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Inleiding

FEW.G. Leebeek, E.P. Mauser-Bunschoten

In 1987 werd de eerste consensusbijeenkomst gehouden over de behandeling van
hemofilie in Nederland. Hierin werd getracht landelijke overeenstemming te bereiken
over de behandeling van hemofilie, om zo voorwaarden te creéren voor een optimale
behandeling van hemofiliepatiénten. Ook werd hiermee getracht te komen tot een goed
en veilig gebruik van stollingsfactoren. Er werd een document opgesteld waarin aan de
hand van stellingen de overeenstemming tussen de behandelaars werd verduidelijkt.”
In 1996 volgde de tweede consensus hemofiliebehandeling,” waarin de nieuwe ontwik-
kelingen werden samengevat en de behandeling door een voorbereidingswerkgroep
onder voorzitterschap van prof. dr. E. Briét verder werd beschreven. Dit werd destijds
begeleid door het Kwaliteitsinstituut voor de gezondheidszorg CBO.

De afgelopen jaren zijn er veel ontwikkelingen geweest in de hemofiliebehandeling en zijn
er ook nieuwe inzichten in de behandeling van complicaties. De belangrijkste verandering
in de afgelopen jaren in de hemofiliezorg betreft de aanwijzing van hemofiliebehandel-
centra in 2000, zoals vastgelegd in de beleidsvisie Hemofilie en aanverwante stoornissen van
de minister van Volksgezondheid, Welzijn en Sport.’ Hierdoor is de organisatie van de zorg
geconcentreerd en de logistiek gewijzigd. Het doel van de concentratie van zorg is te komen
tot verbetering van de behandeling van hemofiliepatiénten en patiénten met andere stol-
lingsstoornissen. Wetenschappelijk gezien is er veel vooruitgang geboekt. De behandeling
van hemofilie met stollingsfactorproducten is sterk verbeterd, doordat meer en albumine-
vrije recombinantfactor-VIII- en factor-IX-producten op de markt zijn gekomen. De plasma-
producten zijn veiliger geworden en nieuwe besmettingen met door bloed overdraagbare
virussen of andere ziekteverwekkers zijn niet meer gemeld. In de afgelopen jaren zijn
de eerste goed gecontroleerde onderzoeken uitgevoerd naar de waarde van profylaxe van
hemofilie-A-patiénten met stollingsfactorconcentraten.* Ook zijn er nieuwe inzichten
verkregen in de pathogenese van het ontstaan van antistoffen (remmers) tegen factor VIII
en factor IX door grote internationale samenwerkingsverbanden.

In de afgelopen twee jaar hebben de hemofiliebehandelaars, verenigd in de Nederlandse
Vereniging van Hemofiliebehandelaars (NVHB), in samenwerking met andere medisch
specialisten die betrokken zijn bij de behandeling van hemofiliepatiénten een nieuwe
richtlijn opgesteld. Dit is gebeurd met medewerking van vertegenwoordigers van de
Nederlandse Vereniging van Hemofilie-Patiénten (NVHP). De hoofdstukken zijn
geschreven door enkele hemofiliebehandelaars en andere specialisten, waarna ze zijn
gelezen door alle NVHB-leden en besproken in consensusvergaderingen. Na aanpassing
van de teksten door de auteurs zijn de hoofdstukken in een vergadering geaccordeerd
door de NVHB-leden. De redactie is gevoerd door twee redactieleden. De auteurs staan
vermeld op pagina 7.
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Bij het opstellen van de richtlijn is gebruikgemaakt van onderzoeken en literatuur-
zoekstrategieén. De literatuur werd ingedeeld naar de mate van bewijskracht (zie tabel 1).
Hierbij werd de gradering aangehouden die ook in eerdere hemofilierichtlijnen in de
Verenigde Staten en Groot-Brittannié werd gebruikt en die is gebaseerd op de US Agency
for Health Care Policy and Research. Indien dit mogelijk was, werden de aanbevelingen
gebaseerd op het bewijs dat de aanbeveling ondersteunt.”®

Tabel 1 Indeling van de literatuur naar mate van bewijskracht

Bewijskracht Soort bewijs

Graad 1 Bewijs verkregen van meta-analyse van gerandomiseerde gecontroleerde
onderzoeken (1a) of ten minste één gerandomiseerd, gecontroleerd
onderzoek (tb)

Graad 2 Bewijs verkregen uit ten minste één goed gedefinieerd gecontroleerd
onderzoek, zonder randomisatie (2a) of een cohort- of patiéntcontrole-
onderzoek van goede kwaliteit (2b)

Graad 3 Bewijs verkregen uit goed gedefinieerde, niet-experimentele beschrij-
vende onderzoeken, zoals vergelijkende onderzoeken, correlatie-
onderzoeken of patiéntcontroleonderzoek van slechte kwaliteit

Graad 4 Bewijs verkregen van expertpanels of opinies van deskundigen

Op basis van de beschikbare literatuur werd een aanbeveling geformuleerd. Het niveau
van aanbeveling werd gekoppeld aan de gradering van het bewijs (tabel 2).

