF:RCo/
vWF:Ag
(> 0,7)

vWF:CB
(79–147 %)

vWF:FVIIIB
(70–144 %)

FVIII:C
(50–150 %)

Ld-RIPA
(0-10%)

MA
Multimeric assay

1 1 34,3 24,1 0,7 34,9 68,9 64,9 2
Нормальный МП

Normal multimeric profile

2 2А 51,4 19,1 0,4 9,8 111,8 65,7 2

Потеря ВМ и СМ мульти-

меров

Loss of high and medium 

molecular multimeters

3 2В 47,1 12,3 0,26 62 120 46 86

Потеря преимущественно 

ВМ мультимеров

Loss of predominantly high 

molecular multimeters

4 2М 97,1 24,9 0,3 109,9 78,6 75,9 2
Нормальный МП

Normal multimeric profile

5 2М 46,6 14 0,3 13,5 58,1 58,9 6
Нормальный МП

Normal multimeric profile

6 2N 32,2 35,2 1,09 110 17,3 12,4
Отсут-

ствует

Absent

Нормальный МП

Normal multimeric profile

7 3 0,7 7,1 Н/д 0,64 0 4 0
Отсутствие полос на геле

No streaks on the gel

8
СВ

aVWS
46 1,1 0,02 28,7 60,4 Н/д 6

Частичная потеря ВМ 

мультимеров

Partial loss of high molecular 

multimeters

9
СВ

aVWS
138,5 89,4 0,64 109,9 72,1 Н/д 0

Нормальный МП

Normal multimeric profile

Примечание. Н/д – нет данных.

Note. Н/д – no data.

У пациента № 1 с 1-м типом БВ наблюдалось снижение 

плотности полос на геле, без нарушения МП, что корре-

лирует со снижением количества vWF в плазме (рис. 2).

Пациент № 2 с типом 2А БВ демонстрировал потерю ВМ 

и СМ форм с увеличением НМ мультимеров vWF (рис. 3).

Пациенты № 4 и № 5 с типом 2М БВ не имели нару-

шений в МП (рис. 4), однако у пациента № 5 наблюда-

лось незначительное снижение ВМ и СМ форм vWF при 

значительном снижении vWF:CB (рис. 5).

Рис. 5. 2М тип БВ (дорожка 3)

Fig. 5. vWD type 2M (track 3)

Normal plasma pool2M тип БВ 

vWD type IIM
2M тип БВ 

vWD type IIM

Рис. 4. 2М тип БВ (дорожка 1)

Fig. 4. vWD type 2M (track 1)

Normal plasma pool2M тип БВ 

vWD type IIM
2M тип БВ 

vWD type IIM

Рис. 3. 2А тип БВ (дорожка 2)

Fig. 3. vWD type IIA (track 2)

Normal plasma pool2А тип БВ 

vWD type IIA
2А тип БВ 

vWD type IIA

Рис. 2. 1-й тип БВ (дорожка 1)

Fig. 2. vWD type I (track 1)

Normal plasma pool1-й тип БВ 

vWD type I
1-й тип БВ 

vWD type I
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Рис. 9. СВ, потеря ВМ мультимеров (дорожка 4)

Fig. 9. aVWS, loss of high molecular multimers (track 4)

Normal plasma poolСВ 

aVWS
СВ 

aVWS

Рис. 10. Приобретенный СВ, нормальный МП (дорожка 4)

Fig. 10. aVWS,normal multimeric profile (track 4)

Normal plasma pool

СВ 

aVWS СВ 

aVWS

Рис. 7. 2N тип БВ (дорожка 3)

Fig. 7. vWD type 2N (track 3)

Normal plasma pool

2N тип БВ 

vWD type IIN
2N тип БВ 

vWD type IIN

Рис. 8. 1-й тип БВ (дорожка 3)

Fig. 8. vWD type I (track 3)

Normal plasma pool3-й тип БВ 

vWD type 3 3-й тип БВ 

vWD type 3

Рис. 6. 2В тип БВ (дорожка 2)

Fig. 6. vWD type 2В (track 2)

Normal plasma pool2В тип БВ 

vWD type IIВ
2В тип БВ 

vWD type IIВ

Пациент № 3 с типом 2В БВ имел характерную 

картину отсутствия ВМ форм vWF на электрофоре-

грамме, сниженный уровень СМ и увеличение коли-

чества НМ мультимеров (рис. 6).

Единственный пациент с подозрением на 2N тип 

БВ – № 6 (выявлено снижение vWF:VIIIB) – имел 

нормальное распределение мультимеров (рис. 7). Для 

точного установления подтипа необходимо проведе-

ние генетического исследования.

У пациента № 7 с 3-м типом БВ наблюдается пол-

ное отсутствие форм на фореграмме и сигнала на ден-

ситограмме (рис. 8).

Пациенты с приобретенным синдромом Виллебранда
У пациентов с СВ наблюдались различные изме-

нения на электрофореграммах – у пациента № 8

частично отсутствовали ВМ формы vWF, у пациента 

№ 9 мультимерная структура не нарушена и практиче-

ски соответствовала ПНП (рис. 9, 10).