Tabel 2 Niveau van aanbeveling

Niveau Soort bewijs

A Een onderzoek van graad 1a of graad 1b

B Ten minste twee onderzoeken van graad 2a, 2b of graad 3
C Berustend op bewijs van graad 4

Helaas zijn er nog weinig gerandomiseerde onderzoeken uitgevoerd in het onderzoeks-
veld van hemofilie en aanverwante bloedingsziekten en is het niveau van aanbeveling
meestal B of C berustend op bewijs van graad 3 of 4.

De onderhavige publicatie omvat de nieuwe richtlijn voor hemofiliebehandeling 2009.
De NVHB hoopt met deze richtlijn de kwaliteit van de zorg voor patiénten met hemofilie
en aanverwante stoornissen te optimaliseren.
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Hoofdstuk 1

Laboratoriumdiagnostiek van hemofilie-A,
-B en de ziekte van von Willebrand

J.C.M. Meijers, Ph.G. de Groot, ].A. van Mourik

Inleiding

Het belangrijkste aspect bij de diagnostiek van patiénten met een bloedingsneiging is
een goede anamnese van de patiént en zijn/haar familie. Dit geeft niet alleen uitsluitsel
over een aangeboren of verworven afwijking, maar de anamnese kan ook informatie
geven over de vraag of de oorzaak van de bloedingsneiging in de primaire of secundaire
hemostase moet worden gezocht. Bij een positieve anamnese dient laboratoriumon-
derzoek te worden uitgevoerd. Eerst wordt oriénterend onderzoek uitgevoerd en indien
nodig wordt dit gevolgd door specifieke analyses (figuur 1.1). Voor het stellen van een
betrouwbare diagnose zijn minimaal twee onafhankelijke bloedafhamen en bepalingen
noodzakelijk, tenzij de desbetreffende afwijking al binnen een familie bekend is. In de
praktijk betekent dit dat na een eerste bevinding de patiént in een later stadium opnieuw
moet worden onderzocht.

Figuur1.1  Diagnostisch algoritme voor een patiént met een bloedingsneiging

Klinische anamnese
(bij voorkeur met een gevalideerde vragenlijst)

l

Screeningsonderzoek
WBC, PT, aPTT, TT +/- Bloedingstijd of PFA100®

Y 7

Verlengde stollingstests Primaire hemostaseafwijkingen
EY;” aPTT-gebaseerde # *
X assays VWD Plaatsjesafwijkingen
VWEF: Ag
FViI VWE: RCo Plaatjesaantal
FX PT-gebaseerde A Plaatjesmorfologie
EYI assays # Plaatjesfunctieonderzoek
VWF-multimeren
Fibrinogeen RIPA

WBC = whole blood cell count; PT = protrombinetijd; aPTT = geactiveerde partiéle tromboplastinetijd; TT = trombinetijd;
PFA = platelet function analyzer; VWD = von Willebrand disease; VWF = vonwillebrandfactor; Ag = antigeen;
RCo = ristocetinecofactor-activiteit; C = stolactiviteit; RIPA = ristocetinegeinduceerde bloedplaatjesagglutinatie.
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Voor het laboratoriumonderzoek van bloedstolling is een goed afgenomen monster nood-
zakelijk. Hiervoor wordt citraatbloed (negen delen bloed met één deel citraat, 3,2% of
0,109 M) 15 minuten gecentrifugeerd bij 2500 g. Citraat is een zwakke calciumionche-
lator, zodat na toevoeging van extra calciumionen aan het plasma de stolling weer op
gang kan worden gebracht. De meeste stoltests zijn op dit principe gebaseerd: gemeten
wordt de tijd nodig voor fibrinevorming na toevoeging van calciumionen. Ook kan de
activiteit van het gevormde trombine worden bepaald. Mogelijke foutenbronnen bij bloed-
afname voor stollingsonderzoek zijn onder andere de volgende:

1. Contaminatie met weefselvocht bij bloedafname. Weefselvocht bevat tissue- of
weefselfactor, waardoor al in de afnamebuis het stollingsproces op gang wordt
gebracht. Een venapunctie dient door een ervaren persoon te worden uitgevoerd.
De eerste 2 ml bloed dient niet voor stollingsonderzoek te worden gebruikt. Ook
bij afname uit katheters dient rekening te worden gehouden met contaminatie met
heparine, wondvocht of infusievloeistoffen.

2. Om praktische redenen vindt bloedafname plaats door middel van een gesloten
systeem met vacuiim. Voor de meeste bepalingen is dit acceptabel. Echter, aangezien
bij het gebruik van een vacuiimsysteem de bloedplaatjes kunnen worden geactiveerd,
verdient het de voorkeur bij bloedplaatjesafwijkingen een afname te doen zonder
vacutim. Het gebruik van een vacuiimsysteem kan ook ernstige hematoomvorming
bij de patiént met een bloedingstoornis veroorzaken.

3. Een niet goed gevulde afnamebuis. Bij minder dan 90% vulling van een 2,7
ml-afhamebuis of 80% vulling van een 5 ml-afhamebuis is de verhouding citraat ten
opzichte van plasma te hoog. Dit leidt tot verlenging van stollingstijden. Niet goed
gevulde buizen dienen niet voor stollingsonderzoeken te worden gebruikt.

4. Afwijkingen van de hematocriet. Bij een te hoge (> 55%) of een te lage (< 20%) hema-
tocriet is de verhouding tussen citraat en plasma niet goed. Hierdoor worden de stol-
lingstests gestoord. Als dit zich voordoet, dient het citraatvolume in de afnamebuis
te worden aangepast.

5. Contact met glas, waardoor activatie van stollingsssysteem optreedt. Afname voor stol-
lingsonderzoek dient daarom te gebeuren in buizen van plastic of gesiliconeerd glas.

6. Contaminatie met bloedcellen bij de bereiding van plasma.

7. Plasma te lang bij kamertemperatuur laten staan. Na centrifugatie dient plasma te worden
bewaard op smeltend ijs, omdat vooral factor V en VIII instabiel zijn en denatureren.
Analyse dient zo snel mogelijk na afname te worden uitgevoerd. Indien dit niet mogelijk
is, kan het monster worden ingevroren bij -20 of -7o °C. Echter, in het geval van factor VIII
kan dit leiden tot een reductie van 10 tot 20% van de activiteit. Diagnose van patiénten met
een laag factor VIII dienen dan ook te worden bevestigd met vers materiaal.

Hemofilie-A

Hemofilie-A is het gevolg van de afwezigheid of een afwijking van stollingsfactor VIII.
Bij de aangeboren vorm komt dit door een defect in het factor-VIII-gen. Factor VIII is een
glycoproteine met een lage plasmaconcentratie van ongeveer o,2 plig/ml. De synthese vindt
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grotendeels plaats in de lever, vooral in de sinusoidale endotheelcellen. In bloed komt
factor VIII in een complex voor met vonwillebrandfactor (VWF). Factor VIII draagt samen
met fosfolipiden, calcium en geactiveerd factor IX zorg voor de omzetting van factor X in
factor Xa. Om biologisch actief te kunnen zijn moet factor VIII eerst worden geactiveerd
door trombine of factor Xa. De geactiveerde factor VIII werkt zelf niet als proteolytisch
enzym, maar versterkt de werking van factor IXa. Voor de regulatie van de activiteit van
factor VIII is de inactivering van factor VIIIa door geactiveerd proteine C van belang.
Het factor-VIII-gen, waarvan de volledige basevolgorde (maar liefst 186.000 basen) is
vastgesteld, ligt op de lange arm van het X-chromosoom. Het gen is verdeeld over 26
exonen met daartussen 25 intronen. Het cDNA is circa g kilobasen lang en codeert voor
2351 aminozuren. De eerste 19 aminozuren vormen de signaalsequentie die van belang
is voor de secretie van de factor VIII. Dit leader-peptide wordt tijdens het transport in het
golgi-apparaat van de factor VIII geknipt. Het factor-VIII-eiwit is opgebouwd uit een zestal
domeinen. Allereerst zijn er drie zogenoemde A-domeinen te herkennen (aminozuur
1-329, 380-711 en 1649-2019). Deze drie A-domeinen zijn voor ongeveer 30% identiek wat
betreft de aminozuursamenstelling en volgorde. Tussen het tweede en derde A-domein
ligt het zogenoemde B-domein van 983 aminozuren. Volgend op het derde A-domein
liggen twee C-domeinen met ongeveer 40% onderlinge overeenkomst in aminozuurvolg-
orde. Het factor-VIII-eiwit heeft dus als globale structuur A1-A2-B-A3-C1-C2. A-domeinen
zijn ook kenmerkend voor andere bloedeiwitten, zoals ceruloplasmine en stollingsfactor
V. Dit laatstgenoemde eiwit is in opbouw vrijwel identiek aan factor VIII en bezit, behalve
drie A-domeinen en een B-domein, ook twee C-domeinen. Het B-domein van factor VIII
wordt gecodeerd door een ongewoon groot exon van 3106 nucleotiden. Dit domein kent
geen overeenkomsten met segmenten van andere eiwitten en lijkt uniek voor de factor
VIIIL.