Обсуждение
МА остается одной из важнейших методик, 

позволяющих визуализировать распределение изо-

форм vWF в зависимости от размера. Иногда это 

единственный способ классифицировать оконча-

тельно состояние и диагноз пациента в соотношении 

с наличием или отсутствием изоформ фактора, даже 

несмотря на наличие у больных известных мутаций 

и показателей всего многообразия других тестов 

для исследования БВ. Классическая постановка 

МА занимает большое количество времени (от 2 до 

4 сут) [8]. Методика Sebia дает возможность получить 

результаты в среднем в течение 7 ч, позволяя проана-

лизировать от 4 до 10 пациентов в зависимости от 

типа геля [12, 13]. Данная методика остается крайне 

полезной в типировании БВ. Как показали недав-

ние исследования, МА оказался ценным тестом 

в диагностике БВ: из 480 пациентов в 17,3 % случа-

ев МА играл ключевую роль в типировании, в 76 % 

наблюдений он был полезен в диагностике и лишь 

в 6,7 % не являлся информативным. Также было 

показано, что вклад МА в диагностический процесс 

гораздо выше, чем у vWF:CB [14]. Тесты системы 

гемостаза для типирования БВ имеют большую вари-

абельность и могут существенно изменяться в зави-

симости от возраста, наличия клинических проявле-

ний и даже сезонности у одного и того же больного 

[15]. В то время как МА позволяет отражать реальное 

состояние изоформ молекулы фактора свертыва-

ния в данный момент у пациента. Также МА вклю-

чен в последнюю официальную классификацию 

БВ [7].
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По нашим данным, пациенты с 1-м типом БВ, 

типами 2М, 2N и здоровые добровольцы демон-

стрируют нормальное распределение полос на геле 

в зависимости от уровня vWF в крови – чем меньше 

количество, тем ниже интенсивность окрашивания, 

меньше плотность на денситограмме (см. рис. 1, 2, 

4–6). Больные с 2А типом обычно демонстрируют 

потерю ВМ и СМ форм, что связано с повышенным 

клиренсом или высокой активностью металлопроте-

иназы ADAMTS-13, которая расщепляет ВМ формы 

vWF. Пациенты с 2В типом демонстрируют потерю 

только ВМ форм, которые обладают повышенной чув-

ствительностью к рецептору тромбоцитов GpIb-V-IX, 

связываются с ним и элиминируются из кровотока. 

Типичным лабораторным показателем, позволяющим 

предположить наличие данных типов у больного, 

является соотношение vWF:RCo/vWF:Ag, дальнейшее 

типирование требует выполнения дополнительных 

тестов, таких как vWF:CB и МА. Нарушение связыва-

ния vWF с коллагеном (снижение vWF:CB) позволяет 

заподозрить у пациента 2А или 2В типы БВ, что свя-

зано с потерей ВМ форм, но также снижение данного 

параметра возможно и у больных с 2М и 1-м типами 

БВ, у которых нарушения мультимерной структуры 

обычно не происходит [2, 7]. Дифференциальная 

диагностика типов 2А и 2В БВ крайне затруднительна 

ввиду сложности визуального определения размера 

молекул и значительной вариабельности клини-

ко-лабораторной картины, особенно у 2В типа. Даже 

выполнение Ld-RIPA не во всех случаях позволяет 

установить  подтип 2В [16], к тому же выполнение 

данной методики невозможно при дистанционной 

диагностике БВ [17].

Пациенты с 3-м типом не нуждаются в анализе 

мультимерной структуры ввиду отсутствия vWF. Осо-

бый интерес представляет группа больных с активно-

стью vWF 30–50 %, которые в настоящее время отно-

сятся в группу пациентов с «низким уровнем vWF» 

ввиду отсутствия корреляции между значениями 

фактора и клиническими проявлениями, ведь часто-

та развития геморрагических осложнений в данной 

группе выше, чем в здоровой популяции [18].

В основе нарушений vWF при СВ лежит снижение 

функции за счет связывания аутоантител с комплек-

сом vWF-FVIII или усиление клиренса молекулы 

из-за адсорбции на злокачественных клетках [19]. МП 

vWF у пациентов с СВ может быть как нормальным, 

так и демонстрировать частичную потерю ВМ форм, 

причем степень потери не коррелирует с vWF:RCo. 

Пациенты с СВ нуждаются в дополнительных иссле-

дованиях причин изменения мультимерной структу-

ры vWF, поиска взаимосвязи выявленных нарушений 

с клиническими проявлениями.

Заключение
Новый набор определения мультимеров vWF 

(Hydragel 5 von Willebrand multimers; Sebia, Lisses, 

France) позволил визуализировать различные подти-

пы БВ и является хорошей альтернативой большому 

количеству разнообразных ручных, не стандарти-

зированных методик. Также наличие возможности 

использования Hydragel 11 (11 дорожек на геле) 

позволяет проводить исследование сразу у 10 паци-

ентов единовременно, что сильно облегчает поста-

новку при наличии потока больных. Данный набор 

необходимо иметь в каждой крупной лаборатории, 

занимающейся диагностикой нарушений свертыва-

ния крови. Обсуждаемая методика не должна быть 

единственной в диагностике, только полная панель 

позволит с высокой точностью типировать БВ. Воз-

можно, более детальное исследование мультимерной 

структуры у пациентов с низким уровнем vWF и СВ 

позволит выявить взаимосвязь МП с клиническими 

проявлениями.
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