Diagnostiek

Primaire diagnostiek

Patiénten met hemofilie-A hebben een verlengde geactiveerde partiéle tromboplasti-
netijd (aPTT, cefalinetijd), terwijl de protrombinetijd normaal is. Bij een factor-VIII-
concentratie van 30% (0,3 eenheden (IE)/ml) en hoger kan de aPTT ook een normale
stoltijd geven. Verder hebben patiénten met hemofilie-A een normale of soms licht
verlengde bloedingstijd. De concentratie van VWF in plasma is normaal. De uitein-
delijke diagnose hemofilie-A wordt gesteld aan de hand van de factor-VIII- stolactivi-
teit gemeten in een 1-stapsstollingstest. Daarnaast bestaat ook de mogelijkheid om de
activiteit van factor VIII te bepalen met chromogene reagentia. Het verdient echter de
voorkeur gebruik te maken van een zo fysiologisch mogelijk systeem, en daardoor is de
stollingstest de eerste keuze. Behalve de 1-staps- is er ook een 2-stapsstollingstest. Deze
wordt minder gebruikt omdat die gecompliceerder is en moeilijker te automatiseren.
Echter, in ongeveer eenderde van de gevallen van milde hemofilie-A wordt de concen-
tratie van factor VIII in de 1-stapstest overschat ten opzichte van de 2-stapstest (of een
chromogene test met langere incubatietijden). In deze gevallen lijkt de 2-stapstest beter
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overeen te komen met de bloedingsneiging. Dit wordt onder meer veroorzaakt door de
langere incubatietijd in de 2-stapstest, waardoor deze gevoeliger is voor labiele vormen
van factor VIII.

Afhankelijk van de ernst van de hemofilie zal een factor-VIII-concentratie worden
gevonden van < 1% (0,01 IE/ml) (ernstige hemofilie), tussen 1 en 5% (0,01-0,05 IE/ml)
(matig ernstig) en > 5% (0,05 IE/ml) (mild). Het verdient aanbeveling de diagnose en
de ernst van de afwijking niet vast te stellen op basis van een eenmalige factorbepaling,
maar het onderzoek te herhalen met opeenvolgende plasmamonsters. Vergelijking van de
uitslag met de uitslag van andere hemofiliepatiénten uit dezelfde familie kan behulpzaam
zijn. De diagnose kan eventueel worden bevestigd met behulp van DNA-diagnostiek.
Soms wordt een verlaagd factor VIII veroorzaakt door mutaties in vonwillebrandfactor
(VWEF), zoals wordt gevonden bij de ziekte van von Willebrand type 2N. Het gevolg van
deze mutaties is dat factor VIII niet kan binden aan VWF, waardoor de klaring van
factor VIII sterk wordt verhoogd en daardoor de plasmaspiegels laag zijn. In tegenstel-
ling tot de klassieke vorm van hemofilie is deze vorm van hemofilie niet X-chromosoom
gebonden.

Factor-VIII-antigeen

Het is mogelijk met behulp van antilichamen het factor-VIII-antigeen te bepalen. Bij het
merendeel van de patiénten komt het factor-VIII-antigeen overeen met de factor-VIII-
stolactiviteit. Soms is het factor-VIII-antigeengehalte hoger dan de stolactiviteit (ook wel
cross reactive material (CRM)-positief genoemd). Dit wijst op de aanwezigheid van een
afwijkende vorm van factor VIII met afwezige of geringe stolactiviteit.

DNA-diagnostiek

DNA-analyse is een belangrijk hulpmiddel bij de diagnostiek en behandeling van hemo-
filie-A. Het voordeel van kennis van de specifieke mutatie bij een bepaalde patiént en
zijn familie is dat genetic counseling wordt vereenvoudigd. Onderzoek naar mutaties in
het factor-VIII-gen is op gang gekomen met het in zwang raken van de polymerase chain
reaction (PCR, polymerasekettingreactie). Daarnaast speelt de introductie van globale
screeningstechnieken voor het opsporen van mutaties een belangrijke rol. Kenmerkend
voor deze methoden is dat ze op een snelle manier mutaties kunnen aantonen in een
PCR-fragment. Van de afwijkende fragmenten kunnen vervolgens de basenvolgorde
worden bepaald om de precieze mutatie te weten te komen. Ongeveer de helft van alle
ernstige vormen van hemofilie-A wordt veroorzaakt door één bepaald type mutatie, een
inversie van een gedeelte van het X-chromosoom (intron-22-inversie). In alle andere
gevallen is er sprake van zeer verschillende defecten, zoals vele puntmutaties, diverse
korte deleties en inserties, en ook grote deleties. Door de mogelijkheid van een inversie
is de diagnostiek bij ongeveer 50% van de patiénten met ernstige hemofilie-A aanzien-
lijk vereenvoudigd. Daarom wordt bij ernstige hemofilie-A eerst naar deze inversie
gezocht. De mutaties die zijn gevonden in het factor-VIII-gen, worden verzameld en
gepubliceerd in een internationale database (HAMSTeRS database: http://europium.
csc.mrc.ac.uk).
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Factor-VIII-remmerbepaling

Remmers, dat wil zeggen antilichamen die de factor-VIII-functie remmen, kunnen
ontstaan bij hemofiliepatiénten, maar ook bij personen die zelf geen hemofilie hebben.
De kinetiek van de remmer kan bij deze twee groepen patiénten verschillend zijn. Bij
patiénten zonder hemofilie wordt factor-VIII-activiteit in het bloed vaak niet volledig
geneutraliseerd. Dit kan ook het geval zijn bij een remmer die zich vormt bij een
patiént met lichte hemofilie. Bij een routinematig stollingsonderzoek zal aanwezig-
heid van een remmer van factor VIII de aPTT verlengen, terwijl de protrombinetijd
normaal is. De aanwezigheid van een remmer kan in eerste instantie worden bevestigd
door gelijke delen normaal- en patiéntenplasma twee uur te incuberen bij 37 °C en
vervolgens de aPTT te bepalen. Als controle dient een mengsel van normaal plasma
met hemofiel plasma zonder remmer. Een verlengde stollingstijd in het mengsel van
patiént en normaal plasma is een aanwijzing voor de aanwezigheid van een remmer.
Aangezien remmers tegen alle intrinsieke stollingsfactoren hetzelfde beeld geven,
en ook de aanwezigheid van een lupus anticoagulans een verlengde stollingstijd
kan geven, dient een specifieke bepaling voor een remmer gericht tegen factor VIII
te worden uitgevoerd. Hierin wordt het patiéntenplasma in oplopende verdunning
gemengd met normaal plasma en wordt vervolgens de factor-VIII-concentratie in het
mengsel gemeten. Een aantal punten is belangrijk voor de juiste uitvoering van deze
bepaling. Patiénten- en controleplasma dienen twee uur te worden geincubeerd, omdat
bij sommige patiénten langzaam reagerende antistoffen aanwezig zijn. Daarnaast
is het belangrijk ervoor te zorgen dat tijdens deze twee uur incubatie het mengsel
wordt gebufferd op pH 7,4. Het verlopen van de pH van de buffer maakt de assay
onnauwkeurig voor de bepaling van lagetiterremmers. Bovendien wordt het aanbe-
volen eventueel aanwezige restfactor-VIII-activiteit in het patiéntenplasma eerst te inac-
tiveren door een incubatie bij 56 °C. Deze restactiviteit kan de uitslag van de bepaling
beinvloeden.

De concentratie van de remmer wordt uitgedrukt in Bethesda-eenheden. Deze eenheid
is gedefinieerd als de verdunning van het patiéntenplasma die na twee uur incubatie
met het verdunde plasma bij 37 °C 50% van de factor-VIII-activiteit in normaal plasma
inactiveert.

Hemofilie-B

Hemofilie-B is het gevolg van de afwezigheid of een afwijking van factor IX. Factor
IX is een vitamine-K-afhankelijk eiwit dat wordt gemaakt in de hepatocyt. De concen-
tratie in plasma is ongeveer 4 pg/ml. Factor IX is een glycoproteine dat uit één keten
bestaat met een molecuulgewicht van 56.000. In het N-terminale gedeelte van het
molecuul bevindt zich een aantal glutaminezuurresiduen die door een carboxylase in de
aanwezigheid van vitamine K worden omgezet in y-carboxyglutaminezuren. Via deze
y-carboxyglutaminezuren bindt het eiwit in een calciumionspecifieke conformatie aan
negatief geladen fosfolipidenoppervlakken. Factor IX wordt geactiveerd door factor XIa
in aanwezigheid van calcium of door factor VIla en tissue factor. Geactiveerd factor IX
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bestaat uit een lichte keten met een molecuulgewicht van 17.000 en een zware keten
met een molecuulgewicht van 28.000. Beide ketens worden bij elkaar gehouden door
een disulfidebrug. De lichte keten bevat de y-carboxyglutaminezuurresiduen, de zware
keten het actieve centrum van het katalytische domein. Factor IXa zet factor X om in
factor Xa.

Het factor-IX-gen ligt op de lange arm van het X-chromosoom in band q27. Het
gen bevat acht exonen. Exon 1 en een gedeelte van exon 2 coderen voor het pre- en
propeptide. Het restant van exon 2 en exon 3 coderen voor het GLA-domein dat 12
v-carboxyglutamylresiduen bevat. Exon 4 en 5 coderen elk voor een EGF-domein. Exon
6 codeert voor het gedeelte van factor IX dat niet alleen het activeringspeptide omvat,
maar ook de aminoterminus van het katalytische domein. Het activeringspeptide komt
vrij wanneer twee knippen worden gegeven door factor XIa of factor VIIa. Exonen 8 en
9, ten slotte, coderen voor het katalytische domein.

Diagnostiek

Primaire diagnostiek

Patiénten met hemofilie-B hebben een verlengde aPTT. De verlenging van de aPTT
hangt af van het factor-IX-gehalte. Patiénten met lichte hemofilie-B en factor-IX-gehalten
>30% (0,3 IE/ml) kunnen een normale aPTT hebben. Patiénten met hemofilie-B hebben
een normale bloedingstijd. De protrombinetijd is over het algemeen normaal. De uitein-
delijke diagnose ‘hemofilie-B’ zal moeten worden gesteld aan de hand van een specifieke
activiteitsbepaling van factor IX.

Aangezien factor IX een vitamine-K-afhankelijke factor is, kan er geen accurate analyse
van factor IX worden gedaan bij vitamine-K-deficiéntie of het gebruik van vitamine-K-
antagonisten.

Patiénten met ernstige hemofilie-B hebben factor-IX-activiteitsniveaus < 1% (0,01 IE/ml),
de matig ernstige vorm wordt gekenmerkt door concentraties tussen 1 en 5% (0,01-0,05
IE/ml), terwijl we van milde hemofilie-B spreken wanneer de factor-IX-activiteit groter
is dan 5% (0,05 IE/ml).

Factor-IX-antigeen

Het is mogelijk met behulp van antilichamen het factor-IX-antigeen te bepalen. Bij
ongeveer eenderde van de gevallen is er sprake van normale factor-IX-antigeenconcen-
traties en variabele concentraties van factor-IX-activiteit (zogenoemd CRM-positief). Dit
wijst op de aanwezigheid van een disfunctionerend factor IX.

DNA-diagnostiek

Na de introductie van de PCR-techniek is een groot aantal mutaties in het factor-IX-gen opge-
helderd. De mutaties die zijn gevonden in het factor-IX-gen worden verzameld en gepubli-
ceerd in een internationale database (http://www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/haemBdatabase.
html). De mutaties liggen verspreid over alle domeinen en regulatoire delen van het factor-
IX-gen met uitzondering van het poly(A)signaal. Verschillende mutaties zijn gevonden in de
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promotor van het factor-IX- gen, die vrijwel allemaal verantwoordelijk zijn voor hemofilie-
B-Leyden. Bij deze bijzondere vorm van hemofilie hebben de patiénten een meer of minder
ernstige bloedingsneiging tot het moment dat de puberteit zich aandient. Vanaf dat moment
verschijnt er spontaan steeds meer factor IX in het bloed en neemt de bloedingsneiging af.

Factor-IX-remmerbepaling

Een remmer van factor IX komt bij 2-4% van de hemofilie-B-patiénten voor. De bepaling
geschiedt op gelijke wijze als bij factor VIII, waarbij ter vaststelling van een factor-IX-
remmer een specifieke factor-IX-bepaling wordt uitgevoerd.

Ziekte van von Willebrand

De ziekte van von Willebrand is het gevolg van een verlaagd of abnormaal functionerend
VWE. Zowel de klinische symptomen als de laboratoriumuitslagen kunnen zeer hetero-
geen zijn.

VWEF is een glycoproteine met een molecuulgewicht van 270.000 (monomeer). Twee
van deze bouwstenen van het rijpe VWF vormen dimeren, die op hun beurt polyme-
riseren tot hoogmoleculaire multimeren. Het eiwitsplitsende enzym ADAMTS13, het
enzym dat ontbreekt bij trombotische trombocytopenische purpura, is verantwoorde-
lijk voor de proteolytische afbraak van de hoogmoleculaire multimeren. De uiteinde-
lijke grootte van de multimeren ligt niet vast, en multimeren met molecuulgewichten
variérend tussen 1,5 en 15 miljoen worden in plasma aangetroffen. Het gen dat codeert
voor VWF, ligt op de korte arm van chromosoom 12 (12p12-ter) en beslaat ongeveer
180 kilobasen. De coderende sequentie is verdeeld over niet minder dan 52 exonen. Op
chromosoom 22qr1-13 ligt een partieel pseudogen dat voor ongeveer 97% identiek is aan
het corresponderende gedeelte van het actieve VWF-gen. VWF wordt gesynthetiseerd
door endotheel en megakaryocyten. Afgifte aan het bloed vindt constitutief plaats door
het endotheel. Daarnaast bestaat er een gereguleerde secretie vanuit de weibel-palade-
lichaampijes van het endotheel en de o-granula van de bloedplaatjes. Evenals factor VIII
heeft VWF een typische domeinstructuur. Deze wordt aangeduid als: D1-D2-D’-D3-A1-
A2-A3-Dy-B-C1-C2-Ck.

VWEF speelt een belangrijke rol in de bloedstelping als adhesie-eiwit door eerst zelf aan
een beschadigde vaatwand of het onderliggende bindweefsel te hechten. Door de hechting
ondergaat VWF een conformatieverandering, waardoor het in staat is een interactie aan te
gaan met glycoproteine 1b van het bloedplaatje. Deze laatste interactie kan worden nage-
bootst met het (obsolete) antibioticum ristocetine of met het slangengif botrocetine. Bij
incubatie van plaatjesrijk plasma met ristocetine bindt VWF aan het glycoproteine Ib van
de bloedplaatjes en treedt agglutinatie van bloedplaatjes op. Deze eigenschap is de basis
voor de ristocetinecofactor-activiteitbepaling van VWF. Naast deze rol bij de adhesie van
bloedplaatjes functioneert VWF in de hemostase doordat het een belangrijke rol speelt
in de bloedplaatjes-bloedplaatjesinteractie. Daarnaast is VWF het dragereiwit van factor
VIII. Deze interactie is noodzakelijk voor een normale overlevingsduur van factor VIII in
de circulatie.
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Diagnostiek

Primaire diagnostiek

Voor de diagnose van de ziekte van von Willebrand zijn de volgende bepalingen belang-
rijk: bloedingstijd of PFA100® (Platelet Function Analyzer), VWF-antigeen (VWF:Ag),
ristocetinecofactor-activiteit (VWZF:RCo), factor VIII, VWF-multimerenpatroon in plasma
en plaatjesagglutinatie van bloedplaatjes in plaatjesrijk plasma met verschillende concen-
traties ristocetine (RIPA), bepaling van bloedplaatjesaantal en -grootte en de bloedgroep.
Bij de interpretatie van de uitslagen moet worden betrokken dat bij bloedgroep O de
normaalwaarden voor VWF:Ag, factor VIII en VWF:RCo lager zijn dan bij de andere
bloedgroepen. Niet elke (milde) verlaging van de VWF-spiegel heeft een verhoogde bloe-
dingsneiging tot gevolg.

Tijdens inspanning, infecties en zwangerschap worden hogere concentraties dan
normaal gevonden, behalve bij de ziekte van von Willebrand type 2B. Ook in de tijd
kunnen de concentraties variéren. Herhaald onderzoek is dan ook meestal nodig. Een
valkuil bij de diagnostiek kan ook hypothyreoidie zijn. Hierbij worden soms verlaagde
VWE-gehalten gevonden. Bij aandoeningen zoals lymfoproliferatieve ziekten en SLE
moet rekening worden gehouden met de mogelijkheid van een verworven ziekte van von
Willebrand (autoantistoffen tegen VWF).

Kwantitatieve VWF-defecten worden verdeeld in een gedeeltelijk tekort (type 1) en een
vrijwel volledig tekort (type 3). Kwalitatieve VWF-defecten (type 2) worden onderverdeeld
in vier subgroepen: type 2A, 2B, 2M en 2N (tabel 1.1).

Bij de klassieke vorm van de ziekte van von Willebrand (type 1), een autosomaal dominant
overervende aandoening, kan de bloedingstijd verlengd zijn en is er een verlaagde
VWEF:Ag-, VWF:RCo- en factor-VIII-spiegel. In principe is het VWF-multimerenpatroon
normaal. De diagnose ‘ziekte van von Willebrand type 1’ is in de praktijk op grond van
laboratoriumonderzoek en de anamnese vaak moeilijk te stellen. Er is een brede overlap
met de normale populatie, zowel wat betreft VWF-parameters als wat betreft de bloe-
dingsymptomen. Een laag VWF kan ook worden opgevat als een risicofactor voor een
bloeding en rechtvaardigt niet altijd de diagnose ziekte van von Willebrand type 1.

Bij de autosomaal recessieve vorm, type 3, is de bloedingstijd verlengd en is er vrijwel
geen VWF aantoonbaar in plasma en plaatjes. Ook factor VIII is, door het ontbreken van
het dragereiwit VWF, sterk verlaagd. Bloedplaatjesaantal en -grootte zijn normaal.
Kenmerkend voor alle typen 2 (behalve type 2N) is dat de VWF:RCo sterker verlaagd
is dan VWF:Ag. Wanneer VWF:RCo minder dan 70% is dan VWF:Ag, moet worden
gedacht aan type 2. De variaties in de VWF:RCo-bepaling zijn echter zodanig dat bij
lage concentraties VWF deze regel alleen als indicatie voor verder onderzoek kan worden
gebruikt.

Bij type 2A is de bloedingstijd verlengd en VWEF:RCo sterk verlaagd, terwijl VWF:Ag
en factor VIII licht verlaagd zijn. Bij deze combinatie van uitslagen moet het
VWF-multimerenpatroon worden vastgesteld, hetgeen bij type 2A een vermindering
van de intermediaire en hoge multimeren laat zien. Een alternatief is het meten van
de collageenbindingsactivititeit van VWF. De lage multimeren van VWF hebben een
verminderde bindingscapaciteit aan collageen.
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Ook bij de ziekte van von Willebrand type 2B is de bloedingstijd verlengd en is
VWE:RCo variabel maar meestal verminderd en zijn VWF:Ag, factor VIII en plaatjes-
aantal in het algemeen licht verlaagd. Patiénten met ziekte van von Willebrand type
2B worden gediagnosticeerd door middel van een verhoogde neiging van hun bloed-
plaatjes om te agglutineren met lagere concentraties ristocetine. Wanneer agglutinatie
optreedt bij concentraties ristocetine kleiner dan of gelijk aan 0,6 mg/ml (normaal is
groter dan of gelijk aan 1,0 mg/ml), heeft de patiént type 2B. Het multimerenpatroon
in plasma laat meestal een vermindering van de hoge multimeren zien. Bij stress of na
toediening van DDAVP kan er een verdere daling optreden van de hoge multimeren.
Regelmatig is er een trombocytopenie met soms vergrote bloedplaatjes. Het type 2B
moet worden onderscheiden van het platelet-type van de ziekte van von Willebrand.
Bij type 2B gaat het om een afwijkend VWF-molecuul dat een verhoogde neiging tot
binding aan bloedplaatjes heeft; bij het platelet-type gaat het om afwijkende GPIb op
de bloedplaatjes, waardoor GPIb een verhoogde neiging heeft tot binding van normaal
VWE.

De subgroep type 2M wordt gekenmerkt door de aanwezigheid van alle multimeren,
maar een sterk verlaagde ristocetine- en/of botrocetinecofactor-activiteit ten opzichte
van de hoeveelheid antigeen. Deze mutaties resulteren in het verlies van affiniteit van
VWE voor GPIb.

Bij type 2N verhindert een mutatie in VWF de binding van factor VIII, maar is er geen
stoornis in de adhesiefunctie. De bloedingstijd is daarom normaal, terwijl factor VIII
verlaagd is. Deze autosomaal recessieve variant moet worden overwogen bij de differen-
tiaaldiagnostiek van een lichte of matig ernstige hemofilie-A.

Tabel 1.1 Kenmerken van typen van de ziekte van von Willebrand

Type Platelet-type
1 2A 2B 2M 2N 3
Kenmerk
VWF:Ag \2 N/ N/ N/ N W N/
VWF:RCo \: A { A N Wl \:
Factor VIII 2 N/ n/d n/d A W N/
Bloedings- N/T T T ) N ™ )
tijd
RIPA N/ W ) W N Afwezig T
Multimeren N HMWLL HMWL N N Afwezig HMW
Erfelijkheid AD AD AD AD AR AR AD
Respons op Goed Matig Contra- Matig Slecht Slecht Contra-
DDAVP indicatie indicatie
trombocyt- trombocyt-
openie openie

VWE:RCo = VWE-ristocetinecofactor-activiteit; RIPA = ristocetinegeinduceerde bloedplaatjesagglutinatie; HMW = hoog
moleculair gewicht; AD = autosomaal dominant; AR = autosomaal recessief; N = normaal.
Type 2M is uit de tabel weggelaten omdat dit een heterogene groep van vrij zeldzame subtypen betreft.
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DNA-diagnostiek

Het aantal in het VWF-gen gevonden mutaties is aanzienlijk. Er is een duidelijk verband
tussen het type van de ziekte von Willebrand en de mutatie. In type 3 zijn er homo-
zygote of dubbele heterozygote mutaties die aanleiding geven tot nul-allelen, dat wil
zeggen allelen die zodanig gemuteerd zijn dat ze geen VWF meer kunnen produceren.
De meest voor de hand liggende mogelijkheden zijn gehele of gedeeltelijke gendeleties
of het ontstaan van stopcodons. Overigens zijn heterozygote dragers van zulke allelen
merendeels asymptomatisch.

De mutaties verantwoordelijk voor de ziekte van von Willebrand type 2A zijn voorna-
melijk gelegen in het A2-domein van het VWF, maar er zijn ook mutaties gevonden
in het D2-, D3- en C2-domein. De mutaties in type 2B en de 2M concentreren zich
juist in het A1-domein. Voor deze vormen van vonwillebrandziekte kan voor een juiste
classificatie of voor de differentiatie van platelet-type-vonwillebrandziekte aanvullend
DNA-onderzoek worden verricht. De type-2N-mutaties zijn geconcentreerd in D’D3,
het factor-VIII-bindende domein van VWE. De clustering van mutaties bij de verschil-
lende type-2-varianten van de ziekte van von Willebrand, behalve in type 2A, maakt het
relatief eenvoudig bij deze patiénten door middel van DNA onderzoek de diagnose te
onderbouwen.

Enigszins mysterieus blijft het dominant overervende type 1 van de ziekte van von
Willebrand. In ieder geval blijft deze groep niet beperkt tot symptomatische hetero-
zygote dragers van type-3-mutaties. Resultaten van recent onderzoek wijzen erop dat
de domi